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1 Resumen

Antecedentes: El candidato vacunal recombinante cubano contra el dengue
está basado en dos regiones virales relevantes: el dominio III de la proteína
de la envoltura y la proteína de la cápsida.
Se conoce que el primero media la unión del virus con el receptor celular
y además contiene epitopos de anticuerpos neutralizantes. Por su parte, la
proteína de la cápsida induce inmunidad protectora mediada por células en
ratones y monos; y se ha demostrado que en presencia de oligonucleótidos
forma partículas con capacidad inmunopotenciadora. Previamente se había
obtenido la proteína recombinate dominioIII-cápsida (DIIIC) del serotipo 2, la
cual administrada en forma agregada fue capaz de inducir una respuesta in-
mune protectora en ratones y monos, constituyendo este resultado objeto de
un premio anterior de la academia.
Problema a resolver: Teniendo en cuenta la ausencia de inmunidad cruzada
protectora de larga duración entre los serotipos virales, unido al hecho de que
una inmunidad heterotípica predispone a las formas más severas de la enfer-
medad, se hace necesario el desarrollo de un candidato vacunal tetravalente
que induzca una inmunidad funcional contra los cuatro serotipos virales a la
vez. Este representa la única alternativa posible en el desarrollo de una va-
cuna contra el dengue, enfermedad de alta incidencia a nivel mundial que
carece de solución vacunal o terapéutica hasta el momento.
Resultados: Se describe la obtención por primera vez de las variantes quiméri-
cas DIIIC-1, 3 y 4 por vía recombinante con el fin de combinarlas con DIIIC-2
en un candidato vacunal tetravalente contra el dengue. Por primera vez, se
evaluó en ratones BALB/c la inmunogenicidad de las proteínas recombinantes
DIIIC-1, 3 y 4 agregadas en formulaciones independientes o combinadas con
DIIIC-2 en una formulación tetravalente, demostrándose la inducción de re-
spuesta humoral, celular y protectora contra los cuatro serotipo virales. Adi-
cionalmente se definió que la respuesta celular generada por la formulación
tetravalente DIIIC en términos de secreción de IFN-γ en ratones está dirigida
fundamentalmente hacia el extremo C-terminal de la proteína de la cápsida de
los cuatro serotipos. Finalmente se demostró la capacidad de la formulación
tetravalente DIIIC de inducir una respuesta inmune humoral y celular funcional
en primates no humanos, utilizando diferentes vías de administración. Los re-
sultados obtenidos en este trabajo están avalados por tres publicaciones inter-
nacionales: Archives of Virology. 2014. 58(4): 219-226 FI (2.4); International
Immunology, 2015. Vol. 27, No. 8, pp. 367–379 FI (3.2); Vaccine. 2015.
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33:1474–1482 FI (3.6) y una patente.
Conclusiones: La formulación tetravalente DIIIC induce una respuesta fun-
cional contra los cuatro serotipos virales en ratones y monos lo que abre las
puertas de los estudios clínicos a esta nueva formulación como candidato va-
cunal contra el dengue.

2 Comunicación Corta

2.1 Introducción

Actualmente no existe una vacuna disponible contra el dengue, enfermedad
trasmitida por mosquitos que afecta a 390 millones de personas cada año en
el mundo. Nuestro país ha sido afectado por varias epidemias desde 1977 y
a pesar de los numerosos esfuerzos que se realizan para eliminar el agente
transmisor, el dengue continúa siendo un problema de salud importante.
Teniendo en cuenta la ausencia de inmunidad cruzada protectora de larga
duración entre los serotipos virales, unido al hecho de que una inmunidad
heterotípica predispone a las formas más severas de la enfermedad, se hace
necesario el desarrollo de un candidato vacunal tetravalente que induzca una
inmunidad funcional contra los cuatro serotipos virales a la vez, de lo contrario
se contribuiría a susceptibilizar al individuo frente a una infección heteróloga
subsecuente. El presente trabajo describe la obtención por primera vez de
un candidato tetravalente formado por cuatro proteínas basadas en la fusión
del dominio III de la proteína de la envoltura y la proteína de la cápsida de
cada serotipo viral (DIIIC), en una formulación agregada con oligonucleótidos
(ODN). La racionalidad del diseño se basa en el dominio III media la unión
del virus con el receptor celular y contiene epitopos de anticuerpos neutral-
izantes. Mientras que la proteína de la cápsida induce inmunidad protectora
mediada por células en ratones y monos y se ha demostrado que en presencia
de ODNs, forma partículas con capacidad inmunopotenciadora. La evidencia
previa de que la proteína recombinante DIIIC del serotipo 2, administrada en
forma agregada fue capaz de inducir una respuesta inmune funcional y pro-
tectora en ratones y monos, soporta esta idea y avala el desarrollo de las
restantes variantes quiméricas DIIIC.
Este trabajo describe la obtención por vía recombinante, purificación y car-
acterización antigénica de las variantes quiméricas DIIIC-1, 3 y 4 del virus
del dengue. Estudia además la inmunogenicidad y eficacia protectora en ra-
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tones de la formulación formada por la combinación de estas proteínas con
la previamente obtenida DIIIC-2, agregadas con el ODN39M, en un candidato
tetravalente (tetra DIIIC); así como las regiones de las proteínas DIIIC que más
aportan a la respuesta celular. Finalmente describe la evaluación en primates
no humanos de la inmunogenicidad de la formulación tetra DIIIC.

2.2 Principales resultados y originalidad científica

Este trabajo describe por primera vez la obtención por vía recombinante de
una molécula quimérica basada en la combinación de la cápsida y el dominio
III de los serotipos 1, 3 y 4. Los genes que codifican para ambas proteínas
fusionados se clonaron en el plasmidio pET28a, vector de expresión de E. coli
bajo las señales del promotor T7.

Se obtuvieron adecuados niveles de expresión de las proteínas de interés
en la cepa BL21(DE3) utilizando IPTG como inductor. Las bandas mayori-
tarias, correspondientes a cada proteína quimérica, se inmunoidentificaron
con líquido ascítico hiperinmune contra dengue proveniente de ratón (LAH).
Las proteínas DIIIC se purificaron y se caracterización antigénicamente a
través de la medición de la reactividad frente a anticuerpos murinos y hu-
manos positivos a dengue. Como muestra la figura 1 se observó un alto re-
conocimiento de las variantes DIIIC1, 3 y 4 por los sueros ensayados, lo que
sugiere un plegamiento adecuado de la región del dominio III en el contexto
de la proteína de la cápsida homóloga.

Figura 1: Reactividad de las proteínas recombinantes DIIIC frente a sueros
anti-dengue murinos y humano medida por ELISA. Suero de ratón (rojo):
líquido ascítico hiperinmune (LAH1-4) contra cada serotipo del dengue. Suero
humano (azul): SH 69, SH 19, SH 101 (sueros colectados en la Habana en la
epidemia del 2000 con altos títulos antidengue).Los resultados representan la
media y el error estándar de la media de tres experimentos por independiente.
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La caracterización por microscopía electrónica de las proteínas quiméri-
cas DIIIC incubadas con el ODN 39M, oligonucleótido de probada capacidad
inmunoestimuladora, reveló la presencia de partículas entre 50 y 55 nm de-
pendientes de la adición del ODN. La naturaleza particulada de estos agrega-
dos podría favorecer su internalización por las células dendríticas y la trans-
portación a los linfonodos, con la subsecuente inducción de una respuesta
inmune óptima.
Las proteínas quiméricas DIIIC se evaluaron por independientes o formando
una formulación tetravalente con DIIIC-2 en ratones BALB/c. Las proteínas uti-
lizadas como inmunógenos se incubaron con el ODN 39M para promover la
formación de agregados. Se utilizó la proporción proteína: ODN que permitía
el 50 % de la precipitación proteica y por consiguiente la existencia en la for-
mulación de especies agregadas solubles e insolubles. Quince días después
de la tercera inmunización se determinó la respuesta humoral anti-proteína re-
combinante en los sueros de los ratones inmunizados. Todos los animales se-
roconvirtieron contra cada proteína y la formulación tetravalente indujo altos tí-
tulos antiDIIIC específico contra los 4 serotipos virales. Los resultados eviden-
ciaron una ausencia de competencia antigénica en la mezcla proteica tetrava-
lente reflejando por una imunogenicidad equivalente en la respuesta humoral
obtenida por la formulación monovalente en comparación con la tetravalente.
Al evaluar la actividad neutralizante (Tabla1) como reflejo de la funcionalidad
de la respuesta humoral se observó la aparición de una respuesta contra el
serotipo 1, 2 y 3 tanto en la formulación tetravalente como monovalente siendo
la respuesta contra el serotipo 1 la de menor magnitud. En el caso particular
del serotipo 4 no se detectaron anticuerpos neutralizantes ni en los ratones
inmunizados con la formulación tetravalente ni con la monovalente.

Tabla 1: Respuesta de anticuerpos neutralizantes generados en ratones inmu-
nizados con formulaciones monovalentes y tetravalentes de DIIIC. Los títulos
se midieron por el ensayo de reducción del número de placas en células LL-
CMK2. El título neutralizante se define como la dilución máxima en que se
alcanza el 50% de reducción del número de placas. Se consideran responde-
dores títulos superiores a 1:10

5



Un mes tras la última dosis se midió la respuesta celular mediante la se-
creción de IFN-γ luego de estimulación de los esplenocitos de los ratones
inmunizados con proteína recombinante DIIIC (Fig. 2).

Figura 2: Niveles de secreción de IFN-γ, secretado por los esplenocitos de ra-
tones inmunizados con formulaciones monovalentes y tetravalentes de DIIIC,
estimulados in vitro, 30 días tras la última dosis con las proteínas recombi-
nantes DIIIC, determinado por ELISA. Los números sobre los puntos se re-
fieren al porciento de respondedores. El resultado es representativo de dos
experimentos independientes.

A pesar de la menor inmunogenicidad detectada contra VD4 la formulación
tetra DIIIC indujo una respuesta protectora contra los cuatro serotipos virales
en el modelo de encefalitis viral murino, medida por la reducción significativa
de la carga viral en cerebro (Fig. 3).
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Figura 3: Ensayo de protección en el modelo de encefalitis viral. Un mes tras
la última dosis los ratones se retaron intracranealmente con 50LD50 de VD
neuroadaptado. La carga viral en cerebro se determinó por cuantificación di-
recta del homogenado de cerebro colectado a los siete días del reto en células
Vero. Los datos representan la media ± el error estándar de la media (N=10).
El análisis estadístico se realizó utilizando el método de comparación múltiple
de Dunn (*: p<0.05; ***: p<0.001). Los resultados son representativos de
dos experimentos independientes.

La formulación tetra DIIIC se evaluó en primates no humanos utilizando
por diferentes vías de administración: vía subcutánea (SC), intradérmica (ID)
o intramuscular (IM). Todos los animales recibieron tres inmunizaciones espa-
ciadas dos meses, adyuvadas en alúmina. Todos los animales inmunizados
desarrollaron anticuerpos antivirales contra los cuatro serotipos. Se detectó
además actividad neutralizante contra todos los serotipos del dengue (Tabla
2).

Tabla 2: Respuesta humoral neutralizante inducida por la formulación tetra
DIIIC administrada por diferentes vías en primates no humanos, 30 días tras
la última dosis. Los títulos se midieron por PRNT en células Vero contra las
cepas de VD (VD1 Jamaica, VD2 SB8553, VD3 Nicaragua y VD4 Dominica).
Los datos representan la media geométrica (TPG)
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Finalmente se midió la frecuencia de células productoras de IFN-γ- con
capacidad citotóxica partiendo de las células mononucleares de sangre per-
iférica (PBMC) de los monos inmunizados por ELISPOT y liberación de LDH
respectivamente luego de la estimulación in vitro con cada proteína recombi-
nante (Fig. 4).

Figura 4: Respuesta celular inducida por la formulación tetravalente DIIIC en
monos. Los animales fueron inmunizados con la formulación tetravalente por
las vías SC, IM ó ID en los días 0, 60 and 120. Los PBMC de cada animal se
estimularon con las proteínas recombinantes DIIIC de cada serotipo por inde-
pendiente al cabo de 60 días de la última dosis. Se determinó la frecuencia
de células secretoras de IFN-γ (panel A) y la actividad citotóxica medida ob-
tiene un candidato vacunal que logra respuesta funcional involucrando ambas
ramas de la respuesta inmune, contra los cuatro serotipos virales en ratones
y primates no humanos. Este candidato basado en la estrategia de vacuna
de subunidades resulta una alternativa económica, segura y además factible
para inmunizar niños menores de un año de edad, grupo de riesgo que no
podrá recibir una vacuna viva atenuada.

Los resultados aquí propuestos abren el camino futuro a estudios clínicos
de este candidato vacunal.
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