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Sintesis

1 SINTESIS

Entre 50 y 100 millones de casos de Fiebre del Dengue y de 250 000 a 500 000 de Fiebre
Hemorragica del Dengue son reportados cada afio en el mundo y actualmente no existe en el
mercado una vacuna disponible contra dicha enfermedad. Con el objetivo de desarrollar un candidato
vacunal por subunidades se tom6 como objeto de investigacion un fragmento de la envoltura del
virus del Rengue. Se conoce que dicha proteina es reconocida por anticuerpos neutralizantes
generados por la inmunizacion viral, asi como su capacidad de inducir en su forma nativa una
respuesta inmune funcional. El fragmento objeto del estudio contiene un dominio estructural
involucrado en la interaccion con el posible receptor celular.

El fragmento correspondiente al serotipo 2 se obtuvo fusionado al N-terminal de la proteina P64k
(PD2), insertado dentro de la P64k completa (PD3) y fusionado al C-terminal de ésta (PD5). La
proteina P64k es una lipoamida deshidrogenasa de Neisseria meningitidis la cual se obtiene con altos
niveles en Escherichia coli y es capaz de actuar como portadora de proteinas heterélogas y
polisacaridos. .Después de la semipurificacion de las tres construcciones quiméricas, se evidencio
por primera vez el efecto de plegamiento conferido por la proteina P64k sobre el fragmento de la
envoltura del virus Dengue. Posteriormente, se demostr6 la induccion de una respuesta inmune
funcional tras la inmunizacién en ratones con las proteinas PD3 y PD5. Seguidamente, ambas
construcciones quiméricas se evaluaron en monos Macaca fascicularis. Se pudo demostrar la
induccién de una respuesta neutralizante similar y una proteccion total con la proteina PD5 frente al
reto con el virus homélogo medida por aislamiento viral. Estos resultados presentan un alto nivel de
novedad ya que por primera vez en el mundo se demuestra que esta region estructural viral,
fusionada al C-terminal de una proteina portadora es capaz de generar una inmunidad protectora en
primates.

Tomando como base lo antes expuesto, se desarrollaron las construcciones homologas
correspondientes al resto de los tres serotipos virales (PD10, PD18, PD19). Dichas proteinas se
semipurificaron y después de la evaluacién en ratones, se demostr6 la generacién de una respuesta
inmune funcional contra los virus homoélogos. En general podemos afirmar que en este trabajo se
evidencia la capacidad del fragmento de la proteina de la envoltura del virus del Dengue, fusionado a

la proteina P64k, de generar una respuesta inmune funcional.
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2 INTRODUCCION

La fiebre del dengue (FD) y la fiebre hemorragica del dengue (FHD) adquieren cada vez mayor
importancia como problemas de salud que afectan a numerosos paises de las zonas, tropicales y
subtropicales de nuestro planeta. El dengue ha sido reconocido en mas de 100 paises y se estima
gue 2 500 millones de pegonas viven en areas de riesgo. Cada afio se reportan entre 50 y 100
millones de casos de FD y 250 000 a 500 000 de FHD (Guzméan y Kouri, 2002).

El agente causal de esta enfermedad es el virus dengue, perteneciente a la familia Flaviviridae,
género Flavivirus, el cual se transmite por la picada del mosquito Aedes aegypti (Leyssen et al.,
2000). Hasta el momento se han reportado cuatro serotipos virales los que pueden circular en una
misma regién. Es un virus envuelto ARN positivo, cuyo genoma contiene un solo marco de lectura que
es traducido en forma de una poliproteina que luego es procesada en tres proteinas estructurales y
siete no estructurales (Russell et al., 1980).

Se han realizado multiples estudios epidemiolégicos con el objetivo de determinar los factores de
riesgo que conllevan a la forma mas severa de la enfermedad, la cual se caracteriza por alta fiebre,
extravasacion de liguidos, hemorragias y finalmente el shock por dengue (Gubler, 1998). Uno de los
factores de riesgo mas definido lo constituye la infeccion secundaria por un serotipo heterélogo, lo
cual implica que no existe proteccion cruzada entre las infecciones de los diferentes serotipos (Kouri
et al., 1989). Existen varias hipotesis para explicar dicho fendmeno entre las que se destaca la
amplificacion viral dependiente de anticuerpos (Halstead et al., 1969).

Tomando como base dichas observaciones y las hipétesis planteadas, el desarrollo de vacunas contra
el dengue esta basado en la obtencidn de candidatos capaces de proteger contra los cuatro serotipos,
de lo contrario se contribuiria a susceptibilizar al individuo frente a una infeccion heter6loga
subsecuente.

Actualmente no existe una vacuna disponible en el mercado y los candidatos mas avanzados en el
mundo estan constituidos por cepas atenuadas del virus, las cuales tienen limitaciones como la
posibilidad de reversion y la reactogenicidad detectada en humanos (Bhamarapravati y Sutee, 2000;
Kanesa-thasan et al., 2001). Consecuentemente, existen también limitaciones desde el punto de vista
regulatorio por lo que la variante de una formulacion basada en proteinas recombinantes constituye
una alternativa superior como candidato vacunal Dentro de las proteinas estructurales blancos para el
desarrollo de vacunas, la proteina de la envoltura (E) ha sido la mas estudiada ya que es el principal

determinante antigénico del
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virus, blanco de anticuerpos (Acs) neutralizantes y media la unién a la célula a través de su dominio
estructural 11l (Rey et al., 1995). Se han reportado estudios relacionados con la obtencién de la
proteina E en varios sistemas de expresion (Deubel et al.,, 1991; Velzing et al., 1999; Wei et al.,
2003). Dentro de las mayores dificultades presentadas en nuestro grupo y lo reportado en la literatura tras
la obtencién de la proteina E recombinante estan los bajos rendimientos en los sistemas
eucarioéticos, los mecanismos de renaturalizacion in vitro de las formas insolubles de las proteinas y
la induccion de respuesta protectora parcial al ser ensayadas en primates no humanos. Como
alternativa, se han reportado variantes de fusion de fragmentos de dicha proteina a proteinas
portadoras producidas en la bacteria Escherichia coli (Srivastava et al., 1995; Simmons et al., 1998).
Si bien los resultados en términos de respuesta neutralizante y protectora en ratones han sido
satisfactorios, éstas no han sido evaluadas en primates no humanos. Por otra parte, los procesos de
purificacion de los antigenos no han sido desarrollados con fines productivos y las proteinas
portadoras ensayadas no se han evaluado en humanos.
En el CIGB se ha obtenido y caracterizado una proteina proveniente de la membrana externa de la
bacteria Neisseria meningitidis (Silva et al., 1992). La variante recombinante, P64k, resultd ser
altamente inmunogénica en ratones y monos ademas de ser empleada como portadora de proteinas
heterdlogas (Guillén et al., 1998; Gonzalez et al., 2000a). Por Gltimo, en el afio 1998 se demostrd su
seguridad en humanos (Pérez et al., 2001).
Tomando como base los datos antes expuestos, en el presente trabajo nos propusimos la siguiente
hipétesis:
El fragmento de la proteina de la envoltura del virus dengue (del aminoacido 286 al 426)
fusionado a la proteina P64k de Neisseria meningitidis y obtenido con altos niveles en
Escherichia coli, es capaz de generar una respuesta inmune funcional contra el virus del
serotipo homélogo en animales.
Para cumplimentar la hipétesis nos trazamos los siguientes objetivos:
1. Definir las posiciones de fusién del fragmento viral de la proteina E del DEN-2 (aminoacidos 286
al 426) a la proteina P64k y demostrar la generacién de una respuesta inmune funcional en

animales de las proteinas quiméricas resultantes.

2. Desarrollar las construcciones para el resto de los serotipos del dengue y demostrar su

funcionalidad en ratones.
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Para el cumplimiento de los objetivos, se acometieron las siguientes tareas:

> Clonacién y expresién de todas las variantes de genes quiméricos correspondientes a los cuatro
serotipos del virus.

> Semipurificacién y caracterizacion por HPLC de las proteinas de fusion resultantes.

> Estudio de la reactividad de las formas semipurificadas de las proteinas quiméricas frente a
sueros policlonales murinos, humanos y a un anticuerpo monoclonal.

> Esquemas de inmunizacién en animales con las proteinas quiméricas. Determinacion de Acs

antivirales, neutralizantes y proteccion frente al serotipo homologo.

Las proteinas quiméricas desarrolladas en este trabajo, basadas en el fragmento de la proteina de la
envoltura viral que contiene el dominio Ill y la proteina P64k, constituyen un aporte cientifico de gran
valor en el desarrollo de formulaciones vacunales contra el virus dengue. Estas fueron capaces de
generar una respuesta inmune funcional tanto en ratones como en primates, resultado de alto impacto
y novedad cientifica ya que por primera vez en el mundo se demuestra la capacidad de un
fragmento de la proteina de la envoltura de impedir el aislamiento viral en monos inoculados con el
virus nativo. Adicionalmente, la fusion a la proteina P64k y la naturaleza recombinante de las
proteinas quiméricas tienen la ventaja de evitar, en una formulacién futura para humanos, la
reactogenicidad frecuentemente detectada en los candidatos de virus atenuados. Por otra parte, la
importancia tedrica de este trabajo radica en que se describe la factibilidad de la renaturalizacion in
vitro de las proteinas quiméricas resultantes en el desarrollo de Acs neutralizantes. Paralelamente,
del estudio del efecto de las posiciones de la fusién del fragmento viral en la proteina P64k se define
que las inserciones en el dominio de unién a &cido lipoico de la P64k provocan la degradacién
extensiva de la proteina quimérica resultante. Como alternativa se demuestra que cuando la fusion
ocurre en el extremo C- terminal de la misma, la degradacién no se detecta. Este resultado es de
gran importancia practica, considerando que la P64k estd siendo empleada actualmente en otros
proyectos del Polo Cientifico, como portadora con fines vacunales.

Adicionalmente, al obtenerse los altos niveles de expresion con estas construcciones en E. coli, se
podrd disponer de un proceso de produccién facilmente escalable y econdmico, problema
fundamental en las vacunas contra el dengue ya que la formulacién debe contener el principio activo
correspondiente a los cuatro serotipos virales. El contar en los préximos afios con una formulacién

vacunal cubana contra el virus dengue reviste una gran importancia econémica y social.
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La tesis esta estructurada en 98 paginas y contiene los siguientes capitulos: Sintesis, Introduccién,
Revision  Bibliografica, Materiales y Métodos, Resultados, Discusiéon, Conclusiones,
Recomendaciones, Referencias Bibliograficas y Autobibliografia relacionada con la tesis. El trabajo
contiene, ademas, una Lista de Abreviaturas y una Tabla de Contenido. Los resultados obtenidos se
reflejan en una patente publicada internacionalmente, cuatro articulos publicados en revistas
internacionales y uno enviado bajo revisién. Ademas, han sido objeto de dos Tesis de Diploma
tutoreadas por la aspirante y de 13 presentaciones en eventos internacionales. La tesis se pre-
defendié ante el Consejo Cientifico de la Facultad de Biologia y estd avalada por cuatro logros del
CIGB y un premio relevante en el XV Forum de Ciencia y Técnica al nivel provincial en el 2003 que
se presentard en la comision nacional en el presente afio.

Esta investigacion se desarrollé en el marco del proyecto de desarrollo de una vacuna contra el
dengue que forma parte del Programa Nacional de Vacunas del CITMA, el cual se ejecuta en
colaboracion entre el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) y el Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri”.

Los resultados de neutralizacion y reto viral en monos presentados en esta tesis, conjuntamente con
otros resultados de la respuesta inmune (no reflejados en este trabajo) formaran parte de los
objetivos de la propuesta de tesis en opcion al grado cientifico de Doctor en Ciencias Médicas del
Lic. Rayner Rodriguez, investigador del IPK, quien junto con la Lic. Lisset Hermida es autor principal

de esta estrategia vacunal.
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3 REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas de los flavivirus

La familia Flaviviridae contiene tres géneros: Flavivirus, Hepacivirus y Pestivirus (Leyssen et al.,
2000). El género Flavivirus estd compuesto por aproximadamente 70 virus entre los que se encuentra el
virus del dengue.

Los viriones maduros tienen una estructura esférica de 40 a 50 nm de didmetro, con densidad de 1,23
g/cm?® y un coeficiente de sedimentacion de 210 S (Russell et al., 1980) La envoltura proviene de las
membranas de las células hospederas y la nucleocépsida tiene una estructura poco ordenada, en la
gue el ARN tiene suficiente espacio y puede extenderse hasta el radio mas externo de la misma
(Kuhn et al., 2002).

El genoma consiste de un ARN positivo de simple cadena, de aproximadamente 11 kb (Heinz y
Roehrig, 1990; Henchal y Putnak, 1990), que esta metilado en su extremo 5 (Wengler y Gross, 1978;
Cleaves y Dubin, 1979) y no presenta cola poliadenilada en el extremo 3' (Hahn et al., 1988; Irie et al.,
1989). Contiene un solo marco de lectura y las proteinas estan codificadas en el siguiente orden: 5’-
C-prM(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B- NS5-3’. El genoma es traducido en forma de una
poliproteina que luego es procesada por enzimas virales y celulares en tres proteinas estructurales y

siete no estructurales (Zhao et al., 1986; Henchal y Putnak, 1990).
3.2 Proteina de la envoltura del dengue

La proteina E tiene un peso molecular de 53 a 54 kDa y se encuentra glicosilada en la mayoria de los
virus de esta familia (Guzméan y Kouri, 1996). EIl mondmero contiene aproximadamente 500 residuos
aminoacidicos (Chambers et al.,, 1990). Presenta un extenso dominio N-terminal anclado en la
membrana por un fragmento hidrofébico C-terminal. Doce residuos aminoacidicos de cisteina forman
seis puentes disulfuros intramoleculares en su estructura (Nowak y Wengler, 1987; Hahn et al., 1988).
Esta proteina desempefia un papel esencial en la unién a los sitios receptores, la fusion a las
membranas celulares y el ensamblaje de los viriones. Ademas, es el principal determinante antigénico
(Rey et al.,

1995).

La cadena polipeptidica que conforma el fragmento soluble de la proteina E se ensambla en tres
dominios distintivos: un dominio central en hoja plegada (dominio 1), una regién de dimerizacién
elongada (dominio Il) y una tercera region tipo inmunoglobulina (dominio Ill) (Rey et al., 1995; Rey,

2003). Especificamente este Gltimo es el dominio carboxilo-terminal
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(303-395) del dimero soluble de la proteina E, el cual se ha relacionado con la presencia de epitopos
de anticuerpos (Acs) neutralizantes ademas de constituir la regién de unién al receptor celular (Rey
et al.,, 1995). Recientemente, al determinarse la estructura del virion del dengue (DEN) se pudo

corroborar la exposicion del mismo en la estructura (Kuhn et al., 2003).

3.3 Replicacién viral

Una de las incégnitas mas importantes sobre la patogénesis del dengue es el mecanismo mediante
el cual el virus se une a la célula hospedera. En algunos tipos celulares la entrada del virus se
produce mediante la unidén de los complejos virus-Acs formados en respuesta a la reinfeccion, con
los receptores para la porcién Fe de las moléculas de inmunoglobulinas sobre la superficie de esas
células, potenciando la infectividad dada por el incremento de la entrada del virus a la célula diana
(Poterfield, 1986). También se ha descrito para flavivirus mecanismos similares en los que los
complejos IgM-virus utilizan el receptor del CD3 (Cardosa et al., 1983). Sin embargo, este
mecanismo no puede explicar las infecciones primarias en personas que no tienen anticuerpos
contra el virus, ni la capacidad de éste para infectar células que no expresan los FcR (He et al.,
1995).

Las observaciones sobre la cinética de union del dengue y otros flavivirus a las células diana
sugieren que este proceso estd mediado por un receptor. La identificacion de dicho receptor ain no
ha sido posible, aunque parece no haber dudas de que la proteina de la envoltura del virus esta

involucrada en el proceso de unién al mismo (Anderson et al., 1992; Chen et al., 1996).

En experimentos realizados con el serotipo 2 del virus del dengue, Chen et al. (1997) demostraron
gue éste se une selectivamente a moléculas de sulfato de heparina sobre la superficie de las células
diana mediante la proteina de la envoltura viral. Las moléculas de sulfato de heparina son
glicosaminoglicanos presentes en todos los tejidos y solo difieren en la complejidad y el grado de
sulfatacion. Los glicosaminoglicanos son carbohidratos complejos cargados que se encuentran tanto
en la superficie de la célula como en la matriz extracelular (Gibbs, 2003). Asociados a las proteinas,
conforman una familia de macromoléculas llamadas proteoglicanos los cuales estan involucrados en
las interacciones célula-célula y en la proliferaciéon celular (Chen et al., 1997). No obstante, se ha
planteado que estas moléculas pueden no ser suficientes o incluso necesarias para la ocurrencia de
la infeccion viral (Bielefeldt-Ohmann, 1998). Una hipétesis alternativa es que las moléculas de

sulfato de heparina actian concentrando a las particulas virales sobre la superficie celular, y
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posteriormente la proteina de la envoltura del virus se une con gran especificidad y afinidad a un
receptor o correceptor que activa la endocitosis (Anderson et al., 1992).

Adicionalmente al rol de las moléculas de sulfato de heparina, recientemente se reporté la molécula
DC SIGN como un posible receptor del virus DEN. Dentro de los experimentos mas convincentes se
encuentra la demostracion de la entrada del virus a la linea celular THP, Unicamente cuando ésta es
transfectada con el gen del DC SIGN (Tassaneetrithep et al., 2003b). Similar a lo de los
proteoglicanos, se piensa que no constituye el Unico receptor para DEN, ya que ésta molécula actia
también en la entrada de otros virus a sus células diana.

Una vez en la vesicula endocitica, la exposicion a un pH ligeramente acido, inferior a 6,5, induce un
cambio conformacional irreversible en la proteina E (Nawa, 1996), que incluye una reasociacion en
trimeros (Allison et al., 1995). Este cambio facilita la fusién posterior de la membrana del virus a la del
endosoma, con la que se produce la salida de la nucleocapsida hacia el citosol. Ocurrida la liberacién
del genoma viral, la region 5’ no traducida conduce al ARN hacia los ribosomas, donde ocurre la
traduccion del Gnico marco de lectura (Leyssen et al., 2000). La poliproteina resultante es procesada
co y postraduccionalmente para dar lugar a las 10 proteinas virales. Este procesamiento se lleva a
cabo por proteasas celulares y virales. La traduccion temprana ocurre asociada al reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), siendo posible localizar las proteinas del virus en su contexto
caracteristico, ya sea luminal, en la membrana del RER o en el citoplasma (Rice, 1996).

Ya formadas varias proteinas no estructurales éstas se asocian para formar un complejo de replicasa
viral (ARN polimerasa ARN dependiente). EI complejo se une especificamente a la regién 3’ no
traducida del genoma del virus y comienza la formacion de un ARN intermediario de sentido negativo.
Tomando como molde esta cadena negativa, se genera una nueva cadena de ARN positivo En los
comienzos de la infeccién la sintesis de las cadenas positiva y negativa de ARN ocurre a velocidades
similares, pero posteriormente la proporcion se torna a favor de la sintesis de la cadena positiva
(Westaway, 1987). Luego de la replicacion el genoma viral es cubierto por las proteinas de la
nucleocapsida.

En las células infectadas con flavivirus y donde se produce la replicacién viral efectiva es notable la
proliferacion de organelos membranosos como el RER y el complejo de Golgi (McBride y Bielefeldt-
Ohmann, 2000), lo que indica una estrecha asociacidon de la replicacion viral con las membranas.
Durante el paso a través de estos organelos la nucleocapsida se rodea con una envoltura lipidica y la

proteina de la envoltura se glicosila. Las particulas
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virales se acumulan en vesiculas intracitoplasmaticas hasta su liberacion hacia el espacio

extracelular (McBride y Bielefeldt-Ohmann, 2000).
3.4 Caracteristicas clinicas del dengue

La infeccién por cualquiera de los cuatro serotipos del virus del DEN, el cual se trasmite a través del
mosquito Aedes aegypti, puede conllevar a una enfermedad benigna, la fiebre del dengue (FD), u
ocasionar una forma mas severa de la misma conocida como la fiebre hemorragica del
dengue/sindrome de choque por dengue (FHD/SCD), potencialmente fatal para quien la padece.

La afeccion se inicia bruscamente, con ascenso de la temperatura acompafiado o no de escalofrios,
cefalea supraorbitaria intensa, dolor retroocular que se exacerba con los movimientos oculares,
guebrantamiento general, nduseas, vOmitos, anorexia y sensacion de enfriamiento. En los inicios de
la enfermedad la fiebre puede alcanzar temperaturas de 39 6 40°C y durar de 2 a 7 dias (Gubler,
1998). Las manifestaciones hemorragicas en pacientes con FD son frecuentes y varian entre
moderadas y severas. Incluyen petequias, sangramiento en las encias, epistaxis, menorragia y
hemorragia gastrointestinal.

La FHD se caracteriza por la aparicion brusca de fiebre, que puede durar de 2 a 7 dias. El comienzo
es abrupto, con fiebre, cefalea, nduseas, vomitos y tos seca. Alrededor del segundo o tercer dia
aparecen las petequias en la cara o partes distales de las extremidades. Las manifestaciones
hemorragicas mas comunes son las petequias, lesiones purpuricas y equimosis. Alrededor del cuarto
dia aparece el choque, que dura de 12 a 24 horas y que no guarda proporcion con la pérdida
manifiesta de sangre. Puede haber hepatomegalia dolorosa y otras manifestaciones como ascitis,
derrame pleural, ictero y sintomas neuroldgicos. La etapa critica en la FHD es durante el tiempo de
defervescencia, aunque pueden ocurrir signos de alteraciones circulatorias o manifestaciones
hemorragicas desde alrededor de 24 horas antes hasta un dia después que las temperaturas
alcanzan un valor normal o incluso inferior a éste (Gubler, 1998). En los casos en que se produce el
SCD la duracion de este es relativamente corta. El paciente puede morir en un plazo de 8 a 24 horas
si no recibe el tratamiento apropiado. En aquellas personas que reciben atencién médica a tiempo y
un reemplazamiento de liquido intravascular y electrolitos, la recuperacion se produce rapidamente y
sin dejar secuelas, incluso en aquellas con pulso y presion arterial casi indetectables. Los cambios
hemostéaticos en la FHD y SCD involucran tres factores: cambios vasculares, trombocitopenia y
alteraciones en la coagulacion. Casi todos los pacientes con FHD tienen un aumento en la fragilidad

vascular y en la trombocitopenia.
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3.5 Situacion epidemioldgica

La FD y la FHD adquieren cada vez mayor importancia como problemas de salud que afectan a
numerosos paises de las zonas tropicales y subtropicales de nuestro planeta. El DEN ha sido
reconocido en mas de 100 paises y se estima que 2 500 millones de personas viven en areas de
riesgo. Entre 50 y 100 millones de casos de FD y 250 000 a 500 000 de FHD son reportados cada afio
en el mundo (Guzméan y Kouri, 2002). En Asia, los indices de mortalidad varian entre un 0,5 y un
3,5% (Guzméan y Kouri, 2002). La enfermedad es endémica en el continente americano, el sudeste
asiatico, el Pacifico occidental, Africa y el Mediterraneo oriental, concentrandose fundamentalmente

en las tres primeras regiones.
3.6 Epidemias en Cuba

La primera epidemia de DEN ocurrida en Cuba fue reportada en 1977-79, con 500 000 casos
diagnosticados, todos correspondientes a la FD. En esa ocasioén el 44,6% de la poblacion cubana fue
infectada con DEN-1 (Cantelar et al., 1981). En 1981 tiene lugar una segunda epidemia, provocada
esta vez por el serotipo 2 del virus. Un total de 344 203 personas resultaron infectadas, de las cuales
10 312 desarrollaron FHD/SCD. Se produjeron 158 muertes, de ellas 101 nifios y 57 adultos (Kouri et
al., 1989). Inmediatamente después de la identificaciéon de la epidemia se organiz6 una campafa
intensiva para la erradicacion del mosquito Aedes aegypti que logré disminuir los niveles de
infestacion por el vector a niveles los suficientemente bajos como para romper la cadena de
transmisién. Esta campafia, unida al réapido diagnéstico de la enfermedad y a la oportuna
hospitalizacion de los pacientes, permitié controlar la epidemia en un tiempo relativamente corto.
Dieciséis afilos mas tarde, en 1997, vuelven a reportarse casos de dengue en nuestro pais,
fundamentalmente en la provincia de Santiago de Cuba. Durante esta epidemia fueron considerados
inicialmente 17 114 casos febriles como supuestos infectados, pero los andlisis seroldgicos realizados
a 10 024 pacientes confirmaron la infeccion por DEN solo de 2 946 personas. De ellos, 205 fueron
diagnosticados con FHD/SCD y 12 fallecieron (Kouri et al., 1998). Las infecciones se produjeron por
una cepa de DEN-2. Esta cepa se relaciond, por analisis de la secuencia nucleotidica, con cepas del
genotipo Jamaica, las cuales en los Udltimos afios se han transmitido extensivamente por
Latinoamérica y el Caribe (Rico-Hesse et al., 1997).

Seguidamente, en el afio 2000 se detectan por primera vez en Cuba casos de FD provocados por la

circulacion de DEN-3 y DEN-4. Esto no constituyé una gran epidemia ya que solamente
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se confirmaron 135 casos y ninguno de ellos como FHD. Sin embargo, a finales del afio 2001 y
principios de 2002 se desaté otra gran epidemia de DEN-3 con 14 443 casos en toda Cuba, de los
cuales 12 889 ocurrieron en Ciudad de la Habana. De ellos, 81 fueron clasificados como FHD y hubo
3 fallecidos (Guzméan, comunicacion personal). La epidemia se eliminé por la réapida accién

gubernamental implementando una campafia intensa contra el vector.

3.7 Factores relacionados con la fiebre hemorragica del dengue

3.7.1 Factores epidemioldgicos e inmunolégicos

Existen multiples estudios de caracterizacion de las epidemias en las diferentes regiones endémicas
y epidémicas. En la epidemia de 1980 en Tailandia, la secuencia de infeccién DEN-1/DEN-2 estuvo
asociada con un riesgo de FHD 500 veces mayor en comparacion con una infeccién primaria. Para la
secuencia DEN-3/DEN-2 el riesgo fue de 150 veces y en el caso de la secuencia DEN-4/DEN-2, de
50 (McBride y Bielefeldt-Ohmann, 2000). En la epidemia de Cuba de 1981 la infeccién con DEN-2
siguié a una con DEN-1 en 1977. Se ha reportado una relacion positiva entre la emergencia de
epidemias asociadas a la FHD y esta Ultima secuencia de infeccion (Kouri et al., 1989), aunque otras
secuencias han estado involucradas en el surgimiento de epidemias importantes en el sudeste
asiatico. En los paises en que la FD es endémica se hace dificil determinar el serotipo del virus
causante de la infeccion primaria.

El primer indicio de un fundamento inmunolégico para la FHD fue la observacion en los afios
sesenta, de que mas del 85% de los nifios con FHD en Bangkok, Tailandia, tenian altos titulos de
Acs con reactividad cruzada contra el DEN (Halstead et al., 1970). Lo anterior sugiri6 que estos
nifios habian sufrido una infeccién previa con el virus y llevé a la hipétesis de que la FHD era mas
comun en infecciones secundarias que en las primarias. Varios estudios prospectivos realizados en
Tailandia (Sangkawibha et al., 1984, Burke et al., 1988) y Mianmar (Thein et al., 1997) confirman
esta hipétesis. Especificamente en Cuba, en la primera epidemia de DEN ocurrida en el afio 1977 no
se reportaron casos de FHD y muchos de los infectados fueron asintométicos. En el afio 1981
aproximadamente la mitad de la poblacion cubana presentaba anticuepos anti-DEN-1 en el suero.
Cuando ocurre la epidemia de FHD por DEN-2 en este mismo afio se pudo determinar que el 98% de
los que manifestaron esta forma de la enfermedad presentaron una infeccién secundaria (Kouri et
al., 1989). Es de destacar ademas que no se reportaron casos de FHD en nifios menores de 2 afos,

excepto dos menores de 1 afio cuyas madres habian sido infectadas por DEN-1y
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presentaban Acs en sangre. Diescisiete afios mas tarde, al ocurrir la epidemia de DEN-2 en Santiago
de Cuba, se observd que todos los casos graves de la enfermedad eran individuos mayores de 20
afios de edad, contrario a lo que se habia detectado en la epidemia anterior y en muchas reportadas
en el sudeste asiatico donde los nifios habian sido los mas afectados. Por otra parte y similar a lo
ocurrido en 1981, el 98% de los casos de FHD se correspondieron con infecciones secundarias (Kouri
et al., 1998). Debido a que en nuestro pais se logr6 erradicar la circulacién del vector entre 1981 y
1997, asi como las infecciones por DEN, la poblacién que pudiera presentar Acs esta formada por
aquellos individuos que vivieron las anteriores epidemias, es decir, los mayores de 17 afios en 1997.
El hecho de que los afectados se correspondieron con los adultos mayores de 20 afios sugiere que
habian vivido ademas la epidemia de 1977 de DEN-1.

En general, tomando en cuenta los datos epidemioldgicos y los estudios realizados en las diferentes
regiones afectadas por DEN, se puede concluir que la infecciones secundarias constituyen un factor

de riesgo para el desarrollo de la FHD.
3.7.2 Factor viral

Ademés de lo explicado anteriormente sobre la relacién de las infecciones secundarias y la FHD esta
forma severa de la enfermedad también se ha manifestado, aunque en menor medida, en pacientes
con infeccion primaria por DEN. Por otra parte, las formas mas severas de la enfermedad tienen lugar
soOlo en una fraccion relativamente pequefia (2-4%) de individuos con infeccidon secundaria (Guzman y
Kouri, 2002).

Si bien antes de 1981 ya circulaban en nuestro continente varios serotipos del DEN, no fue hasta ese
afio que ocurrieron los primeros casos de FHD en la region. Este hecho coincidié con la introduccion
de un nuevo genotipo del serotipo 2 del DEN, proveniente del sudeste asiatico. Epidemias posteriores
con FHD en Sudamérica también coincidieron con la presencia de cepas virales del sudeste de Asia
(Rico-Hesse et al., 1997). Por el contrario, no se encontrd evidencia de FHD en una epidemia causada
en Peru por el DEN-2, 5 afios después de una epidemia de DEN-1. En esa ocasion se reportd la
incidencia de una infeccion secundaria en el 60,5% de los individuos analizados (Watts et al., 1999).
Estos y otros resultados sugieren un papel esencial de la virulencia en la patogénesis de la FHD/SCD.
Con el objetivo de explicar la relacion entre los factores de riesgo antes expuestos con la aparicion de
la forma mas severa de la enfermedad se han formulado varias hipotesis basadas en diferentes

experimentos.
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3.8 Inmunopatogénesis vs proteccion

Durante muchos afios se tratd de encontrar la relaciéon entre la carga viral en sangre y la FHD y no
fue hasta el afio 2000, cuando Vaugh et al. y Murgue et al. demostraron por primera vez una
correlacién directa entre estos dos factores. Posteriormente, Libraty et al. (2002 a, b) y Wang et al.
(2003) también reportaron dicha correlacion y en el dltimo reporte se pudo demostrar ademas la
presencia de un aumento de carga viral en individuos con FHD con respecto a los de FD en la etapa
de defervescencia.

El aumento de la carga viral en la sangre puede explicarse por diferentes vias que han dado lugar a

las hip6tesis formuladas acerca de la patogénesis del DEN.
3.8.1 Amplificacion dependiente de anticuerpos

A partir de los primeros estudios se plante6 que el DEN se replicaba en mayor medida en células
mononucleares periféricas de la sangre de pacientes que habian sufrido una infeccion previa con
este virus (Halstead et al., 1980). Mas tarde se mostré que los Acs residuales eran los responsables
de este efecto (Morens et al., 1987). En condiciones de especificidad o concentracion de Acs en las
que no ocurre la neutralizacién, los complejos virus-anticuerpo pueden ser internalizados por las
células que expresan receptores Fcy en su superficie como los monocitos y los macrofagos. Este
mecanismo, conocido como amplificacion dependiente de anticuerpos (ADA) ocurre, segln se ha
planteado, durante las infecciones secundarias (Morens etal., 1987; Kliks etal., 1989).

Halstead et al., (1969) en un estudio de 3 afios en Bangkok, Tailandia, reportaron que los indices de
hospitalizacién por infeccion con DEN entre los nifios alcanzaron un méaximo en aquellos con edades
entre los 7 y 8 meses de vida. Estos indices fueron de cuatro a ocho veces mayores que los
observados entre los nifios de 1 a 3 meses y dos veces los de los nifios de 3 afios. Kliks et al.,
(1988) determinaron la relacién existente entre los titulos de Acs neutralizantes contra DEN-2
maternos y las edades de 13 nifios con FHD provocada por infeccién con el virus homélogo. Los
resultados arrojaron que los casos serios de infeccién con el virus ocurrieron cuando los niveles de
Acs maternos habian disminuido considerablemente hasta alcanzar niveles subneutralizantes. Estos
datos son consistentes con la hipétesis de que los Acs maternos desempefian el doble papel de

proteger al inicio y aumentar posteriormente el riesgo de desarrollar la FHD.
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La hipdtesis relacionada con la ADA postula que los Acs generados tras una infeccion primaria con
DEN son capaces de neutralizar al virus homologo y de facilitar la ADA frente a una infeccion con el

serotipo heterélogo. (Kliks et al., 1990).
3.8.2 Respuesta celular de reactividad cruzada

Que las infecciones secundarias sean un factor de riesgo para contraer la FHD, no implica que
Unicamente la respuesta immune humoral esté relacionada con este fendmeno. De hecho, Kurane y
Ennis (1992) propusieron que la inmunopatologia mediada por los linfocitos T también podria ser de
relevancia en la induccién de la FHD durante una infeccién secundaria con el virus. La hipotesis
publicada en 1999 presupone que tras la infeccién secundaria se activan clones de células T memoria
generados por la infeccién primaria con el serotipo heterélogo, y generan una serie de citoquinas
implicadas en la patogénesis de la enfermedad que se describird posteriormente (Rothman y Ennis,
1999).

La hipétesis antes descrita no explica el por qué los linfocitos T memoria activados durante una
infeccion secundaria, los cuales deben presentar reactividad cruzada, no son capaces de lisar al virus
infectante por segunda vez. El primer reporte que trata de explicar dicha interrogante fue publicado
por Zivny et al. (1999) donde mencionan por primera vez el posible papel de los APL en el desarrollo
de FHD. Segun describen, un individuo infectado por primera vez es capaz de generar respuesta T
memoria que puede ser parcialmente activada tras una segunda infeccién a través de un APL, y no
lograr una lisis efectiva del virus liberando citoquinas que faciliten la patogénesis de la enfermedad.
Después de este reporte, no se menciona ninguna otra evidencia al respecto hasta el afio 2003,
donde se realiza un estudio profundo acerca de lo que ocurre en la infeccién secundaria y el papel de
las células T de reactividad cruzada (Mongkolsapaya et al., 2003). Estos autores demostraron que
existe una activacion de las células T de reactividad cruzada en los casos de FHD, las que reconocen
epitopos con diferencias de pocos aminoacidos (aa) entre los serotipos de DEN y sufren el proceso de
apoptosis en el periodo de enfermedad aguda después de una activacién. En dicho periodo
demuestran, ademas, que estos linfocitos no son capaces de proliferar ni de secretar IFN-y. El
fendmeno de la activacion preferencial de los linfocitos T de reactividad cruzada generados por la
infeccion con el primer serotipo, cuyas afinidades por el segundo serotipo es baja, le denominaron
original antigenic sin. Dicho fendmeno habia sido reportado previamente para la respuesta inmune

humoral en la infeccién por DEN (Halstead et al., 1983).
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Teniendo en cuenta que solamente entre el 2 y el 5% de los individuos con infecciéon secundaria
desarrollan la FHD, se ha tratado de encontrar una posible asociacién entre la composicién genética
de los receptores de los linfocitos T y la incidencia de FHD. Con ese objetivo, Okamoto et al. (1994)
realizaron estudios in vitro de un panel de linfocitos T citotéxicos CD4* especificos contra el virus del
dengue, provenientes de un individuo inmune a DEN-4. Sus experimentos revelaron que se producia
una expansion preferencial de las células T con receptores N/p 17. Estos resultados sugerian que
células T con determinados receptores podrian desempefiar un rol importante en la respuesta
inmune al virus. Sin embargo, Gagnon et al. (2001) analizaron la frecuencia de expresion de los
genes Vp en células mononucleares periféricas de nifios tailandeses con FD y FHD obtenidas
durante y después de la infeccion. Aunque detectaron la expansion de células T que expresaban
genes Vp especificos en algunos individuos durante la infeccidén, no observaron este comportamiento
en la poblacién en general, ni diferencias significativas entre los individuos con FHD y FD.

Por otra parte, se ha explorado la posible asociacion de la forma aguda de la enfermedad a
determinado HLA dentro de las poblaciones susceptibles. Como resultado en este caso si se han
identificado los HLA asociados a FHD y a las formas menos severas de la enfermedad en dos

regiones diferentes (Loke et al., 2001; Stephens et al., 2002; Zivna et al., 2002).
3.8.3 Replicacion viral

Como se explicé previamente, dentro de los factores relacionados con la aparicion de la FD estan las
cepas virales circulantes. Al menos dos ramas del genotipo asiatico se encuentran circulando en
nuestro continente, una relacionada con las cepas del serotipo 2 aisladas en Cuba en 1981,
Venezuela en 1994 y México en 1995, y la otra aislada en Jamaica en 1981, en Cuba en 1997 y en
muchos otros paises del hemisferio. Esta segunda rama esta relacionada con las cepas de DEN-2
mas recientemente aisladas en Tailandia. Ambas pueden causar FHD. (Guzman y Kouri, 2002)

Leitmeyer et al. (1999) reportaron la existencia de diferencias estructurales entre las cepas de origen
asiatico y americano del DEN-2 que estan correlacionadas con la virulencia y la patogenicidad.
Segun su hipotesis, los determinantes principales de la severidad se encuentran en el aminoéacido
390 de la proteina E que puede afectar la unién a la célula hospedera, los nucleotidos del 68 al 80
del lazo de la region 5' no codificadora, que podrian estar involucrados en la iniciacion de la

traduccion y en los primeros 300 nucleétidos de la
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region no codificadora 3' que podrian regular la replicaciéon viral mediante la formacion de
intermediarios.

Relacionado con la cepa de genotipo americano que circulé en Perd y no provoc6 FHD, Cologna y
Rico-Hesse (2003) demostraron recientemente en experimentos in vitro que efectivamente esta cepa
presentaba una capacidad disminuida de replicacién viral con respecto a la del genotipo asiatico. No
obstante, Kochel et al. (2002) también reportaron que dicha cepa es capaz de ser neutralizada por
Acs generados tras una infeccion previa con el serotipo 1. Dicha neutralizacion cruzada no se observé

para la cepa de DEN-2 de origen asiatico (Kochel et al., 2002).

3.8.4 Patogénesis y papel de las citoquinas

Las tres hipotesis descritas anteriormente para explicar la ocurrencia de la FHD: el ADA por Acs
heter6logos, el papel de las células T de reactividad cruzada y la replicacion viral, no son
contradictorias ya que responden a la evidencia del aumento de la carga viral en individuos con FHD.
Los monocitos, macrofagos y células dendriticas constituyen las principales células diana de la
infecciéon por DEN (Halstead et al., 1977; Marovich et al., 2001). Se conoce que en los primeros
momentos de la replicacion viral los flavivirus comienzan a aumentar la expresion de MHC clase | en
las células infectadas y asi inhiben las NK como mecanismo fundamental de la inmunidad innata.
Posteriormente aumentan las células infectadas las cuales comienzan a producir TNF-a, citoquina
estrechamente relacionada con la FHD en estudios en humanos (Gagnon et al., 2002). La infeccién
por el virus también induce la activacion de las células endoteliales y con ésta un aumento en la
expresion de las moléculas de adhesion VCAM-1, ICAM-1 y selectina E en su superficie (Anderson et
al., 1997). La activacién ocurre esencialmente mediante una via indirecta que requiere la produccion
de TNF-a por parte de los monocitos infectados. A su vez, el TNF-a podria ser responsable en parte
de un dafio vascular transiente. El papel del TNF-a en la patogénesis de la enfermedad es critico, y
probablemente inicia varios procesos relacionados con la filtraciéon de plasma y la hemorragia. Se han
relacionado ademas otras citoquinas con el FHD, entre las que se encuentran el IFN-y, la IL-10, la IL-
4y el TGF-(B (Green et al., 1999; Gagnon et al., 2002). Aln los mecanismos de liberacion de IFN-y e
IL-10, dos citoquinas de accion contraria en el sistema inmune, no estan dilucidados. Otras citoquinas
como la IL-6 y la IL-8 también presentan niveles elevados durante la enfermedad (Green et al., 1999;

Juffrie et al., 2000;
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Bosch et al., 2002). La IL-8 tiene actividad quimoatrayente sobre los neutréfilos y puede provocar la
activacién y degranulacién de estas células (Juffrie et al., 2000). Por ultimo, se plantea que en el
caso de los individuos con FHD existe preferiblemente un patrén TH2 (Chaturvedi et al., 2000).

La activacion del complemento también pudiera estar involucrada en la patogénesis de la filtracion
capilar en la FHD. La cascada del complemento podria activarse por los complejos inmunes
formados por los virus circulantes y los Acs especificos contra éstos. Los niveles de Acs aumentan
mas rapidamente en las infecciones secundarias, alcanzando altos titulos antes de la desaparicion
de la viremia e incrementando, por tanto, la posibilidad de la formacién de los complejos inmunes
(Wang et al., 2003).

Los mecanismos que inician la hemorragia no son aun bien conocidos aunque se plantea que la
autoinmunidad podria estar relacionada con este fenédmeno (Huang et al., 1997). El desbalance entre
la coagulacion y la fibrinolisis puede revertir la hemostasia y aumentar la probabilidad de hemorragia
durante la enfermedad. Por otra parte, el aumento en la destrucciéon de las plaquetas o la disminucion
en su produccion pudieran causar la trombocitopenia. Se ha detectado la presencia de complejos
virus-Acs en la superficie de las plaquetas de pacientes con FHD, lo que sugiere que la respuesta
inmune desempefia algun papel en la destruccion de las plaquetas. Wang et al., (1995) reportaron
gue el DEN-2 se une a las plaguetas mayormente en presencia de Acs especificos contra el virus y
gue la unién es independiente de los FcR. La liberacion de elevados niveles del factor activador de
las plaquetas también pudiera aportar una explicacién sobre la hemorragia, debido a que el factor de
la activacion plaquetaria puede inducir la destruccion de las plaquetas y aumentar la adhesividad de
las células del endotelio vascular, dando lugar a la trombocitopenia (Yang et al.,, 1995). Se ha
reportado la presencia de Acs IgM de reactividad cruzada contra las plaguetas en los sueros de

pacientes con FHD (Lin et al., 2001), especificamente contra la proteina NS1.

3.8.5 Proteccién en dengue

Uno de los estudios tempranos relacionados con la proteccion en DEN lo reportdé Sabin (1952), donde
describe que al retar con DEN-2 a adultos voluntarios previamente infectados con DEN-1, éstos se
protegieron completamente. El intervalo entre las dos infecciones fue de dos meses. Paralelamente,
también reporté que la infeccion por segunda vez con el serotipo heter6logo, 9 meses después de la
infeccion primaria, provocaba una enfermedad con manifestaciones clinicas discretas y fiebre ligera.

Sin embargo, 18 meses después de
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infeccion primaria cuando éstos individuos se retaron con el virus homdlogo, fueron completamente
protegidos. No se realizaron estudios mas alla de ese tiempo por lo que no se conoce con certeza
hasta que punto una infeccion primaria puede ser protectora de por vida contra la infeccién con el
serotipo homoélogo. Sin embargo, se han encontrado niveles de Acs neutralizantes en muestras de
suero provenientes de personas que habian sido inoculadas experimentalmente con el virus 40 afios
antes (Halstead, 1974; Okuno et al., 1983), asi como de individuos que habian vivido las epidemias
de DEN-1 y DEN-2 en Atenas, en 1928 (Papaevangelou y Halstead, 1977), o de DEN-1 en Osaka, en
1944 (Tadano et al., 1983).

Una de las evidencias més fuertes sobre el papel de los Acs neutralizantes en la proteccidn se obtiene
de los datos epidemioldgicos descritos por Halstead et al. (1969). En su estudio de

3 afios en Bangkok, como se refirid anteriormente, se pudo determinar que los nifios en edades muy
tempranas no manifestaron la forma méas severa de la enfermedad. En este periodo de proteccion los
Acs maternos neutralizantes presentes en el suero de los nifios aun no habian disminuido.

Ademés de los estudios de Sabin (1952), no se habian realizado estudios adicionales de reto en
humanos para conocer con exactitud los mecanismos de proteccion. En estos Ultimos afos,
investigadores del Walter Reed Army Institute, USA, han desarrollado cepas virales capaces de
replicarse en humanos y exhibir una clinica moderada para estudios de reto en la prueba de
candidatos vacunales (Vaungh y Wellington, 2003). En el estudio de proteccion en humanos realizado
a principios del 2003, en individuos vacunados con la formulacion tetravalente de los virus atenuados
desarrollados por ese mismo grupo, se pudo determinar que no existié una correlacion total entre la
respuesta neutralizante y la proteccion (Vaungh y Wellington, 2003).

Aln quedan por definir qué sistemas de neutralizacion in vitro son los adecuados para medir este
parametro y correlacionar con la proteccion. Por otra parte, se desconoce el posible papel protector de
la respuesta celular basado en la eliminacion de este virus no citopatico. Tomando en cuenta lo
descrito anteriormente sobre la inmunopatogénesis y la protecciéon, un candidato vacunal ideal contra
el DEN debe ser capaz de proteger contra los cuatro serotipos virales y a su vez, de no sensibilizar al

individuo frente a una infeccidon secundaria por un virus heterélogo.
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3.9 Desarrollo de vacunas

3.9.1 Vacunas vivas atenuadas

Muchas estrategias estan actualmente en investigacion con vistas al desarrollo de una vacuna
efectiva y segura contra el DEN, objetivo que ha sido designado como una prioridad por la
Organizacion Mundial de la Salud. En este sentido, las estrategias més avanzadas hasta el momento
son las basadas en la generacién de vacunas vivas atenuadas. Un grupo de la Universidad de
Mahidol, en Tailandia, desarroll6 varias formulaciones de vacunas atenuadas por pases seriados en
cultivos primarios de células. Las correspondientes a los serotipos 1, 2 y 4 fueron desarrolladas en
cultivos primarios de células de rifidn de perro, mientras que la del serotipo 3 recibid pases seriados
en cultivos primarios de células de rifion de mono verde africano. Los candidatos han sido ensayados
como vacunas monovalentes, bivalentes, trivalentes y tetravalentes en voluntarios tailandeses
(Bhamarapravati y Sutee, 2000; Kanesa-thasan et al., 2001). Las mayores dificultades encontradas
son: la generacidon de niveles diferentes de Acs neutralizantes y los eventos adversos (Kanesa-
thasan et al., 2001). En los estudios mas recientes se ha definido la inoculacién de hasta tres dosis
para lograr una respuesta inmune balanceada (Lang et al., 2003).

A su vez, investigadores del Instituto de Investigaciones del Ejército de los Estados Unidos
ensayaron dos formulaciones vacunales en 50 voluntarios adultos con niveles aceptablemente bajos
de efectos secundarios. Luego de dos dosis se observaron niveles muy variables de seroconversién
segun el serotipo (Vaungh y Wellington, 2003). También se detectaron diferencias en reactogenicidad
e inmunogenicidad y plantean que no parece existir interferencia entre los virus.

Otra estrategia de trabajo es la de la vacuna quimérica fiebre amarilla-dengue (FA-DEN).
Basicamente consiste en la preparacion de un virus atenuado por via molecular que incluye los genes
que codifican para las proteinas no estructurales del virus de la fiebre amarilla (YFV 17D) y los genes
gue codifican las proteinas estructurales de cada serotipo del DEN. Estos virus quiméricos retienen
las caracteristicas fenotipicas de la cepa vacunal atenuada 17 D de la Fiebre Amarilla. Estudios
realizados en monos rhesus mostraron que la vacuna no es neurovirulenta en esos animales y que
produce viremia, Acs neutralizantes y confiere proteccién frente al reto con el virus salvaje
(Guirakhoo et al., 2000). En el 2002 se realiz6 un estudio Fase | en humanos con un candidato contra
DEN-2 y se obtuvieron resultados satisfactorios en términos de seroconversién medida por Acs

neutralizantes; sin embargo, en
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individuos pre-inmunes a flavivirus, la cepa vacunal desarroll6 una viremia aumentada (Guirakhoo et
al., 2003). El hecho de que un nuevo virus creado por el hombre sea capaz de replicarse mayormente
en determinados individuos podria conllevar al peligro de reversiéon y por consiguiente a problemas
regulatorios. Actualmente se estd trabajando en la obtencién de los lotes en condiciones de buenas
practicas productivas, asi como en la mezcla de los cuatro serotipos. Con respecto a estos dos
ultimos aspectos se han presentado dificultades debido a que se corresponden con preparaciones
virales que en las mezclas no se pueden controlar los niveles de replicacion al inmunizar, y por
consiguiente, no se alcanza una respuesta balanceada para los cuatro serotipos (Guirakhoo et al.,
2001, 2002).

También se trabaja en otras lineas de vacunas atenuadas. Investigadores del NIH de los Estados
Unidos introdujeron en el genoma de un virus de DEN-4, atenuado por via molecular, los genes
estructurales de los restantes tres serotipos. En un estudio con 20 voluntarios adultos estos fueron
inmunizados con el candidato de DEN-4. Diez personas tuvieron efectos secundarios ligeros y en 14
se detecto viremia. Todos los individuos desarrollaron Acs neutralizantes (Durbin et al., 2001). Este
virus no se transmite a mosquitos (Troyer et al., 2001).

En el Centro para el Control de las Enfermedades de los Estados Unidos se ensaya una variante
similar a la anterior. Partiendo del esqueleto del genoma de DEN-2 atenuado de la Universidad de
Tailandia, se introdujeron los genes de las proteinas prM y E de los otros serotipos. La atenuacién
esta dada por mutaciones en los genes de NS1 y NS3 y en la region 5' no codificadora (Kinney et al.,
2003). Actualmente se estan probando las combinaciones DEN-2/DEN-4 y DEN-2/DEN-3 en monos
para después pasar a humanos (Kinney et al., 2003).

Cientificos de la FDA utilizan igualmente candidatos atenuados molecularmente que han resultado ser
altamente inmunogénicos en monos rhesus. Las atenuaciones consisten en mutaciones en secuencias
gendémicas que se ha predicho forman una estructura en forma de horquilla en la regién 3'y que es
conservada entre los flavivirus (Markoff et al., 2002).

Los esfuerzos para la generacién de una vacuna atenuada han tenido que enfrentar tres retos
fundamentales: 1) el virus no se replica lo suficientemente bien como para formular un candidato
econémicamente viable, 2) no existe un modelo animal en el cual evaluar si el virus ha sido atenuado
para el hombre y 3) una vacuna satisfactoria contra el DEN debe ser tetravalente, por lo que es muy
complejo controlar una respuesta equivalente contra los cuatro serotipos basada en niveles de

replicacion semejantes. A todo esto se le adiciona el
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riesgo de que al inmunizar la formulacién tetravalente no exista seroconversion por neutralizacion a
uno de los serotipos posibilitando asi que los Acs de reactividad cruzada generados contra el resto
permitan la ADA tras una infeccion del serotipo con Acs deficientes. Por otra parte, como son cepas

atenuadas, pudieran revertir a formas virulentas luego de multiples inoculaciones en humanos.

3.9.2 Candidatos vacunales basados en la tecnologia del ADN recombinante

Los avances en la tecnologia del ADN recombinante, la quimica de las proteinas y la inmunologia,
proveen de novedosos métodos potenciales para el desarrollo de vacunas. Estos tienen la ventaja de

estar libres de las restricciones impuestas por el uso de virus atenuados o inactivados.

3.9.2.1 Células de insectos como sistemas de expresién

Las células de insectos constituyen un sistema efectivo para la expresion de diversos genes
foraneos que requieren procesamiento postraduccional tal como protedlisis, glicosilacion o secrecion.
Estos sistemas utilizan los baculovirus como vectores; en este caso, el virus de la polihedrosis
nuclear Autdgrafa californica. Las proteinas obtenidas en estos sistemas muestran similitud en talla,
estado de glicosilacion y antigenicidad con respecto a las proteinas auténticas, y los ratones
inmunizados con ellas en muchos casos desarrollan Acs neutralizantes (Matswra et al.,, 1989).
Combinaciones de proteinas estructurales y no estructurales del DEN-1, DEN-2 y DEN-4 se han
expresado en baculovirus recombinantes, resultando inmunogénicas (Matswra et al., 1989; Deubel et
al., 1991; Putnak et al., 1991; Feighny et al., 1994). A pesar de lo antes expuesto, en un ensayo en
monos empleando la proteina E truncada en el C-terminal, se demostr6 solamente una proteccion
parcial. Por otra parte, los niveles de expresion reportados para los baculovirus recombinantes son
bajos imposibilitando el establecimiento de procesos de produccion econdmicamente factibles
(Velzing et al., 1999).

La proteina de la envoltura del virus del DEN también ha sido obtenida en cultivos de células de
Drosophila melanogaster. Se han alcanzado altos niveles de expresion para los cuatro serotipos
basados en subunidades solubles que representan el 80% de la proteina E (80% E). La inmunizacion
con una formulacion tetravalente de esta proteina (80% E) indujo potentes respuestas neutralizantes
contra cada uno de los cuatro serotipos, con niveles similares a los obtenidos en las respuestas
contra cada una de las subunidades administradas individualmente (Coller et al., 2001). En un

estudio realizado en monos se
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incluyé un nuevo adyuvante en la formulacién y se obtuvieron elevados titulos de Acs neutralizantes.
Se definié ademas que con la inclusién de la proteina NS1 se mejora la respuesta celular generada
(Humphreys, 2001). No obstante, no existe reporte de proteccién en ratones y monos con estas

formulaciones desarrolladas por la compafia Hawai Biotechnology.

3.9.2 2 Vacunas de ADN

Kochel et al., (1997) obtuvieron Acs neutralizantes en ratones inmunizados con una vacuna de ADN
contra DEN-2. Utilizaron vectores plasmidicos de expresion eucariotas donde clonaron los genes de
las proteinas prM y E truncada en el extremo C-terminal. Con este candidato también se obtuvo
proteccion en ratones (Porter et al., 1998). En pruebas realizadas en monos con un candidato vacunal
similar, pero que expresa las proteinas prM y E del virus de DEN-1, se obtuvieron elevados niveles de
Acs neutralizantes (Kochel et al., 2000; Raviprakash et al., 2000). Por su parte, Raviprakash et al.,
(2001) se propusieron mejorar la inmunogenicidad de las vacunas de ADN dirigiendo los antigenos
hacia las vesiculas lisosomales, lograndose la induccion de altos niveles de Acs.

A pesar de los resultados obtenidos en ratones, las formulaciones de ADN ensayadas en monos
indujeron proteccion parcial frente al reto viral y en el reporte més reciente se demuestra ademas,
que dicha proteccidon se pierde cuando el reto ocurre 7 meses después de la dltima inmunizacion
(Putnak et al., 2003).

En general, las vacunas preventivas basadas en formulaciones de ADN tienen como limitacion hasta
el momento su uso en individuos sanos, especialmente en nifios. Todavia deben realizarse estudios

mas profundos que demuestren la seguridad de su uso de manera preventiva.

3.9.2.3 Levaduras como sistemas de expresion

Otro sistema de expresion utilizado ampliamente ha sido el de las levaduras, debido a su facil
manipulacién genética y las caracteristicas de crecimiento de los organismos procariontes,
conjuntamente con la presencia de los mecanismos postraduccionales de los organismos superiores
(Cregg et al., 1993). En 1997, Sugrue et al., expresaron los genes estructurales de DEN-1, empleando
Pichia pastoris, y se obtuvo la proteina E de forma integra, la cual gener6 Acs neutralizantes al
inmunizar conejos. Posteriormente, nuestro grupo de trabajo publicé la obtencién y evaluacién
inmunoldgica en ratones, de la proteina de la envoltura del DEN-4 obtenida en P. pastoris (Muné et

al., 2003) la cual generd proteccion parcial. Por altimo,
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recientemente se reporté la secrecion de la E del DEN-2 en esta levadura y dicha proteina fue
reconocida por anticuerpos funcionales contra el DEN (Wei et al., 2003). No obstante, no se reporto
la evaluacion de 1~ misma en ningln modelo animal.

El principal problema del empleo de la levadura estriba en los bajos niveles de expresién alcanzados
por los genes recombinantes y por consiguiente, la imposibilidad de establecer procesos escalables
de produccién de las proteinas (Jonh et al., 1996). Por otra parte, en el Unico reporte sobre estudios
en monos, realizado en nuestro grupo de trabajo, no se demostrd proteccion total a pesar de la

generacion de Acs neutralizantes.

3.9.2 4 Escherichia co//como sistema para la obtencién de antigenos del dengue

La bacteria E. coli constituy6 el primer sistema utilizado en la obtencidon de proteinas recombinantes
de flavivirus. En dicho sistema se alcanzan altos niveles de expresion, pero tiene el inconveniente de
que muchas proteinas recombinantes se acumulan de forma insoluble e inactiva formando cuerpos
de inclusion (Carmenate et al., 2001; Niebla et al.,, 2001). De hecho, Fonseca et al., en 1991,
mostraron que el dominio Il de la proteina E obtenido como una proteina de fusion con la TrpE de E.
coli, era antigénico. Estas proteinas TrpE-DEN para cada uno de los cuatro serotipos del virus
reaccionaron fuertemente con los liquidos asciticos hiperinmunes contra el serotipo homologo; sin
embargo, tras al inmunizacién en ratones, no indujeron Acs neutralizantes ni confirieron proteccidn
frente al reto viral. Una de las posibles causas que se le atribuy6 a la falta de funcionalidad
alcanzada fue el empleo de detergentes durante el proceso de solubilizacién de los cuerpos de
inclusion.

Posteriormente, en el afio 1995, se desarroll6 una proteina recombinante empleando una porcién de
269 aa de la proteina E conteniendo el dominio Ill del virus DEN-2 y la proteina A de Staphylococcus
aureus. Esta proteina fue reconocida por Acs policlonales y monoclonales anti-DEN-2 y los ratones
inmunizados desarrollaron Acs neutralizantes ademas de ser protegidos frente al reto viral con DEN-
2 (Srivastava et al., 1995). No obstante, la proteina A tiene alta afinidad por la inmunoglobulina G
humana, por lo que no es posible el uso de esta proteina de fusion como candidato vacunal
(Kobatake et al., 1993).

El sistema de E. coli continu6 siendo utilizado para la obtencion de fragmentos de la proteina E.
Simmons et al., en 1998, reportaron la evaluacién inmunoldgica en ratones de una proteina de fusion
formada por la proteina de union a maltosa (MBP) de E. coli y el fragmento correspondiente al
dominio Il de la proteina E de DEN-2. Esta proteina se obtuvo en forma soluble en la bacteria y fue

reconocida por el anticuerpo monoclonal neutralizante 3H5. Se
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desarroll6 ademas un proceso de purificacién por cromatografia de afinidad y posteriormente, la
proteina se extrajo con un alto nivel de pureza a partir de una electroforesis preparativa. Por Gltimo,
tras la inmunizacién de ratones se obtuvieron titulos neutralizantes anti-DEN-2 y proteccion parcial en
los mismos ante el reto intracraneal con virus letal. Estos mismos autores reportaron la evaluaciéon de
las construcciones correspondientes a los cuatro serotipos virales en una sola formulacion y
demostraron la generacién de una respuesta neutralizante contra los cuatro serotipos (Simmons et al.,
2001a). Adicionalmente, se publicé que la inoculacion de la proteina de fusién a MBP correspondiente
al serotipo 2, conjuntamente con un plasmidio codificante para las proteinas prM-E del mismo
serotipo, constituy6 la variante mas efectiva debido a la generacion de Acs neutralizantes de larga
duracién (Simmons et al., 2001b).

A pesar de la respuesta funcional obtenida en ratones con las proteinas de fusién a MBP, su futuro
uso como candidato vacunal puede ser cuestionado. En primer lugar, los procesos de purificacion
descritos fueron a escala de laboratorio, con un alto costo si se realizara una alternativa escalable.
Por otra parte, la seguridad de la utilizacién de la MBP en humanos no ha sido demostrada, ademas,

la validacién de ésta como portadora debe ser primeramente ensayada.
3.10 P64k como proteina portadora

La proteina P64k de Neisseria meningitidis serogrupo B es una lipoamida deshidrogenasa, cuyo gen
IpdA fue expresado en Escherichia coli produciendo un antigeno soluble que representd mas del 20%
del total de las proteinas de la bacteria (Silva et al., 1992). P64k es bien reconocida por el suero de
individuos convalecientes de la enfermedad meningocéccica y por el suero de los vacunados con la
vacuna cubana VA-MENGOC-BC (Silva et al., 1992; Bringas y Fernandez, 1995; De la Sierra et al.,
1997; Guillen et al., 1998). Debido a su alto peso molecular, su demostrada inmunogenicidad en
diferentes especies animales y su disponibilidad (Guillén et al., 1998; Expoésito et al., 1999), ésta ha
sido empleada como portadora para péptidos pobremente inmunogénicos (Gonzalez et al., 2000a) y
para el polisacarido de N. meningitidis serogrupo C (Alvarez et al., 1997) con buenos resultados.

Con este propdsito la capacidad de la P64k como proteina portadora ha sido evaluada por un grupo
de investigadores del Centro de Inmunologia Molecular al conjugarla quimicamente con el EGF en
una vacuna contra el cancer (Gonzalez et al., 1997). Al mismo tiempo, el EGF también se conjugé al
toxoide tetanico (TT), el cual esta reportado como una proteina portadora clasica. Luego de la

evaluacion de estos conjugados en animales, se evalud la
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seguridad, la toxicidad y la inmunogenicidad de ambos conjugados en un estudio piloto en pacientes
con carcinoma maligno en estado avanzado. En ambos grupos, el 60% de los pacientes
desarrollaron titulos de Acs anti-EGF sin ninguna evidencia de toxicidad, y se prolongé el periodo de
sobrevida. Al comparar ambas proteinas se concluyé que no existian diferencias en el efecto
portador de éstas para potenciar la respuesta inmune contra el EGF (Gonzélez et al., 1998). Este
resultado es muy importante ya que el TT forma parte del esquema de vacunacién normal de la
poblacion desde la nifiez a la adultez. Una misma persona puede estar sujeta a reiteradas
inmunizaciones (reactivaciones) con este antigeno, lo cual puede traer consigo el riesgo
inmunolégico denominado supresion especifica del portador, fendmeno que no debe ocurrir en el
caso de la P64k, lo que le confiere ventajas a este antigeno para su empleo posterior como portador.
En este momento se desarrolla un estudio clinico Fase I/l en Canad& con la combinacién EGF-P64k
en pacientes terminales de cancer (Gonzalez et al., 2003).

Con estas evidencias, se condujo un estudio clinico Fase | en 26 voluntarios sanos con la P64k
adyuvada a hidroxido de aluminio. Se aplicaron tres dosis y una cuarta de refuerzo. Los Acs
generados producto de la inmunizacién fueron especificos contra la proteina recombinante, lo cual se
corroboré por Western blotting. Como resultado de la dosis de refuerzo pudo detectarse una
respuesta de memoria en los voluntarios inmunizados. Se pudo concluir que la proteina P64k es
segura, lo cual avala su empleo en humanos en futuras combinaciones bivalentes como proteina

portadora de otros antigenos heterélogos (Pérez et al., 2001).
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Cepas de Escherichia coli K12

Para la multiplicacién de plasmidios se empled la cepa XL-1 blue [F'::Tn70 proA*B* lacl® A (lacZ) M15I
recAl endAlgyrA96 (Nal") thi hsdR17 (r«'m«*) supE44 relAl lac] (Bullock et al., 1987).
Para los experimentos de expresion se usaron las siguientes cepas:

MM294: F', endAl, thi, pro, hsdR, supE44 (Hanahan, 1983).
W3110 (SK): F, mcrA mcrB in (rrnD-rrnE)X (Hill y Harnish, 1982).

HB101: F' hsdS20 (r¢, m¢) supE44, recAl3, ara-14, leuB6, proA2, lacY1, rpsL20xy-5mtl-1. (Lacks y
Greenberg, 1977).

4.2 Lineas celulares, cepas y antigenos virales

BHK 21 clono 15. Células provenientes de rifion de hamster recién nacido. Constituye una sublinea

donada por el Dr. Halstead (Universidad J. Hopkins, U.S.A). Las células fueron multiplicadas a 37°C
en medio minimo esencial (MEM) suplementado con 1% de una solucién de aa no esenciales y suero
fetal bovino (SFB) inactivado (SFBI) al 10%.

C6/36 HT. Sublinea de la linea celular de mosquito Aedes albopictus C6/36 adaptada al crecimiento a
33°C segun Kuno y Oliver (1989). Las células se multiplicaron a 33°C con MEM, aa no esenciales, 1%
de 200 mM de glutamina y SFB al 10%.

Vero: Células provenientes de rifion de mono africano. Esta linea celular fue obtenida de la ATCC
cuyo crecimiento y mantenimiento se realizé segun el proveedor.

Se utilizaron diferentes fuentes virales en dependencia de los experimentos a realizar. Para los
esquemas de inmunizacién, la antigenicidad por Dot blotting y la evaluacién de la respuesta humoral
mediante ELISA se emplearon las cepas: DEN-1 (Hawaii, 27 PR); DEN-2 (NGC, 27 PR); DEN-3 (H87,
27 PR) y DEN-4 (H141, 27 PR).

Para el ensayo de neutralizacion se utilizaron: DEN-1 (Angola, 5 pases en C6/36 HT, 2 pases en
Vero); DEN-2 (Al15, 4 PR, 1 pase en C6/36); DEN-3 (116/00, 2 pases en C6/36 HT) y DEN-4
(Dominica, 4 pases en C6/36 HT, 2 pases en Vero, 5 pases en C6/36 HT).

Por Gltimo, las cepas DEN-1 (Hawaii, 20 PR), DEN-2 (A-15, 5 PR), DEN-3 (H-87 23 PR) y DEN-4
(H241 18 PR) se emplearon para el ensayo de proteccién en ratones. Para el ensayo de reto viral en
monos Macaca fascicularis se empled la cepa cubana DEN-2 (Al5 4 PR, 1 pase en C6/36 HT, 2

pases en Vero).
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Los antigenos virales utilizados para la caracterizacion antigénica y los estudios de deteccion de
anticuerpos se obtuvieron a partir de extractos de cerebros de ratones infectados con virus de los
serotipos correspondientes y posteriormente inactivados (Clarke y Casals, 1958). Las cepas
empleadas para el ensayo de reto en ratones e inmunogenicidad, se obtuvieron a partir de cerebro de
ratén homogenizado en MEM. Para la obtencién del control negativo viral se partié6 de un extracto de
cerebro de raton no infectado (CN). Los virus empleados para el reto en monos, asi como para los
ensayos de neutralizacion se obtuvieron por la infeccion en la linea celular especificada en la

descripcién de cada cepa, segun Morens et al. (1985).
4.3 Anticuerpos monoclonales y policlonales

Anticuerpos monoclonales (AcMs): 3H5 (AcM anti-DEN-2, Laboratorio Arbovirus, IPK), 48 (AcM anti-
N-terminal de la P64k, Laboratorio Meningo, CIGB); 114 (AcM anti-C-terminal de la P64k, Laboratorio
Meningo, CIGB). Todos los AcMs se emplearon a una concentracién de 10 ng/mL en el Western
blotting y dot blotting.

Como fuente de Acs policlonales se emplearon Liquidos asciticos hiperinmunes (LAHs) anti- DEN-1,
DEN-2, DEN-3, DEN-4 (Laboratorio Arbovirus, IPK). Como control negativo se empleé un LAH
proveniente de ratones no infectados: LAN. Se emplearon a una dilucién 1.100.

Los sueros humanos de bajo y alto titulo a DEN-2 (Laboratorio Arbovirus, IPK) empleados en el

Western blotting se utilizaron a una dilucion 1:100.
4.4  Obtencion de las construcciones quiméricas

pD2: Se realizé un PCR para la amplificaciéon de un fragmento que codifica para los aa del 286 al 426
de la proteina E del DEN-2. Para ello se tomé como fuente el plasmidio p30VD2 que contiene los
genes estructurales de la cepa de DEN-2 #1803, donada por el Dr. Vincent Deubel (Lyon, Francia) y
los cebadores DEN-2 a (5'CTICTAGACAGGCTGCGCATGGACA 3) y DEN-2 b
(5'GTGGATCCTTACCCTCCCAGGCTTCCAAA 3') bajo las siguientes condiciones: 30 ciclos de 1 min
a 95°C, 1 min a 55°C y 2 min a 72°C. En la reaccién se emplearon 10 ng de p30VD2, 50 pmoles de
cebadores, 200 f¢;,M de cada desoxinucleétido trifosfato (ANTPs) y tampén de PCR (KCI 50 mM, Tris
10 mM pH 8,5, MgCl2 1,5 mM). La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 100 (.tL con 2,5
unidades de ADN polimerasa (Thermus aquaticus, Boehringer, Alemania). La banda obtenida (426 pb)
se purificé y se digirié con las enzimas Xba | y Bam HI para la reaccion de ligamiento con el vector

pM-108 que codifica para los primeros 45 aa de la P64k (Laboratorio Meningo, CIGB), previamente
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digerido con las mismas enzimas. Después del proceso de ligamiento, se realiz6 la transformacién de
las células competentes XL-1 blue. Los clones positivos se determinaron por andlisis de restriccion y
luego se chequearon por secuenciacién (Sanger et al., 1977). El plasmidio obtenido se denomin6
pD2.

pD3 y pD5: A partir del plasmidio p30VD?2 se realizaron dos PCR para la amplificacién del fragmento
del serotipo 2 descrito anteriormente. En una de las reacciones se emplearon los cebadores DEN-2 a
y DEN-2 ¢ (5' ATGAATTCACGCCTCCCAGAGATCC 3" que permiten obtener la banda con los sitios
Xba I/ Eco Rl y en la otra, los cebadores DEN-2 d (5' CTT GGAT CCAGGCT GAG AAT G 3") y DEN-2
e (5'GAGGATCCTTAACCACCCA GAGACCCAAAA 3') para obtener la banda con el sitio Bam HI en
ambos extremos. Las condiciones en ambas reacciones fueron: 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a
55°C y 2 min a 72°C, 10 ng de p30VD2, 50 pmoles de cebadores, 200 |iM de cada dNTPs y tampén
de PCR. EIl proceso se realiz6 en un volumen final de 100 (iL con 2,5 unidades de Taq polimerasa.
Las bandas obtenidas se semipurificaron y digirieron con las enzimas correspondientes a los sitios
incorporados para el ligamiento en los vectores pD1 (codifica para la P64k y contiene los sitios de
restriccion Xba | y Eco RI, Laboratorio Meningo, CIGB) y pD4 (codifica para la P64k y no presenta
codoén de parada en el gen, Laboratorio Dengue, CIGB), digeridos previamente con las enzimas Xba I/
Eco Rl y Bam HI, respectivamente. Después de este proceso, se realizé la transformacion de las
células competentes XL-1 blue con el producto del ligamiento. Los clones positivos se determinaron
por analisis de restriccién y luego se chequearon por secuenciacion. Los plasmidios obtenidos se
denominaron pD3 y pD5, respectivamente.

pD10, pD18, pD19\ A partir de los sobrenadantes de cultivo de las cepas de DEN-1, Jamaica, DEN-3

Venezuela y DEN-4 Dominica (Laboratorio Arbovirus, IPK) se amplificaron tres bandas de 426 pb que
codifican para los aa del 286 al 426 de la proteina E de los tres serotipos. Primeramente, el ARN viral
se purific6 a partir del sobrenadante de cultivo empleando el sistema comercial TRI REAGENT
(Promega, U.S.A). Posteriormente se realizé el RT-PCR (PCR con la enzima reversotranscriptasa),
empleando los cebadores:

DEN-1a 5'... CCTGGGATCCCGACTAAAAATG... 3

DEN-1b 5... GTGGATCCTTAGCCGCCTATAGAGCCGAAG... 3

DEN-3 a 5'... CACTTAGGATCCCGACTCAAGATGG... 3
DEN-3 b 5'... GAGGATCCTTAACCACCCACTGAGC. .3

DEN-4 a 5'... GGCCAT CT AGGAT CC AAAGTGCGT AT G... 3
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DEN-4 b 5'... GAGGGATCCTTAGCCACCAACCGAACCAA ...3'

Las condiciones fueron: 42°C por 30 min, 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 55°C y 2 min a 72°C. En
cada reaccion se emplearon 10 jaL de ARN, 100 pmoles de cebadores, 200 |[iM de cada dNTPs,
tamp6n de PCR, gelatina 0,01% (v:v) y 5 mM dithiotreitol. La reaccién se llevé a cabo en un volumen
final de 100 |iL empleando 2,5 unidades de ADN polimerasa Taq pol (Boehringer, Alemania) y 10
unidades de reverso transcriptasa del virus de la mieloblastosis (RT AMV) (Boehringer, Alemania).
Las bandas obtenidas se purificaron en agarosa para su posterior clonacion en el vector PGEM-T
(Promega, U.S.A). Después del proceso de ligamiento, se realiz6 la transformacién de las células
competentes XL-1 blue. Los clones positivos se determinaron por analisis de restriccion y luego se
chequearon por secuenciacién. Los plasmidios obtenidos se denominaron pDT-9, pDT-20 y pDT-21
para DEN-1, DEN-3 y DEN-4, respectivamente. Finalmente, para la generacién de los plasmidios de
expresion, las construcciones anteriores se digirieron con la enzima Bam HI para obtener la banda
correspondiente a cada serotipo, las cuales se purificaron y ligaron al vector pD4 previamente
digerido con la misma enzima. Después del proceso de ligamiento, se realiz6 la transformacion de las
células competentes XL-1 blue. Los clones positivos se determinaron por analisis de restriccion y
luego se chequearon por secuenciacion. Los plasmidios obtenidos se denominaron: pD10 (DEN-1),
pD18 (DEN-3) y pD19 (DEN-4).

En todos los casos los procedimientos de digestion de ADN con enzimas de restriccion, las
electroforesis de ADN en geles de agarosa y la recuperaciéon y purificacion de ADN fraccionado de
geles de agarosa de bajo punto de fusién se realizaron basicamente de acuerdo a los procedimientos
descritos por Sambrook et al. (1989) y segun las recomendaciones de los fabricantes de las
diferentes enzimas. Para la transformacién de bacterias, se prepararon células competentes por el

método de cloruro de calcio también descrito por Sambrook et al. (1989).

4.5 Obtencion de la biomasa

Para el estudio de expresion, las tres cepas de E. coir. MM294, HB101 y W3110 se tranformaron con
cada uno de los plasmidios obtenidos. Se tom6 una colonia correspondiente a cada clon y se crecio
toda la noche en 5 mL de medio Luria Bertani suplementado con ampicillina a 50 (.ig/mL (LBA), en

roller, durante 12 h a 37°C. Posteriormente se midi6 la densidad 6ptica (D.O) y se tomd un volumen

de cultivo correspondiente a 2/D.O (JuiL). Se
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centrifugdé a 3 200 x g durante 15 min a a 4°C y la biomasa obtenida se lavé dos veces con tampdn
PBS (NaCl 100 mM, KOl 2 mM, Na:HP0s 10 mM, KH2 P0s 1 mM, pH 7,2) para seguidamente
resuspenderla en un volumen de 100 |*L de tampdn de muestra para electroforesis. Después de la
corrida en geles de poliacrilamida, los geles se tifieron con azul coomassie (ver acapite de
electroforesis) y el porcentaje de expresién se determind por densitometria empleando el programa
QGEL (Kendrick et al., 1994). Una vez seleccionada la cepa adecuada para la expresidon de cada gen
recombinante el estudio se repitié tres veces. Para la obtencién de mayores cantidades de biomasa
las cepas de E. coli transformadas con los plasmidios pD2, pD3, pD5 (MM294), pD10 (HB101), pD18
(HB101), pD19 (HB101), pM- 108 (MM294) y pD1 (MM294) se crecieron en medio LBA (300 ml_) en
zaranda, durante 12 h a 37°C. Se inocul6 con el volumen de precultivo necesario para lograr una D O
inicial de 0,1. La biomasa se obtuvo a partir de una centrifugacién a 3 200 x g durante 20 min a 4°C.

Se le realizé un lavado con PBS.
4.6 Procesos de semipurificacion de las proteinas quiméricas

Semipurificacién de proteinas asociadas al precipitado de ruptura celular. La biomasa correspondiente

al crecimiento de los clones de PD2, PD3, PD5, PD10, PD18, PD19 y P64k His (codificada en pD1) se
resuspendié en 30 mL de tampén de ruptura PBS EDTA 1 mM (PBSE). Las células se rompieron en
Prensa Francesa con dos pases, conservandose las bajas temperaturas. Luego se centrifugé a 10
000 x g durante 30 min a 4°C para obtener el sobrenadante y el precipitado de ruptura. El precipitado
obtenido se resuspendid, a una proporcién de 10 mg/mL, en soluciones de urea de diferentes
molaridades desde 1 hasta 8 M en tampé6n Tris 10 mM, EDTA 1 mM (TE). Se mantuvo en agitacion
lenta durante 15 min a 4°C y posteriormente se centrifugé a 10 000 x g durante 20 min a 4°C. El
sobrenadante obtenido se analiz6 por electroforesis para la determinacion de la concentraciéon
adecuada de urea que permitiera la extraccion total de cada proteina. El sobrenadante obtenido,
correspondiente a la extraccién maxima para cada proteina, se aplicé en una columna de Sephadex
G-25 (XK-16/20, Pharmacia, U.K), 20% de carga, velocidad de flujo 10 cm/h. La elucién se realiz6 con

TE y la fraccion obtenida se conservd a -20°C.

Semipurificacién de la proteina PD3 soluble: A partir del sobrenadante de ruptura de las células

transformadas con el plasmidio PD3 se realiz6 una precipitacion con sulfato de amonio. Para ello, se
afiadio un volumen de solucion saturada de esta sal hasta alcanzar un 35% de saturacion.

Seguidamente, la mezcla se agité durante 15 min a 4°C y se centrifugé a
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10 000 x g durante 20 min a 4°C. El precipitado obtenido se resuspendié en la mitad del volumen

original de tampén TE.

4.7 Analisis por cromatografia liquida de alta resolucion

Se aplicaron 100 pL de cada muestra a analizar en una columna de Superdex 200 HR 10/30
(Amersham-Bioscience, U.K). El tamp6n de equilibrio empleado fue TE. El flujo de trabajo fue de 38,4
cm/h. Las proteinas se detectaron por D O a 226nm en un detector (Uvicord Sil, Amersham-
Bioscience, U.K). La columna fue previamente calibrada con muestras de proteina de tallas

conocidas en las condiciones de cada corrida.
4.8 Determinacién de la concentracion de proteinas

La determinacién de la concentracion de proteinas se realiz6 por el método BCA (Brown et al., 1989).

Se utilizé una curva patron de seroalbumina bovina de concentraciones conocidas.
4.9 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las SDS-PAGE se realizaron segun el método descrito por Laemmli (1970). Las muestras se
resuspendieron en solucion tampén (Tris-HCI 60 mM pH 6,9, glicerol al 20% y SDS al 4%), con
bromofenol azul como indicador del frente de corrida. Se afiadié ademéas p- mercaptoetanol 100 mM
en el tampdn de la muestra. En todos los casos la corrida se realizé bajo una corriente constante de
25 mA. Los geles fueron tefiidos con azul brillante de coomasie CR-250 (Laemmli, 1970). Los
porcentajes de pureza se determinaron por densitometria empleando el programa QGEL (Kendrick et
al., 1994). Las siguientes proteinas se emplearon como patrones de peso molecular: p-galactosidasa
(116 kDa), fosforilasa b (94 kDa), albiumina de suero bovino (67 kDa), albumina de huevo (45 kDa)

anhidrasa carbonica (31 kDa), inhibidor de tripsina (21 kDa) y a-lactoalbimina (14,4 kDa).
4.10 Western blotting

Posterior a la corrida electroforética, las proteinas se transfirieron del gel a membranas de
nitrocelulosa Hybond-C de 0,45 pin (Amersham-Bioscience, U.K) en un equipo de transferencia
submarina Mini Trans-Blot Cell (BIO-RAD, USA) segun Towbin et al. (1979). Las mismas se
blogquearon con leche descremada al 5% en PBS conteniendo tween-20 al

0, 05% (PBS-T), durante 1 h a T.A. Luego de tres lavados con PBS-T durante 10 min cada uno,

las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con los diferentes sueros diluidos en PBS-T

conteniendo leche al 5%. Posteriormente se repitieron los lavados de la misma forma
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y se incub6 1 h a T.A, con un conjugado anti-lgG murino-peroxidasa (1:1 000) (Amersham-
Bioscience, U.K). Después de los ultimos lavados la deteccién se realiz6 empleando 15 mg de
diaminobenzidina (DAB) y 12 7L de H202 al 30% en 15 ml_ de PBS hasta la aparicion de las bandas.

La reaccion se detuvo lavando con abundante agua.

4.11 Dot blotting

Se realizé en una camara del tipo Miniblotter 25 (Cambridge, U.K). Las muestras se aplicaron sobre
una membrana de nitrocelulosa de 0,45 |im por 1 h a T.A. y ésta se bloque6 en PBS-T conteniendo
leche descremada al 5% y Tween-20 al 0,05%, durante toda la noche a 4°C. Luego de los lavados
con PBS-T la membrana se enfrentd a los diferentes sueros diluidos en PBS-T, conteniendo leche al
5% durante 1 h a T.A. Para ello se empled nuevamente la camara referida. Posteriormente se
repitieron los lavados de igual forma y se incubd con un conjugado anti-lgG ratén-peroxidasa (1:1
000), 1 h a T.A. (Amersham-Bioscience, U.K). Después de los ultimos lavados la deteccion se realiz6

con DAB y H202 al 30% en PBS hasta la aparicion de las bandas.
4.12 Esquemas de inmunizacién

Los ratones Balb/c hembras, de 6 semanas y con un peso entre 18 y 20 gramos, fueron suministrados
por el Centro de Produccion de Animales de Laboratorio, Santiago de las Vegas, La Habana, Cuba.
Se inmunizaron grupos de 20 ratones cada uno, utilizando como inmundgenos las fracciones
semipurificadas de: P64k; PD10; PD2; PD3; PD5; PD10; PD18; PD19 y las preparaciones virales
infectivas de DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4 segln cada esquema.

Se suministraron tres dosis de 20 |ug de cada proteina recombinante por via intraperitoneal en los
dias 0, 15 y 30. En la primera dosis se utilizé el adyuvante completo de Freund y en las restantes
adyuvante incompleto de Freund. Los grupos controles positivos recibieron una dosis de 0,5 mL de
extracto de virus homologo infectivo. Quince dias tras la Ultima dosis se realiz6 la extraccion de
sangre a 10 animales de cada grupo y se colectaron los sueros por centrifugacion a 1 500 x g. Estos

fueron conservados a -20°C.
4.13 Determinacion de anticuerpos antivirales murinos

La induccion de anticuerpos anti-DEN en los sueros de los animales inmunizados fue determinada por
un ELISA de captura. Las placas de poliestireno de 96 pozos (Costar, U S A) se recubrieron con

inmunoglobulinas (IgG) provenientes de una mezcla de sueros humanos
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con altos titulos de anticuerpos anti-DEN. Se afadieron 100 pL/pozo de solucién tampén de
recubrimiento (Na2C0z 0,16%, NaHCOs 0,29%, pH 9,5) conteniendo 10 |ag/mL de 1gG y se incubaron
2 h a 37°C. El bloqueo de las placas se realizé con 150 *L/pozo de BSA al 1% en solucién tampdn de
recubrimiento durante 1 h a 37°C, tras lo cual se lavaron tres veces con PBS-T. Se afiadié 100
|aL/pozo de cada preparacion viral y control (1:80) en las placas correspondientes segun el serotipo
evaluado y se incubaron durante toda la noche a 4°C. Luego de tres lavados en las mismas
condiciones anteriores se procedié a evaluar diluciones dobles de los sueros en PBS-T afadiendo
100 (.iL/pozo y partiendo de una dilucién inicial 1:200. Se incub6 durante 1 h a 37°C. Las placas se
lavaron nuevamente con PBS-T y se incubaron 1 h a 37°C con un conjugado anti-IlgG raton-
peroxidasa (Amersham-Bioscience, U.K). Se utilizé una dilucion 1:5 000 en PBS-T, conteniendo 2,5%
de un suero humano negativo en un volumen de 100 ).iL/pozo. Después de los lavados con PBS-T se
afiadié o- fenilendiamina (0,04%) y H202 (0,04%) en solucion tampodn de sustrato (Na2HP04 2%, &cido
citrico 1%, pH 5.0) y se incub6 30 min a T.A. La reaccion se detuvo con 50 jiL de H2S04 (12,5%) y se
determin6 la D.O a 492 nm. Como criterio de positividad se tomaron las D O correspondientes a
diluciones del suero frente al virus con valores mayores o iguales al doble de la D.O obtenida frente
al CN.

4.14 Ensayo de neutralizacion in vitro

Se empled el método de reduccion del namero de placas (PRNT) y la linea celular BHK-21 clono 15,
segun Morens et al. (1985). Los sueros fueron prediluidos (1:10) en MEM vy tratados con 10% de
cloroformo. Se evaluaron cinco diluciones seriadas (desde 1:20 hasta 1:320) de los sueros
individuales de los ratones o monos correspondientes a cada grupo frente al virus de serotipo
homélogo al del inmundgeno empleado. Voliumenes de 100 |iL de los sueros diluidos fueron
incubados durante 1 h a 37°C con 100 |.iL de MEM conteniendo una cantidad aproximada de 80
unidades formadoras de placas virales (ufp). Para estimar el numero de placas virales (control de
virus) se incubaron 100 jiL de MEM conteniendo una cantidad aproximada de 80 ufp durante 1 h a
37°C con igual volumen de MEM. Luego se inocularon 50 |iL de la mezcla sobre 500 |[*L de una
suspension de células BHK-21, contenidas en placas de 24 pozos. Las placas se incubaron 4 h a
37°C en una atmosfera de CO2 al 4,5%. Posteriormente se afadieron 500 jaL de medio de cultivo
semisolido conteniendo carboximetil celulosa (30%). Las placas fueron incubadas a 37°C entre 5y 7
dias, de acuerdo con el serotipo viral empleado, en caAmaras con una atmésfera de CO: al 4,5%. Para

la visualizaciéon
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de las placas virales la monocapa celular fue tefiida con solucién colorante (naphtol blue black 0,1%,
acetato de sodio 0,2 M, acido acético 6%).
Para el analisis de los resultados se calcul6 el promedio de placas tanto para las mezclas virus-suero
(A) como para el control de virus (B). El porcentaje de reducciéon (PRe) del nimero de placas para
cada uno de los sueros y mezclas de sueros evaluados se calcul6 por la formula:

PRe = [1 — (A/B)] X 100 El titulo neutralizante se determin6é como la dilucion maxima

donde se reduce el 50% del nimero de placas virales.

4.15 Ensayo de proteccidn en ratones

Primeramente se determind la dosis que provocaba la muerte del 50% de los animales, dosis letal
media (DLso). Para ello, 6 grupos de 8 ratones cada uno, de 15 semanas y un peso promedio de 20
gramos, se inocularon intracranealmente con varias diluciones de extracto de cerebro
correspondiente a cada serotipo viral por via intracraneal en un volumen de 20 pL. Después de la
observacion durante 21 dias, la DL so0 se calcul6 segln el procedimiento de Reed-Muench (Reed y
Muench, 1938).

Posteriormente, los ratones que no fueron sangrados de cada grupo de los esquemas de
inmunizacién se retaron con los virus correspondientes al serotipo homélogo 1 mes después de la
Gltima dosis. Se tom6 como grupo control positivo los ratones inmunizados con una dosis viral del
serotipo homoélogo y como control negativo el grupo inmunizado con la proteina P64k. Se inocularon
100 DLso de cada extracto de cerebro correspondiente a cada serotipo por via intracraneal en un
volumen de 20 pL Después de la inoculacion los animales se mantuvieron en observacion por 21 dias
y se llevé el control de la morbilidad y la mortalidad en el tiempo. Hubo casos en que algunos ratones
murieron inmediatamente después del reto como consecuencia de la manipulacién resultando en

grupos menores de 10 animales.

4.16 Esquema de inmunizacién en monos Macaca fascicularis

En el estudio se utilizaron 9 monos Macaca fascicularis de 5 afios de vida, suministrados por el
CENPALAB, previamente chequeados para los diferentes indicadores clinicos y la ausencia de Acs
anti-DEN.

Se administraron 100 pg de proteinas recombinantes contenidas en 0,25 mL de inmunégeno. Las
preparaciones de cada proteina, en tampén TE, se adyuvaron en igual volumen de adyuvante

completo de Freund para la primera dosis y con adyuvante incompleto de Freund
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en las restantes tres dosis. El volumen administrado fue de 0,5 ml_ por via subcutanea en cuatro
puntos en la espalda. El esquema realizado fue: 0, 1, 3, 7 meses y 15 dias después de la ultima

dosis se realiz6 una extraccién de sangre para la determinacién de Acs neutralizantes.

4.17 Ensayo dereto en monos

El reto viral se efectud 44 dias después de la Ultima dosis. Se inoculé6 1 mL del sobrenadante de
cultivo viral de la cepa A-15 (10* ufp) por via subcutanea en la porcion anterior del miembro superior
derecho de cada animal. Posteriormente, se realizaron extracciones de sangre diariamente hasta el
dia 10 y luego el dia 18 para el seguimiento de la viremia.

Varias alicuotas de cada suero individual extraido consecutivamente tras el reto se mantuvieron a -
70°C y se utilizaron en los experimentos de aislamiento viral, asi como para la amplificacién de un

fragmento del ARN viral por RT-PCR.
4.18 Aislamiento viral

Un volumen de 100 pL de suero correspondiente a cada animal en cada dia después del reto se
inoculé en monocapas confluentes de las células de linea Vero en placas de 24 pozos por duplicado,
y luego se mantuvieron en agitacion durante 2 h a 37°C. Posteriormente el inoculo se retir0,
afadiéndose MEM fresco suplementado con SFB al 2%. Después de 3 a 4 dias de incubacion a
37°C, se tomd 100 |jl_ de cada pozo y se volvidé a inocular las monocapas celulares, repitiendo el
procedimiento anterior. La presencia del virus se determind por la técnica de inmunofluorescencia

indirecta con LAH especificos del DEN-2 (Henchal et al., 1982).

4.19 Deteccion de viremia por RT-PCR

A partir de 200 (iL de suero, se realiz6 la extraccion de ARN viral empleando el sistema TRI
REAGENT (Promega, U.S. A). Seguidamente, para la amplificacién de la region correspondiente a un
fragmento del genoma viral se realizd6 RT-PCR en las condiciones descritas por Lanciotti et al.

(1992).
4.20 Andlisis estadistico

A los datos obtenidos en los ensayos ELISA y PRNT se les comprob6 la normalidad por la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza por la prueba de Bartlett. Una vez demostradas
estas dos premisas, se procedio al andlisis de varianza (ANOVA), de clasificacién simple. Para las

comparaciones multiples a posteriori entre los promedios de los
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grupos se empled la prueba de rangos multiples de Student-Newman-Keuls (SNK) paramétrica. En el
caso de los datos que no cumplieron las premisas se realiz6 una prueba no paramétrica Kruskal
Wallis, y luego se empleé la prueba SNK no paramétrica para la comparacion multiple a posterior!.
Para medir la correlacion entre la generacién de Acs neutralizantes y la proteccién en ratones y
monos se realizé la prueba de correlacién por rangos de Spearman. En todos los casos se utilizé el
programa estadistico GraphPad Prism (versién 2.00, 1995). Todas las pruebas se realizaron con
p<0,05 y p<0,01. Para el analisis de los datos provenientes de los experimentos de proteccion en
ratones y monos se empled la prueba t de comparaciéon de porcentajes (Sigarroa, 1985). Se reflejan
los valores de ts para cada comparacién y los valores con *, ** y *** indican diferencias significativas
con p<0,05, p<0,01 y p<0,001, respectivamente. Las diferencias no significativas se describen como

ns.
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Disefio, clonacién y expresion de las proteinas PD2, PD3 y PD5

Con el objetivo de estudiar la posicion de fusién del fragmento viral (aa 286 al 426 de la proteina de

la envoltura del virus) a la proteina P64k de Neisseria meningitidis se disefiaron tres variantes de

proteinas quiméricas:

1.

Fragmento de la proteina E del DEN-2 fusionado a los primeros 45 aa de la proteina P64k de
Neisseria meningitidis. Dicha region de P64k ha sido empleada como sistema de expresion de
diferentes genes heterélogos con resultados satisfactorios (Carmenate et al., 2001; Niebla et al.,

2001).

Fragmento de la proteina E del DEN-2 insertado en el dominio de union a &cido lipoico de la
proteina P64k de Neisseria meningitidis. Esta region de P64k también se empleo para la insercion
de fragmentos de 50 aa de proteinas heterélogas con buenos resultados (datos pendientes de
publicacién). Ademas es una region expuesta en la estructura de la proteina (Tozawa et al.,

2001).

Fragmento de la proteina E del DEN-2 fusionado al C-terminal de la proteina P64k de Neisseria

meningitidis. La region del C-terminal de P64k resultdé inmunogénica en ratones (Gonzélez et al.,

2000b).

.

Para la obtencion de las proteinas antes descritas se realizaron diferentes estrategias de clonacion. A

partir del plasmidio p30 VD2, el cual contiene los genes estructurales C-PrM-E del DEN-2, se realizé

un PCR con el objetivo de amplificar la region codificante para los aa 286 al 426 de la proteina de la

envoltura del virus, correspondiente a una banda de 426 pb seglin se muestra en la figura 1.

37



Resultados

Figura 1 Amplificacién por PCR de la banda de 426 pb de la
proteina E del DEN-2.
1. Patron de peso molecular X Hind IlI (kb): 9,0; 6,6; 4,3; 2,3; 2,0; 0,5.

2. Control (-).
3. Banda amplificada a partir del p30 VD2.

Las bandas amplificadas con tres pares diferentes de cebadores se purificaron y digirieron segun los
sitios incorporados en los extremos para ser clonadas en cada vector de expresién. Después del
proceso de ligamiento con los vectores pM108, pD1 y pD4 se generaron los plasmidios pD2, pD3 y

pD5, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Estrategia de clonacién para la obtencion de los plasmidios pD2, pD3 y pD5.
IpdA. gen codificante para la proteina P64k; ptrip: promotor del operén triptofano; E2 frag: fragmento codificante
para los aa 286 al 426 de la E del DEN-2; IpdA f: fragmento del gen Ipda que codifica para los primeros 45 aa de

P64k.
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pD2: Codifica para el fragmento de la proteina E del DEN-2 fusionado a los primeros 45 aa de la
proteina P64k de Neisseria meningitidis.

pD3: Codifica para el fragmento de la proteina E del DEN-2 insertado en el dominio de unién a acido
lipoico de la proteina P64k de Neisseria meningitidis.

pD5: Codifica para el fragmento de la proteina E del DEN-2 fusionado al C-terminal de la proteina
P64k de Neisseria meningitidis.

Tres cepas de E. coli: MM294, HB101 y W3110 se transformaron con cada uno de los plasmidios
generados. Luego del crecimiento de una colonia en medio LBA las células se analizaron por SDS-
PAGE. Como resultado, los mayores niveles de expresion para los plasmidios ensayados se
obtuvieron en las cepas: W3110 (pD2) y MM294 (pD3 y pD5). Como se observa en la figura 3 se
obtienen niveles de expresion variables: 15%, 8% y 20% para PD2, PD3 y PD5, respectivamente. Las
tallas obtenidas para cada construccion coincidieron con las esperadas: 25 kDa para PD2 y 80 kDa

para PD3 y PD5.

] & | ¥
116 d| | ;_ 4 .1 4 | T
94 kDa - W 94 kDa |
E7 kDa
&7 kDa _“
= o 45 kDa
SE ; pr— Rty
iy — 1 kDa
|
31 kDa 21 koa |
L . |
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Figura 3. Analisis por SOS-PAGE (A y C) y por Weslern biotiing (B y D) de la expresion de pD3, pD5 y

pDZ2 A Gelal 10%, C. Gel al 12%, B v [ Se empled el LAH anti-DEN-2

1. Patron de peso molecular, 2, MM294 transformada con pD1. 3. MM234 transformada con pD3. 4
MMZ04 transformada con pD8 & W3110 transformada con pM108. & W3110 transformada con
ph2
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5.2 Procesos de semipurificacion

A partir de la biomasa obtenida de las cepas transformadas con los plasmidios pD2, pD3 y pD5, se
realizé un proceso de ruptura en Prensa Francesa. Después de la centrifugacion del producto de la
ruptura, se analiz6é la cantidad de proteina recombinante presente en cada fraccion (precipitado y
sobrenadante), con el objetivo de determinar la relacién proteina insoluble/proteina soluble (ins/sol).

Segun se refleja en la tabla 1 y en la figura 4, la mayor relacién correspondié a la proteina PD2, la
cual sélo contiene el fragmento N-terminal de la P64k, le siguid la variante de fusion PD5 y por altimo
la variante de insercion PD3. La proteina PD2 se asocia mayoritariamente a la fraccion insoluble
después del proceso de ruptura mientras que las proteinas PD3 y PD5 se distribuyen en ambas
fracciones. En el caso de PD3, se obtuvo mayoritariamente asociada al sobrenadante mientras que

para PD5 fue a la inversa, la mayor cantidad se obtuvo asociada al precipitado de ruptura.
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Figura 4. Anélisis por SDS-PAGE al 12% (A) y al 10% (B y C) de las fracciones obtenidas después del proceso de
ruptura de las cepas transformadas con los plasmidios pD2 (A), pD3 (B) y pD5 (C).

1. Sobrenadante de ruptura.

2. Precipitado de ruptura.

Para conocer el efecto del estado de la solubilidad en la funcionalidad de las proteinas quiméricas se
decidié semipurificar las dos variantes de PD3 (PD3ins y PD3sol). Por otra parte, se decidié continuar

los procesos de semipurificacion con las variantes jnsolubles de PD2 y PD5.
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Primeramente, para desarrollar los procesos de extraccion de las variantes insolubles se realiz6 un
estudio de solubilizacién con urea a diferentes molaridades. El proceso de extraccion de las muestras
se realiz6 durante 30 min con agitacion lenta y luego centrifugacion. Como resultado, la extracciéon de
la totalidad de las proteinas que contienen a la P64k completa se logré con urea 5 M (PD3 y PD5);

sin embargo para la proteina PD2 fue necesario el empleo de urea 6 M (resultados no mostrados).

Tabla 1 Solubilidad de las proteinas quiméricas después del proceso de ruptura.

Proteinas  goprenadante de  Precipitado de Ins/sol
ruptura (sol) (mg)? ruptura (ins) (mg)®

PD2 0,9+/-0,1 9,5 +/-0,2 10,5 +/-1,1
PD3 8,6 +/- 0,2 4,7 +/- 0,3 0,5
PD5 5,6 +/- 0,2 10,2 +/- 0,2 1,8+/-0,1

Los valores reflejados se corresponden con el valor medio de tres experimentos independientes. @ Los mg de
proteinas se determinaron: mg = volumen del sobrenadante x concentracion de proteinas x porcentaje de pureza.
La proteina asociada al precipitado de ruptura se extrajo completamente con urea 8 M, luego se desal6 en
columnas PD10 y al eluato se le determiné la concentracion de proteinas.

Los mg de proteinas se determinaron: mg = volumen del eluato x concentracién de proteinas x porcentaje de
pureza.

Después de la centrifugacion de los extractos, éstos se aplicaron en una columna de Sephadex G-25
a flujo lento, previamente equilibrada en el tampdn TE y las muestras de la elucion se analizaron por
electroforesis. Como se muestra en la figura 5, las proteinas PD2 y PD5 alcanzaron un 75% de
pureza mientras que la proteina PD3 alcanzo6 solamente un 35%

de pureza.

Paralelamente, a partir del sobrenadante de ruptura correspondiente a la proteina PD3, se realiz6
una precipitacion con sulfato de amonio. Después de afiadir una cantidad de esta sal correspondiente
al 35% de saturacion, el precipitado obtenido se resuspendiéo en TE donde la proteina PD3 alcanz6

aproximadamente un 30% de pureza (Figura 5).
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1 7 3 4 5 Figura 5. SDS-PAGE al 12,5% de las
fracciones semipurificadas de las proteinas
‘ quiméricas.
skl i, - i 1 P64k. 2. PD2. 3. PD3sol. 4. PD3ins. 5.
67 kDa | %W PDS.

45 kD=

5.3 Caracterizacion antigénica

De los niveles de pureza alcanzados después de los procesos de purificacion, el mas bajo
correspondié a la proteina PD3. Segun se muestra en la figura 6, la mayor banda contaminante en la

preparacion semipurificada de PD3 se corresponde con la talla de 60 kDa.

84 kDa lugaa
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45 kDa i
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144kDa |2
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Figura 6. A. Andlisis por SDS-PAGE al 10% de la proteina PD3. 1. PPM; 2. Sobrenadante de ruptura (P64k); 3.
Sobrenadante de ruptura (PD3).

B. Western blotting con el AcM 448.

C. Western blotting con el LAH anti-DEN-2.

D. Western blotting con el AcM 114.

Con el objetivo de caracterizar la misma se realiz6 un Western blotting con un LAH anti-DEN-
2, con el AcM 448 que reconoce el N-terminal de la P64k y con el AcM 114, especifico a una regién del
C-terminal de la P64k. Como se observa, la banda correspondiente a PD3 es reconocida por los tres

Acs, mientras que la banda de 60 kDa, es reconocida solamente por
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el AcM anti-C-terminal de la P64k. Estos resultados indican que la banda de 60 kDa es un fragmento
de la P64k el cual no presenta la region N-terminal de la misma ni tampoco la regién correspondiente
al fragmento viral.

Con el objetivo de determinar el reconocimiento frente a sueros humanos del fragmento viral
fusionado o no a la P64k completa se escogieron las variantes insolubles de PD2 y PD3. Las
fracciones semipurificadas se caracterizaron por el reconocimiento con diferentes sueros policlonales
humanos de alto (>100 000) y bajo titulo anti-DEN-2 (<100 000). Como se observa en la figura 7, en
un ensayo de Western blotting, el fragmento correspondiente a la proteina de la envoltura fue
siempre reconocido por los sueros humanos ensayados, independientemente del contexto en la
P64k.

Se realizaron ademas ensayos de Dot blotting en condiciones nativas de las muestras, pero la
reactividad frente a una preparacion semipurificada de P64k fue alta debido a los contaminantes de

E. coli presentes en las muestras (resultados no mostrados).

3 d

p ] I-| 1 £ 4
e ey p— Figura 7. Andlisis por Western blotting de la
_\"1 B F | reactividad de las proteinas PD3 y PD2
ko | frente a sueros humanos positivos a DEN-2
\

de A: bajo titulo y B: alto titulo por ELISA.
1. Fraccion semipurificada de P64k.
| 2. Fraccion semipurificada de PD3ins.
| 3.Fraccion semipurificada de proteinas
- i contaminantes de E. coli, W 3110.
b | 4. Fraccién semipurificada de PD2.

Las fracciones semipurificadas de las variantes insolubles de PD2, PD3 y de la proteina PD5 se
caracterizaron también por reconocimiento con Acs policlonales y con un AcM murino en un ensayo
de Dot blotting (Figura 8). Se evidencié que los mayores reconocimientos se obtuvieron con el LAH
anti-DEN-2 para todas las variantes proteicas, sin diferencia apreciable entre ellos; sin embargo, si
se observé diferencias en el reconocimiento por el AcM 3H5 entre las muestras. Este AcM es
serotipo especifico, neutralizante y su reconocimiento frente al epitopo depende de la correcta
formacion del Unico puente disulfuro presente en el dominio Ill. La mayor sefial se obtuvo con PD3 y
PD5, mientras que la proteina PD2 mostr6 una reactividad muy baja. La variante soluble de PD3

exhibi6é el mismo patrén de reconocimiento que su contraparte insoluble (resultados no mostrados).
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: _2 3__ 4_ Figura 8. Reaclividad de las fracciones semipunficadas de las
1 r protainas quiméricas frente al LAH anti-DEN-2 (&) v al Ach 3H5 (B)
E ﬂ ﬁn A mediante Dot blotting
1. PBdk
3 . PD2
PO3ins
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5.4  Evaluacion inmunolégica en ratones

Considerando la baja reactividad obtenida con PD2 frente al AcM 3H5 se decidié evaluar Gnicamente
las proteinas quiméricas PD3 y PD5 que contenian la P64k completa. Para ello, se inmunizaron
ratones Balb/c con las preparaciones semipurificadas. La aparicion de Acs reactivos al DEN-2 se
determiné mediante un ELISA de captura a través del cual se determinaron los titulos por dilucion a
punto final de los sueros 15 dias tras la ultima dosis (Figura 9).

En todos los animales inmunizados con las proteinas recombinantes se obtuvieron titulos antivirales
significativos con respecto al grupo inmunizado con P64k [control (-)] (p<0,05). Por otra parte, no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los titulos obtenidos con ambas variantes
de PD3 y con el grupo inmunizado con la preparacién viral (p>0,05); sin embargo, el grupo
inmunizado con PD5 presentd los titulos de Acs mas bajos, exhibiendo diferencias estadisticamente

significativas con los generados por ambas variantes de PD3 y DEN-2 (p<0,05).
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Grupos
Figura 9. Reactividad frente al virus DEN-2 de los anticuerpos generados por la inmunizacion de las proteinas

quiméricas. Letras desiguales indican diferencias significativas (p<0,05), segun la prueba de rangos mudltiples
paramétrica SNK. N=10.
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Figura 10. Titulos de anticuerpos neutralizantes anti-DEN-2 generados en ratones inmunizados con las proteinas
quiméricas del serotipo 2. Letras desiguales indican diferencias significativas (p<0,05), segun la prueba de
rangos multiples paramétrica SNK. N=10.

Para evaluar la funcionalidad de los Acs inducidos por la inmunizacibn con las proteinas
recombinantes, se realizdé el ensayo de neutralizacion viral mediante la técnica de reducciéon del
nimero de placas (PRNT) (Figura 10). Similar a lo obtenido en el ELISA antiviral, no hubo diferencias
significativas en los titulos de Acs neutralizantes generados por las dos variantes de la proteina PD3,
los cuales fueron comparables a los titulos de Acs en los ratones inmunizados con una dosis de virus
homélogo infectivo (titulo de la mezcla de los sueros: 1: 160). Contrariamente, cuando se comparan
con los titulos generados por la inmunizacion con PD5 estos ultimos fueron significativamente
menores (p<0,05). Por udltimo, no se detect6 ninguna actividad neutralizante en los Acs generados
con la preparacion semipurificada de la proteina P64k, como control (-).

5.5 Ensayo de proteccién

Teniendo en cuenta la similitud en cuanto a antigenicidad y capacidad de generar Acs antivirales y
neutralizantes con las dos variantes de PD3, se decidi6 realizar el reto viral Unicamente con la
variante insoluble y asi comparar con PD5 que se obtiene mayoritariamente de esta manera. Para
ello, un mes después de la ultima dosis, los ratones de cada grupo inmunizado se inocularon
intracranealmente con 100 DLso de virus DEN-2. Teniendo en cuenta que dicha preparacién contiene
un virus altamente neuroadaptado en cerebro de raton, los animales una vez inoculados desarrollan
signos severos de encefalitis que incluyen enzamiento del pelo, pérdida de peso, inmovilidad y por

tltimo la muerte.
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Figura 11 Proteccién ante el reto con DEN-2 letal (100 DLso) en ratones inmunizados con las
proteinas PD3 y PD5. A. Morbilidad; B. Mortalidad. Letras desiguales indican diferencias significativas
segln la prueba t de comparacion de porcentajes. Dentro del recuadro se sefiala la zona de
diferencias estadisticamente significativas en términos de morbilidad. DEN-2, N=10; PD3, N=7; PD5
N=9, PD5; P64k N=9.

A partir del dia 7 los animales inmunizados con las proteinas recombinantes comenzaron a
enfermarse de la misma manera que los del grupo inmunizado con P64k, exhibiendo sintomas ligeros
(Figura 11). Ya en el dia 9 todos los animales estaban enfermos, excepto aquellos inmunizados con
el virus infectivo. A partir del dia 11 comenzaron a morir y ya en el dia 17 todos los ratones del grupo
control (-) (P64k) habian muerto, mientras que el 28 y 44% de los animales de los grupos
inmunizados con PD3 y PD5, respectivamente permanecieron vivos, pero enfermos. En los dias
posteriores dichos ratones comenzaron a recuperarse encontrdndose totalmente sanos en el dia 21.
En el caso del grupo inmunizado con la preparacion viral ningdn ratéon enferm6 ni murié durante el

periodo de observacion.
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Finalmente se pudo determinar que los porcentajes de sobrevida alcanzados para los grupos
inmunizados con PD3 y PD5 fueron de 28 y 44%, diferentes significativamente con respecto al grupo
control (-) (ts=2,24* y ts=-3,09***, respectivamente).

5.6 Consideraciones generales

Todos los resultados descritos anteriormente responden al cumplimiento de una parte del primer
objetivo del presente trabajo. Se obtuvieron tres proteinas quiméricas que contienen el fragmento
viral de la envoltura del virus DEN-2 fusionado en dos posiciones de la proteina P64k de Nelsseria
menlngitidis y al fragmento N-terminal de ésta. Después de la caracterizacidon antigénica de estas
proteinas se demostro la necesidad de la presencia de la proteina portadora para la exposicién de un
epitopo neutralizante y serotipo especifico, por lo que se descarté el empleo de la proteina PD2 para
la evaluacién en ratones. Seguidamente se evidencio la generacion de una respuesta neutralizante y
protectora tras la inmunizacion de ratones con las dos variantes quiméricas que contenian la P64k
completa Debido a que la mayor respuesta neutralizante se generé con la proteina PD3 y se observo
una tendencia a una mayor proteccion con PD5, se decidi6 evaluar ambas proteinas en un modelo

mas cercano al hombre: monos Macaca fascicularis.
5.7 Evaluaciéon inmunolégica en monos Macaca fascicularis

Se formaron tres grupos de monos con un disefio segln el peso, sexo, Acs anti-P64k y parametros

clinicos, quedando conformados de la siguiente manera:
Tabla 2 Distribucion de los monos para el esquema de inmunizacion.

Identificacion Acs anti-P64k Sexo Peso (kg) Inmunoégeno
| < 1:50 M 4,87 P64k
I < 1:50 M 3,54
I 1:100 M 4,59
| <150 M 3,72 PD3
1|50 M 3,58
I <150 M 3,17
I 1]50 M 5,89 PD5
<1150 H 3,03
I 1|50 H 3,03

Las inmunizaciones se realizaron con las proteinas PD3 y PD5 segun el esquema 0, 1, 3y 7 meses.
Posteriormente, 44 dias tras la Gltima dosis, cada animal se inoculé con una preparacién de virus

DEN-2 infectivo. Las extracciones de sangre se realizaron diariamente
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durante los 10 primeros dias posteriores al reto para estudiar el desarrollo de viremia. Este parametro
se midié6 por RT-PCR y por aislamiento viral en células Vero. La tabla 3 refleja los resultados de

viremia por ambos métodos en cada grupo de monos.

Tabla 3. Seguimiento de la viremia después del reto con DEN-2 infectivo en los monos inmunizados con PD3,

PD5 y P64k.
Dias / 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Monos
PD3 1 -/-2 -/- -/+ -/+ -/+ -/-
PD3I -I- -I- -I- -I-
PD3 Il -/+ -/+ -/+ ++ -/+ -+ -/- -/-
PD5 | I+ -I- I+ T I n -I-
PD5 II 7] -I- s -I- -I- y
PD5 Il T+ -I- -I- -I- -I- -I-
P64k | -1+ ++ ++ -1+ -1+ -I-
P64k 11 -/+ -/+ ++ ++ +/+ -I+ -/- -/- -/-
P64k Il -/+ ++ +/+ ++ -/+ -1+ -/- -/-

a En el numerador se refleja el resultado del aislamiento viral en células Vero y en el denominador el de la amplificacion de un
fragmento de ARN viral por RT-PCR. En negritas se representan los dias positivos por al menos una de las dos técnicas
ensayadas. Letras desiguales indican diferencias significativas segin la prueba t de comparacién de porcentajes con los datos
obtenidos por RT-PCR. Numeros desiguales indican diferencias significativas por la misma prueba estadistica con los datos

obtenidos por aislamiento viral.

Considerando los datos obtenidos por la técnica de aislamiento viral, la presencia del virus en los tres
monos inmunizados con P64k se detectd con un valor medio de 2,6 dias. Por otra parte, en el grupo
inmunizado con PD3, solamente se obtuvo aislamiento viral en el mono PD3 Ill en el dia 4 después
del reto, mientras que en los monos inmunizados con PD5 no se aislo virus en ninguno de los sueros
de los dias analizados.

Paralelamente, a través de la técnica del RT-PCR se obtuvo amplificacion del fragmento de ARN viral
en 5,6 dias como promedio en el grupo inmunizado con la proteina P64k Por otra parte, en el grupo
inmunizado con PD3, en el mono PD3 Ill se obtuvo amplificacién durante 6 dias posteriores al reto
mientras que en el mono PD3 | solamente se detectd la banda en tres dias posteriores al reto (dias 3,
4 y 5). Contrariamente, en el mono PD3 IlI, no se obtuvo amplificacién viral en ninguna de las

muestras de sueros de los diferentes dias.
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En el grupo inmunizado con la proteina PD5, en los monos PD5 | y PD5 Il se detecté amplificacion
viral en dos dias (dia 2 y 5 post-reto) y un dia (dia 3 post-reto), respectivamente. Adicionalmente y
similar al mono PD3 Il, no se obtuvo amplificacién alguna en ninguna de las muestras de suero del
mono PD5 Il después del reto.

Teniendo en cuenta la técnica de aislamiento viral, los grupos inmunizados con las proteinas
quiméricas se protegieron significativamente con respecto al grupo control [ts=-2,11*(PD3) y ts=-
4,11***(PD5)]. De la misma manera, considerando los datos del RT-PCR, se logr6 proteccion
significativa en los grupos inmunizados con PD3 y PD5, aunque en el caso de PD5 fue
significativamente mayor (ts=1,99%).

Quince dias tras la cuarta dosis, los sueros de los monos inmunizados con las proteinas
recombinantes se analizaron por su capacidad de neutralizar la infectividad viral a través de la
técnica PRNT. Adicionalmente, se analizaron por la misma técnica los sueros extraidos 18 dias tras
el reto de los monos inmunizados con P64k, lo cual equivale a una inmunizacién viral. Como se
muestra en la figura 12, se detecté una gran variabilidad en los titulos de Acs neutralizantes en los
grupos inmunizados con las proteinas quiméricas y no hubo diferencias significativas al compararlos
con los generados en el grupo control (p>0,05). Estos resultados indicaron que la inoculacion de
cuatro dosis de las proteinas recombinantes gener6 una respuesta neutralizante similar a la
inmunizacion viral en los monos. Por otra parte, los animales que presentaron mayores titulos
neutralizantes no fueron los totalmente protegidos (Tabla 3 y Figura 12), indicando una falta de

correlacion entre estos dos parametros (p<0,05).

bl (]| LI PN meisg
PEak PD3 PDS DEM-2

Figura 12. Comparacion de los titulos de anticuerpos neutralizantes en los monos inmunizados con PD5, PD3 y P64k
antes y después del reto (DEN-2). Letras desiguales indican diferencias significativas (p<0,05), segun la prueba de
Kruskal Wallis y el andlisis por SNK no paramétrico.
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5.8 Consideraciones generales

Hasta este punto se le da cumplimiento al objetivo 1. Primeramente se evidencidé que las dos
variantes de proteinas quiméricas (PD3 y PD5) generaron una respuesta inmune humoral similar a la
inducida por la infeccion viral. Se demostré, ademas, por primera vez con una proteina recombinante
del virus dengue, que la inoculacion de la variante quimérica de fusion del fragmento viral al C-
terminal de la P64k (PD5) impidi6 el aislamiento viral en el suero de los monos retados con el virus
infectivo. Por estas razones se decidi6 realizar las construcciones genéticas posteriores similares a

PD5 empleando el fragmento de la envoltura del resto de los serotipos virales.

5.9 Clonacién y expresion de las variantes de fusion al C-terminal de la P64k

correspondientes a los serotipos 1,3y 4

A partir del sobrenadante de cultivo viral de las cepas correspondientes a DEN-1, DEN-3 y DEN-4 se
realiz6 un RT-PCR con cebadores conteniendo el sitio de restriccion Bam-HI. Las bandas amplificadas
de 426 pb, codificantes para los aa 286 al 426 de la proteina E de cada serotipo (figura 13), se
purificaron y se digirieron con la enzima Bam HI| para la clonacién en el vector PGEM-T.
Posteriormente, después de digeridos los plasmidios resultantes, las bandas se clonaron en el vector
pD4. Como resultado se obtuvieron los plasmidios de expresién pD10 (DEN-1), pD18 (DEN-3) y pD19
(DEN-4) (Figura 14).

Figura 13. Amplificacion de la banda de 426 pb de la proteina E
de DEN-1, 3y 4.

1. PPM X Hind Il (kb): 9,0; 6,6; 4,3; 2,3; 2,0; 0,5.
2.  Control (-).

3. Banda amplificada a partir del DEN-1.

4. Control (-).

5. Banda amplificada a partir del DEN-3.

6. Control (-).

7. Banda amplificada a partir del DEN-4.
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Figura 14 Estrategia de clonacion para la obtencion de los plasmidios pD10 (DEN-1), pD18 (DEN-3) y pD19
(DEN-4). ptrip: promotor del operén triptofano; IpdA: gen codificante para la proteina P64k; f DEN-1, f DEN-3 y f
DEN-4: fragmento codificante para los aa 286 al 426 de la E de DEN-1, 3 y 4, respectivamente.

Diferentes cepas de E.coli se transformaron con cada uno de los plasmidios generados y

contrariamente a lo obtenido con PD5, los mayores niveles de expresion se alcanzaron con la
N

cepa HB101, oscilando entre un 10 y un 15%, segun el serotipo. Se detectaron bandas en la talla de
80 kDa aproximadamente, no presentes en las cepas transformadas con el vector pD4, las cuales

fueron reconocidas por los LAH generados contra los virus de serotipo homdlogo (Figura 15).
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5.10 Procesos de semipurificaciéon
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Figura 15. Analsis de las celulas
transformadas con Ios plasmidios
recombinantes. A, 305 PAGE al 10%. B
Weslern blofting can los LAH contra los virus
homologos: DEN-1. DEN-3 y DEN-4. La
muestra contral (- (PB4k) s& enfrentd a
mezcla de los LAH contra los cuat
senatipos (M)
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3. PDIG
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La biomasa obtenida después del crecimiento de las cepas transformadas con los plasmidios pD10

(DEN-1), pD18 (DEN-3) y pD19 (DEN-4) se resuspendioé en tampon de lisis para el proceso de ruptura

en Prensa Francesa. Como resultado las proteinas se distribuyeron mayoritariamente en la fraccion

insoluble después de la centrifugacion del producto de la ruptura celular. Teniendo en cuenta que la

preparaciéon de PD5 insoluble fue la ensayada en monos, se decidié continuar con las variantes

insolubles, que ademas se obtienen con mayor nivel de pureza que sus contrapartes solubles

(resultados no mostrados). Cada una de las proteinas recombinantes se extrajo con urea 5 My el

extracto resultante se aplico en una columna de G-25. Como resultado se obtuvieron preparaciones

con aproximadamente un 75% de pureza segun se muestra en la figura 16.

84 k0a

45 kDa

Figura 16. SDS-PAGE al 10% de las fracciones semipurificadas
de las proteinas quiméricas.
1. PPM; 2. P64k; 3. PD10 (DEN-1); 4 PD18 (DEN-3); 5. PD19

(DEN-4).
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Finalmente, con el objetivo de conocer el estado de agregaciéon de las proteinas, cada una de las
preparaciones se analiz6 por HPLC. EIl perfil obtenido para todas las proteinas coincidio con el
mostrado en la figura 17 para PD5 (DEN-2), es decir un patrén heterogéneo con presencia de

agregados de alta talla molecular.
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=
1

Figura 17. Cromatograma de HPLC en Superdex 200 de fraccion semipurificada de PD5. A: formas agregadas.
M: mondmero.

5.11 Caracterizacion antigénica

Las fracciones semipurificadas de cada una de las proteinas se enfrentaron a LAH anti-DEN de los
serotipos homoélogos y se determiné la reactividad mediante Dot blotting. Se comparé ademas la
reactividad de PD5 semipurificada con respecto a la preparacién viral de DEN-2. Como se observa
en la figura 18, en todas las proteinas quiméricas se detectaron niveles de reactividad comparables a

los obtenidos con las preparaciones virales homologas.

1 2 3
A % C “ D *
B B - | B
3 3
4
E
B

Figura 18. Reactividad de las fracciones semipurificadas de las proteinas quiméricas frente a LAH anti-
DEN.
A. LAH anti-DEN-1; B. LAN; C. LAH anti-DEN-2; D. LAH anti-DEN-3; E. LAH anti-DEN-4.

1. p64k; 2. PD10; 3. CN; 4. DEN-1; 5. PD5; 6. DEN-2; 7. PD18; 8. DEN-3; 9. PD19; 10. DEN-4.
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5.12 Evaluacion inmunoldgica en ratones

Con el objetivo de evaluar la inmunogenicidad en ratones, éstos se inocularon con las preparaciones
semipurificadas de las proteinas quiméricas correspondientes a los serotipos

1, 3y 4. La aparicién de Acs reactivos a los virus homélogos correspondientes se detecté mediante
un ELISA de captura, a través del cual se determinaron los titulos por diluciéon a punto final de los
sueros 15 dias tras la tercera dosis. Se inocularon, ademas, tres grupos con las preparaciones virales
infectivas correspondientes a los serotipos 1, 3 y 4, y un grupo con la proteina P64k como control

negativo. Los datos obtenidos se muestran en la figura 20.
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Figura 20 Reactividad frente a DEN-1, DEN-3 y DEN-4 de los anticuerpos generados por la
inmunizacién con las proteinas quiméricas PD10, PD18 y PD19, respectivamente. Letras desiguales
indican diferencias significativas (p<0,05), segun la prueba de rangos multiples paramétrica SNK. N=10.

En todos los animales inmunizados con las proteinas quiméricas se obtuvieron titulos significativos
contra los virus homélogos respecto al grupo control (-) (p<0,05). Los mayores titulos se generaron
tras la inmunizacion con PD10 y PD18 mientras que los niveles alcanzados con PD19 fueron los més
bajos. Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de Acs generados en
los grupos inmunizados con PD10 y PD18 al compararlos con los obtenidos en los grupos
inmunizados con los serotipos virales homélogos. No obstante la menor respuesta se obtuvo con

PD19, con gran diferencia respecto al grupo inmunizado con DEN-4 (p<0,01).

54



Resultados

Paralelamente, para evaluar la funcionalidad de los Acs inducidos se realiz6 el ensayo de PRNT

(Figura 21).
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Figura 21. Titulos de anticuerpos neutralizantes frente a los virus homoélogos, generados en ratones inmunizados
con las proteinas quiméricas PD10, PD18 y PD19. Letras desiguales indican diferencias significativas (p<0,05),
segun la prueba de rangos multiples paramétrica SNK. N=10.

En concordancia con lo obtenido por el ensayo ELISA, los niveles de Acs neutralizantes fueron
mayores en el caso de los grupos inmunizados con PD10 y PD18, en este caso sin diferencias
estadisticas entre ellos (p>0,05), mientras que en el grupo inmunizado con PD19 solo el suero de un
ratén neutralizo la infectividad viral a la dilucién de 1:10. En el grupo inmunizado con P64k todos los
sueros fueron negativos, exhibiendo diferencias estadisticamente significativas con el resto de los
grupos (p<0,05). Por dultimo, los animales inmunizados con dos de las preparaciones virales,

generaron anticuerpos neutralizantes (resultados no mostrados).

5.13 Ensayos de proteccion

Los 10 animales de cada grupo a los que no se les extrajo sangre se emplearon para el ensayo de
proteccion. Estos se inocularon intracranealmente con las cepas virales correspondientes al serotipo
homologo, con la dosis de 100 DLso y se observaron durante 21 dias. En las figuras 22, 23 y 24 se
reflejan las cinéticas de morbilidad y mortalidad para los grupos retados con los serotipos 1, 3 y 4,

respectivamente.
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Figura 22. Proteccion ante el reto con DEN-1 letal (100 DLso) en ratones inmunizados con la proteina PD10. A.
Morbilidad; B. Mortalidad. Letras desiguales indican diferencias significativas, segin la prueba t de comparacion
de porcentajes. Dentro del recuadro se sefiala la zona de diferencias estadisticamente significativas en términos
de morbilidad. N=10.

Para el serotipo 1 se observo que los ratones del grupo control (-) (P64k), se comenzaron a enfermar
el dia 8 alcanzando un 50% de morbilidad, mientras que en los grupos inmunizados con PD10 y DEN-
1 los ratones aun no habian comenzado a manifestar ningln signo en este dia. A partir del dia
siguiente se comenzaron a enfermar los animales de los grupos inmunizados con PD10 y DEN-1
mientras que todos los del grupo control (-) estaban enfermos. Ya en el dia 12 todos los animales
inmunizados con la proteina recombinante se habian enfermado, mientras que en el grupo DEN-1
solamente un 20% manifestd signos leves, porcentaje maximo alcanzado durante todo el periodo. No
obstante, es necesario resaltar que la magnitud de la enfermedad en los animales del grupo control (-) fue

superior a la de los ratones del grupo inmunizado con PD10.
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En términos de mortalidad la diferencia entre el grupo control (-) y el inmunizado con PD10 fue mas
notable (ts=-5,59***). En este Ultimo se murié solamente un ratén en el dia 15 mientras que ya todos los
animales del grupo inmunizado con P64k habian muerto. Por otra parte, en el grupo inmunizado con
DEN-1, todos los animales sobrevivieron. Se detecté un gran nivel de recuperacion en los animales
del grupo inmunizado con PD10, alcanzando un 90% de ratones sanos, estadisticamente similar al
porcentaje alcanzado en el grupo inoculado con la preparacion viral (ts=-1,45 n.s).

La cinética de morbilidad y mortalidad para el serotipo 3 se muestra en la figura 23. Teniendo en
cuenta que la cepa viral empleada no produce la muerte en la totalidad de los ratones Balb/c, sino
solamente el desarrollo de los signos de la encefalitis viral, el criterio de proteccidon seleccionado fue la
ausencia de enfermedad

A partir del octavo dia después del reto, los animales del grupo control (-) comenzaron a enfermarse con
signos leves, y al préximo dia, ya todos fueron considerados enfermos con signos de encefalitis bien
definidos. En el dia noveno no se observé ningun signo de enfermedad en los ratones del grupo
inmunizado con DEN-3 ni en los del grupo inmunizado con PD18, mientras que ya todos los del grupo
control (-) estaban enfermos. Posteriormente, en el décimo dia, un animal perteneciente al grupo
inoculado con DEN-3 presentd signos leves que duraron hasta el siguiente dia y se recuperd
totalmente en el dia 12. Por otra parte, en el dia 17, dos ratones del grupo inmunizado con PD18
también se consideraron enfermos leves, recuperandose totalmente el dia 21. En general podemos
destacar que en el grupo inmunizado con DEN-3 y en el grupo inmunizado con PD18 se alcanzaron
porcentajes similares de morbilidad (10 y 20%, respectivamente) sin diferencia significativa entre ellos
(ts=0,11 n.s), mientras que en el grupo control (-) hubo un 100% de ratones enfermos e incluso uno de
ellos murid, revelando diferencias significativas con respecto a los dos grupos anteriores

[ts=5,03***(DEN-3) y ts=4,82***(PD18)].
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Figura 23. Proteccién ante el reto con DEN-3 (100 DLsp) en ratones inmunizados con la proteina PD18. A.
Morbilidad; B Mortalidad. Letras desiguales indican diferencias significativas segun la prueba t de comparacion
de porcentajes. N=10.

En el ensayo de reto con el serotipo 4, al igual que con los serotipos 1y 2, el criterio de proteccion se
correspondié con el nivel de sobrevida.

Como se observa en la figura 24, los ratones del grupo control (-), al igual que los del grupo
inmunizado con PD19, comenzaron a enfermarse en los dias 6 y 7, respectivamente y ya en el Gltimo
de estos dias el 100% de los animales se consideraron enfermos. Paralelamente, los animales del
grupo inmunizado con DEN-4 no se enfermaron durante todo el periodo de observacién posterior al
reto. En el dia 15 todos los animales del grupo control (-) habian muerto mientras que en el grupo
inmunizado con PD19 el 40% de los ratones permanecian vivos, los que a partir de entonces
comenzaron a recuperarse paulatinamente, considerdndose sanos Unicamente al dia 20. Como

resultado se obtuvo un 40% de sobrevida
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el grupo inmunizado con PD19 siendo significativamente superior al nivel alcanzado en el grupo

control (-), donde todos los ratones murieron (ts=-2,98**).
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Figura 24. Proteccién ante el reto con DEN-4 letal (100 DLso) en ratones inmunizados con la proteina PD19. A.

Morbilidad; B. Mortalidad. Letras desiguales indican diferencias significativas, segun la prueba t de comparacién

de porcentajes. Dentro del recuadro se sefiala la zona de diferencias estadisticamente significativas en términos
de morbilidad. N=10.

5.14 Consideraciones generales

Los resultados reflejados en el tercer grupo de experimentos dan cumplimiento al segundo objetivo
del presente estudio. Se obtuvieron las tres construcciones basadas en la fusion del fragmento de la
envoltura de los serotipos 1, 3 y 4 al C-terminal de la P64k. Dichas proteinas se reconocieron por los

LAH contra los virus homologos y generaron una respuesta inmune funcional en ratones de Acs

antivirales, neutralizantes y proteccion frente al reto con virus
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infectivo homélogo. A pesar de obtenerse niveles variables en la proteccién con cada serotipo, en

todos los casos fue significativa con respecto al grupo control (-).
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6 DISCUSION

Dentro de la estructura de la proteina de la envoltura del DEN, el dominio Ill constituye un blanco
fundamental de Acs neutralizantes antivirales (Crill y Roerigh, 2001). Después de la resolucién de la
estructura del virion se pudo confirmar el alto nivel de exposiciéon de dicho dominio, lo cual concuerda
con su rol esencial en la unién al posible receptor celular en las células blanco (Kunh et al., 2002).
Por otra parte, se conoce que en esta region se encuentran epitopos de células T CD4+ y CD8+,
siendo uno de ellos capaz de conferir proteccion frente al reto viral en ratones Balb/c (Van Der Most
et al., 2000). Teniendo en cuenta dichas caracteristicas y la demostracion de la generacién de una
respuesta funcional en ratones con este dominio recombinante (Simmons et al., 1995), en este
trabajo éste se tom6 como la base de un posible candidato vacunal contra el virus dengue.
Adicionalmente, se incluyeron 14 aa anteriores y 26 posteriores al dominio Ill, que constituyen
regiones de conformacidn al azar que le imprimen movilidad y flexibilidad y como consecuencia, se
incrementa la posibilidad de una conformacién correcta. Los ultimos aa, ademas, estan relacionados
con la fusogénesis del viribn una vez internalizado en la célula (Harrison y Modis, 2003). La regién
seleccionada (aa 286 al 426) solo contiene un puente disulfuro por lo que se considerd factible
obtenerla en la bacteria E. coli como proteina de fusion.

Si bien se ha reportado la obtencion de proteinas de fusién conteniendo la region del dominio Il de la
proteina E del virus DEN, las proteinas portadoras empleadas han presentado problemas en cuanto a
la purificacion a mayor escala y su posible uso en humanos (Srivastava et al., 1995; Simmons et al.,
1998). Srivastava et al. (1995) emplearon la proteina A de Stafilococus aurius, la cual reacciona con
la region Fe de los Acs imposibilitando su futuro empleo en humanos. Por otra parte, Simmons et al.
(1998) emplearon la proteina de unién a maltosa (MBP) de E. coli, que ademés de no estar ensayada
en humanos, los procesos de purificacion reportados de la proteina de fusion resultante se aplican
Unicamente al nivel de laboratorio. Por Ultimo, en ninguno de los casos se ha reportado su capacidad
portadora ni protectora en primates no humanos.

En el presente trabajo la proteina seleccionada a fusionar fue la P64k de Neisseria meningitidis,
cuyas propiedades como proteina portadora (Alvarez et al., 1997; Gonzalez et al., 2000a) y su
demostrada seguridad en humanos (Pérez et al., 2001), la hacen atractiva para incluirla dentro de un
candidato vacunal contra el dengue.

Con el objetivo de determinar el efecto de dicha proteina sobre el fragmento viral, se disefiaron tres

variantes de fusion. En una de ellas se emplearon solamente los primeros 45
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aa de la P64k, region que ha funcionado como sistema de expresidn con proteinas heterélogas,
rindiendo altos niveles de las proteinas recombinantes resultantes (Carmenate et al., 2001; Niebla et
al., 2001). Al parecer, la presencia de este fragmento estabiliza el ARNm y no permite una
degradacion extensiva del mismo (Silva et al., 1998). Por otra parte, considerando la P64k completa,
una de las variantes la constituyé la insercién del fragmento de la proteina E en el dominio de unién al
acido lipoico de la P64k. En estudios previos de cristalografia para determinar la estructura 3D de
dicha proteina, se pudo determinar el caracter expuesto de este dominio (Tozawa et al., 2001).
Adicionalmente, por estudios inmunoldgicos se demostrd la presencia de epitopos inmunodominantes
en el extremo N- terminal (Gonzalez et al., 2000b).

Por ultimo, la tercera variante se formé por la fusién del fragmento viral al C-terminal de la P64k, ya
gue dicho fragmento en esta posicién podria presentar una mayor movilidad asi como una separacion
estructural del dominio catalitico de la P64k. También en estudios de inmunogenicidad se demostro
que el extremo C-terminal es altamente inmunogénico (Guillén et al., 1998).

Al realizar los estudios de expresién de los genes quiméricos resultantes, se obtuvo que pD3 (DEN-2),
variante de insercion, presentd un menor porcentaje al ser comparado con los dos restantes: pD2
[variante de fusion del fragmento de la E (DEN-2) a los primeros 45 aa de la P64k] y pD5 [fragmento
viral (DEN-2) fusionado al C-terminal de la P64Kk], Uno de los factores que pudo influir es el origen de
replicacion presente en el plasmidio de cada construccién. En el caso de pD3 el plasmidio contiene el
origen de pBR-322, lo cual genera un bajo nimero de copias en la célula comparado con los
plasmidios de origen de PUC (pD2 y pD5), que generan alto niumero de copias (Sambrook et al.,
1989). Los niveles de expresion obtenidos con pD2 y pD5 se correspondieron con los reportados para
el gen IpdA (codificante para la P64Kk) en E. coli, asi como los descritos para otras variantes de fusién
obtenidas en este sistema (Musacchio et al., 1997; Niebla et al., 2001). Dichos niveles son superiores
a los reportados para otros genes recombinantes basados en la proteina E del virus del DEN
obtenidos en levadura y células de insectos con baculovirus como vectores (Staropoli et al.,

1997).

Otro de los factores que influyéd negativamente en los porcentajes de expresion de pD3 fue la
presencia de un grupo de bandas de aproximadamente 60 kDa las cuales no se detectaron en las
células transformadas con el plasmidio codificante para la P64k. La falta de reactividad de estas

bandas, también presentes en el sobrenadante de ruptura de PD3, con el LAH
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murino anti-DEN-2, revel6 que no contenian la regién del fragmento viral. Por otra parte, la falta de
reactividad con el AcM anti-N-terminal de la P64k, corrobor6 que la regién N-terminal de la proteina
quimérica no estaba presente en las bandas de baja talla. Adicionalmente, al obtenerse una alta
reactividad de las mismas frente al AcM anti-C-terminal de la P64k se revel6 su identidad
correspondiente a un fragmento de la P64k. Al parecer, desde los inicios de la sintesis de la proteina
recombinante, ocurre un fenédmeno de degradacion alrededor de la zona de fusidn del fragmento viral
y la proteina P64k probablemente como resultado de la accesibilidad al ataque de proteasas
bacterianas.

Este constituye el primer reporte de degradacion significativa de una proteina de fusion conteniendo
P64k y una regién de proteina heteréloga insertada en el LBD. En general, se han obtenido niveles
de degradacion, pero en todos los casos mucho menores que los aqui reflejados (Espinosa,
comunicacién personal). Particularmente el fragmento viral constituye la region de mayor talla
ensayada en este sistema, ya que los estudios previos se correspondieron con el EGF y el TGF
formados por 50 aa, constituyendo solo una tercera parte del fragmento viral (resultados pendientes
de publicacion). No obstante, debemos sefialar que el mismo fragmento viral fusionado al C-terminal
de la P64k (PD5) no genero un nivel de degradacion significativa en la proteina quimérica resultante,
lo cual indica que la posicion de fusion es clave en el nivel de degradacion.

Otro de los parametros estudiados en el presente trabajo fue el patron de solubilidad. El analisis por
SDS-PAGE de las fracciones obtenidas mostré la presencia de PD2 asociada al precipitado de
ruptura y contrariamente a lo ocurrido con las proteinas PD3 y PD5, las cuales se distribuyeron entre
el precipitado y el sobrenadante de ruptura en diferentes proporciones. En el caso de PD2, el
comportamiento ha sido similar al obtenido con otras proteinas recombinantes expresadas en este
mismo sistema (Carmenate et al., 2001; Niebla et al., 2001), que se han obtenido formando cuerpos
de inclusién en el citoplasma, probablemente como resultado de un estado de desnaturalizacién y
agregacion dentro de la célula. En el caso de PD3 y PD5, debido a que el fragmento de la envoltura
esta fusionado a la proteina P64k completa, la cual se obtiene mayoritariamente soluble en el
citoplasma de la bacteria (Guillén et al., 1998), ésta puede actuar como foldasa del fragmento y no
afectarse draméaticamente su estructura en la proteina quimérica resultante. A esto se le adiciona el
hecho de que la extraccion de las formas insolubles se realiza a una molaridad de urea mas baja que
la empleada para extraer PD2. Por otra parte, la ditribucién de PD3 favorecida hacia el sobrenadante

de ruptura, y contraria a PD5, podria explicarse por la menor expresion
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de pD3 y como consecuencia, una menor cantidad de esta proteina para ser plegada en la célula, lo
cual impediria una saturacion en el mecanismo de plegamiento, fenbmeno probablemente asociado a
PD5.

Seguidamente, con el objetivo de caracterizar antigénicamente las tres proteinas recombinantes,
éstas se enfrentaron a varios Acs monoclonales y policlonales murinos y humanos. Primeramente, el
hecho de que por Western blotting las tres variantes proteicas hayan sido reconocidas por sueros
humanos de bajo y alto titulo a DEN-2, demuestra la inmunogenicidad de esta region tras la infeccion
viral en humanos. Las posibles diferencias estructurales no se pueden definir en este sistema debido
a que son electroforesis con agentes desnaturalizantes, donde se exhiben sélo epitopos lineales. Se
realizaron ademas ensayos de Dot blotting en condiciones nativas de las muestras, pero la reactividad
frente a una preparacion semipurificada de P64k fue alta. De la misma manera los reconocimientos
por LAH anti-DEN-2 no fueron sustancialmente diferentes entre las proteinas.

Contrariamente, los analisis de antigenicidad con el AcM 3H5 si revelaron diferencia entre PD2 y las
variantes que contienen a la P64k completa. El hecho de que PD3 y PD5 '/£ presentaran un mayor
nivel de reactividad en comparacién con PD, demuestra una diferencia en el estado de las cisteinas del
fragmento viral en cada variante. La reactividad con el AcM 3H5 también ha sido reportada con la proteina
E recombinante expresada en baculovirus (Staropoli et al., 1997). Este AcM posee actividad neutralizante,
serotipo especifica, cuyo reconocimiento requiere de la formacion correcta del Unico puente disulfuro
presente en el dominio Il de la proteina E (Megret et al., 1992). Al parecer, la fusion a P64k influye en la
formacion correcta de dicho puente, corroborando su posible accidn positiva en el plegamiento del
fragmento viral.

Hasta este nivel, se pudo determinar que la conformacién de la region del dominio viral del serotipo 2
fusionada solamente a los primeros 45 aa de la P64k (PD2), adquiria una conformacion diferente y
menos favorable que la de esta misma region presentada en la P64k completa en las dos posiciones
(PD3 y PD5). Por esta razén se decidi6 realizar los esquemas de inmunizacién en ratones Balb/c
solamente con las proteinas PD3 y PD5. Debido a que Fonseca et al. (1991) habian reportado que las
proteinas de fusion formadas por la Trp de E. coli y fragmentos de la E no generaron una respuesta
inmune funcional debido al proceso de renaturalizacién de los cuerpos de inclusion, decidimos
estudiar el efecto de la renaturalizacion por G-25 sobre la proteina PD3. La variante soluble de PD3

se semipurific6 empleando la precipitacién con sulfato de amonio, lo cual permitié obtener una
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preparacién con un nivel de pureza similar al de su contraparte insoluble renaturalizada y asi
compararlas en términos de inmunogenicidad.

Primeramente, tanto los titulos de Acs antivirales como los neutralizantes inducidos por las variantes
semipurificadas soluble e insolubles de PD3 demostraron la similitud de ambas preparaciones en
cuanto a la inmunogenicidad. Al parecer, la extraccion con urea 5 M y posterior renaturalizacion
permite la adquisicion de una conformacién comparable a la de su contraparte soluble, resultados
gque concuerdan con la similitud en cuanto a la reactividad de ambas preparaciones frente a los
sueros policlonales murinos y el 3H5. Al parecer el proceso de cambio de tampén por G-25 a
velocidad de flujo lenta es mas adecuada que la renaturalizacion empleando detergentes segun lo
reportado para las proteinas de fusion a Trp (Fonseca et al.,, 1991). No obstante vale destacar que
son dos proteinas diferentes por lo que el efecto de cuaquier tipo de renaturalizacién sobre ellas
también puede ser diferente. Contrariamente a la respuesta inmune humoral donde se evidenciaron
diferencias entre PD3 y PD5, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los
porcentajes de sobrevida frente al reto viral alcanzados en los grupos inmunizados con estas dos
proteinas. Adicionalmente, los niveles de proteccion si fueron estadisticamente diferentes al grupo
inoculado con la preparacion viral. La proteccién parcial en ratones, similar a la obtenida en este
estudio, ha sido reportada con varios candidatos vacunales basados en proteinas recombinantes,
formulaciones de ADN vy virus quiméricos (Starapoli et al., 1997; Porter et al., 1998; Simmons et al.,
1998; Caufour et al., 2001). Sin embargo, estas mismas construcciones en monos han resultado ser
completamente protectoras y el ejemplo mas evidente lo constituyé el virus quimérico FA-DEN
(Guirakhoo et al., 2000).

En general en la literatura la presencia de Acs capaces de neutralizar la infectividad viral in vitro ha
sido valorada siempre como un importante marcador de inmunidad y proteccién contra la infeccidon
(Kliks et al., 1989). La proteina recombinante de la envoltura del virus dengue-2 obtenida en
baculovirus generd una respuesta neutralizante y parcialmente protectora en ratones (Staropoli et. al.,
1997). Simmons et al. (1998) también reportaron neutralizacién y proteccion parcial con las proteinas
de fusion formadas por la MBP de E. coli y el dominio Il del DEN-2. También en estudios en ratones
con los candidatos de virus quiméricos de FA-DEN de los serotipos 2 y 4 se demostro la correlacion
entre la respuesta de memoria neutralizante y la proteccion.

El andlisis de los resultados obtenidos en el presente trabajo revelé que no existié una correlacion

entre los titulos neutralizantes inducidos y los porcentajes de proteccion (p<0,05).
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Estos resultados son contrarios a los antes descritos, sin embargo también existen reportes en la
literatura que apuntan a la falta de correlacidn entre estos parametros en el modelo raton. Porter et al.
(1998) describieron la obtencidn y la evaluacién inmunoldgica en ratones de una construccién de ADN
codificante para PrM-E del DEN-2, la cual indujo proteccién parcial sin induccion de Acs
neutralizantes. En un segundo trabajo Van Der Most et al. (2000) también reportaron la induccion de
proteccion parcial en ratones sin la generacién de respuesta de Acs neutralizantes tras la
inmunizaciéon con el candidato de virus quimérico FA- DEN-2. En este reporte se demostrd, ademas,
gue la proteccion estaba directamente relacionada con células T CD8+ que reconocian un epitopo
ubicado en el dominio Il de la proteina de la envoltura del virus, regidn incluida en las proteinas
guiméricas ensayadas en el presente trabajo. Un afio mas tarde, Caufour et al. (2001) reportaron la
evaluacion de un candidato de virus quimérico similar al anterior FA-DEN-2, pero empleando las
cepas DEN-2 NGC y 44-2, el cual indujo proteccion significativa en ratones sin detectarse respuesta
de Acs neutralizantes.

Estas evidencias reflejan que existen, ademas de la neutralizaciéon, otros mecanismos inmunolégicos
protectores en ratones. De hecho el grupo inmunizado con la preparacion viral en el presente trabajo
gued6 completamente protegido con una respuesta neutralizante similar a la inducida por PD3. Este
mismo fendmeno se detect6 en los estudios en ratones con la proteina E obtenida en baculovirus
(Staropoli et al., 1997). En estos experimentos, el virus infectivo empleado como control positivo
indujo una respuesta neutralizante mucho mas baja que la generada en el grupo inmunizado con la
proteina recombinante; sin embargo, la proteccion fue total en el primero.

Dentro de los mecanismos protectores involucrados en la inmunizacién viral podemos mencionar, la
respuesta citotéxica mediada por células T CD8+, demostrada por Van der Most et al. (2000) y la
citotoxicidad celular mediada por Acs (ADCC). Falgout et al. (1990) demostraron la proteccion en
ratones conferida por la inmunizacién con la proteina NS1, a la cual se le atribuye la induccion de
ADCC.

Los resultados de este trabajo sugieren que las proteinas PD3 y PD5 son presentadas de forma
diferente al sistema inmune, generando otros mecanismos de proteccion ademas de la neutralizacion.
Una de las diferencias distintivas entre ambas preparaciones es el nivel de degradacion. A pesar de
que se inocularon cantidades equivalentes de las proteinas quiméricas, es posible que la presencia
del fragmento de P64k producto de la degradacién de PD3 influya en los resultados obtenidos. Por

otra parte, la fusion del fragmento viral en dos
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posiciones dentro de la proteina portadora pudiera influir en la generacion de respuestas
inmunolégicas basadas en la exposicion diferente de epitopos funcionales. Se han realizado
diferentes ensayos para lograr la purificacion de PD3, pero el fragmento producto de la degradacion
presenta caracteristicas similares a la proteina quimérica completa, impidiendo asi una correcta
separacion entre ellas.

Teniendo en cuenta que la capacidad protectora en ratones se mide contra encefalitis viral provocada
con cepas neuroadaptadas a ratdon, se decidi6 ensayar ambas variantes en monos Macaca
fascicularis. A pesar de que los monos no exhiben la enfermedad, el virus es capaz de replicarse en
la sangre posibilitando la medicién de los niveles del mismo tanto por amplificaciéon del ARN
circulante como por aislamiento viral en lineas celulares. Se ha demostrado, ademés, que la cinética
de replicacion en la sangre es similar a la detectada en el humano (Halstead y Palumbo, 1973). Este
modelo, ademés de ser mucho méas cercano al hombre que el raton, permite trabajar con virus no
neuroadaptados a ratén y méas relacionados con la cepa epidémica. En el presente trabajo se empleo
la cepa que circul6d en 1981 durante la epidemia cubana de DEN-2, obtenida en células Vero (Kouri et
al., 1989). Para la inoculacién de las proteinas quiméricas se decidiéo emplear el adyuvante de Freund
debido a su buena capacidad adyuvante y asi presentar las proteinas quiméricas en condiciones
Optimas para conocer su potencialidad.

Como resultado, se detectd que los titulos de los Acs neutralizantes generados por la inmunizacion
con las proteinas recombinantes fueron comparables con los generados tras la inmunizacién viral,
después de la cuarta dosis. Estos resultados fueron diferentes a los reportados por Guirakhoo et al.
(2000, 2001 y 2002) al evaluar la variante quimérica de virus atenuado FA-DEN. En dicho reporte, al
comparar los virus infectivos y los candidatos vacunales, estos Ultimos generaron una respuesta
neutralizante menor que los virus infectivos. No obstante, los valores absolutos de titulos
neutralizantes en algunos de estos reportes fueron mayores que los presentados en este trabajo. Esa
diferencia puede estar relacionada con los sistemas de neutralizacion in vitro empleados, asi como
con la falta de sueros estandares disponibles internacionalmente. De hecho, se han tomado varios
sueros humanos y se ha determinado la capacidad neutralizante en varios laboratorios del mundo
revelando grandes diferencias en los valores obtenidos (Guzman, comunicacion personal). Después
de la ultima dosis los monos se retaron con virus DEN-2 infectivo. Se tomé como control el grupo
inmunizado con P64k y retado con DEN-2 infectivo. Primeramente, se definié un periodo de viremia

con un valor medio de 5,6 dias segun los resultados de RT-PCR y
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similar a lo reportado por Velzing et al. (1999). Sin embargo, por la técnica de aislamiento viral el
valor medio fue solamente de 2,6 dias. Este valor fué similar al reportado por Guirakhoo et al. (2001)
pero en general fué mas bajo que varios reportados en la literatura (Kochel et al., 2000; Raviprakash
et al., 2000).

La diferencia en la deteccion entre el aislamiento viral y el RT-PCR puede estar dada por la mayor
sensibilidad del RT-PCR al compararla con el aislamiento viral en células Vero (Wang et al., 2003). La
diferencia en sensibilidad se puede explicar por la deteccion en el RT-PCR de pequefias cantidades
de virus, asi como por la amplificacién de virus no infectivos, neutralizados o fragmentos de éstos que
permanezcan circulando en la sangre. No obstante, existi6 una correlacion entre el RT-PCR y el
aislamiento, ya que en aquellos monos donde se amplificé el fragmento viral en mayor cantidad de
dias, se aisl6 el virus en los dias centrales, sugiriendo que la carga viral era alta y permitiendo asi su
deteccion.

Cada una de las técnicas posee sus ventajes y desventajas. En el caso del RT-PCR es mas sensible
pero puede amplificar fragmentos no infectivos circulantes. El aislamiento, por su parte, es menos
sensible pero permite detectar Unicamente los virus infectivos. Sin embargo, en el caso de la medicién
de la respuesta protectora tras varias inmunizaciones con candidatos vacunales, la deteccién por RT -
PCR cobra una importancia mayor. Se conoce que en sueros humanos tras infecciones secundarias
es méas dificil obtener aislamiento viral alin cuando ya se conoce que la carga viral es mayor (Wang et
al., 2003). Esto se debe a la pre-existencia de Acs antivirales que forman inmunocomplejos y no
permiten la replicacién del virus en la linea celular (Wang et al., 2003).

En el presente trabajo se manifiesta este fendmeno en el animal PD3 Ill, donde se obtuvo
amplificacion viral durante 6 dias posteriores al reto con aislamiento solamente en un dia. El nimero
de dias con RT-PCR positivo coincide con el obtenido en el mono control P64k Il y sin embargo en
este Ultimo se logro aislar el virus durante tres dias. Como se observa en los ensayos de PRNT, en el
mono PD3 Il se detectaron Acs de contra el virus DEN, los cuales, al parecer, no tuvieron un rol
significativo en el aclaramiento viral y, por el contrario podrian formar los inmunocomplejos que evitan
el aislamiento en la linea celular Vero.

El primer reporte de carga viral aumentada en pacientes con FHD en el periodo de defervescencia se
describe con el empleo de RT-PCR para detectar el virus circulante (Murgue et al., 2000). A su vez,
en el resto de los reportes donde se describe la relacion entre carga viral y FHD, se emplea RT-PCR
para su demostracion (Libraty et al., 2002a, b) excepto en el reporte de Vaungh et al. (2000), donde

se realiz6 la inoculacioén intratraqueal de
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mosquitos, que constituye el método de aislamiento mas sensible reportado. Recientemente, en los
ensayos de reto en humanos con cepas que provocan sintomas moderados de la enfermedad, se
demostro la diferencia en sensibilidad entre el RT-PCR y aislamiento viral en la deteccion del virus en
sangre de voluntarios inoculados con cepas de DEN medianamente atenuadas (Vaungh et al., 2003).
En concordancia con lo obtenido en la respuesta neutralizante, también existi6 un gran nivel de
variabilidad en los niveles de proteccion alcanzados entre los animales de cada grupo. El ejemplo
mas claro lo constituy6 el grupo inmunizado con PD3, en el cual hubo un mono no protegido, uno
parcialmente protegido y uno completamente protegido. En el caso de PD5 hubo dos parcialmente
protegidos y uno completamente, pero en el caso de los parciales el nivel de proteccién fue mayor
gue en el de PD3. Al realizar los analisis estadisticos correspondientes se pudo determinar que el
grupo inmunizado con PD5 fue mas protegido segln la técnica de RT-PCR que el inmunizado con
PD3.

En general, tomando en cuenta los resultados del aislamiento viral, podemos afirmar que existié una
proteccion total en los monos inmunizados con la proteina PD5 y una reduccién significativa de la
viremia considerando los resultados del RT-PCR.

Similar a lo ocurrido en ratones, una vez mas no existié6 una correlacidon entre neutralizacién y
proteccion (p<0,05). De hecho, el mono que generd una respuesta neutralizante mayor no fue el
completamente protegido. En el sistema de neutralizacion in vitro empleado, PRNT con la linea
celular BHK-21, los titulos de Acs neutralizantes detectados para el grupo inmunizado con PD5 no
difirieron significativamente de los obtenidos por la inmunizacién con PD3, sin embargo, la respuesta
protectora fue mejor en el primero.

La respuesta neutralizante se considera como un mecanismo protector importante contra el desarrollo
de la enfermedad en humanos. El estudio mas convincente lo reportaron Halstead et al., (1969)
donde demostraron que los nifios recién nacidos de madres positivas a dengue, hasta los 5 meses de
edad estaban protegidos de la enfermedad, y que la incidencia de la forma hemorragica aparecia
cuando los Acs neutralizantes alcanzaban valores bajos e indetectables en la sangre. Este fendmeno
se volvio a observar en un estudio desarrollado en un mayor nimero de nifios en Tailandia durante la
década de los noventa (Halstead, 2003). Adicionalmente, se conoce que no existe proteccién cruzada
entre infecciones de serotipo heterdlogos y de hecho los anticuerpos neutralizantes pasados 3 meses

después de la enfermedad son especificos de serotipo (Gubler et al., 1998).
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En numerosos trabajos sobre la evaluacién de candidatos vacunales contra el DEN en monos se ha
detectado correlacién entre la generacién de anticuerpos neutralizantes y proteccion, lo cual evidencia
que es un mecanismo eficiciente de disminucién de la carga viral (Bray et al., 1996; Velzing et al.,
1999; Men et al.,, 2000; Raviprakash et al., 2003). En el estudio donde se evalu6 la capacidad
protectora de una construccién quimérica DEN-1/DEN-4 en monos rhesus se demostré que los monos
protegidos se correspondieron con los que habian desarrollado Acs neutralizantes con titulos mayores
de 1:640 (Bray et al., 1996). También en la evaluacién en monos de la proteina de la envoltura de
DEN-2 expresada en el virus de vaccinia modificado (Ankara) se pudo definir que los monos
protegidos fueron aquellos que presentaban titulos neutralizantes mayores de 1:70 (Men et al., 2000).
Velzing et al. (1999) también demostraron que el mono mas protegido tras la inmunizacién con la
proteina E recombinante del DEN-2 y después del reto viral fue el que mayor titulo de Acs
neutralizantes presentaba después de la ultima dosis del inmundgeno y cuyo valor fue de 1:160. La
diferencia entre los valores estimados por los grupos de trabajo puede estar dada por el empleo de
diferentes sistemas de neutralizacion in vitro. Recientemente, Raviprakash et al. (2003) también
describieron que se lograba proteccién en monos Aotus inmunizados con diferentes variantes de
vacunas de ADN, fundamentalmente cuando éstos presentaban anticuerpos neutralizantes en el suero
después de la Ultima dosis y antes del reto.

A pesar de todas las evidencias antes expuestas acerca de la neutralizacion, su correlacidon con la
proteccion no es una regla. Un ejemplo de ello lo constituy6 la evaluacién en monos de un candidato
de virus jnactivado de DEN-2 donde algunos monos que desarrollaron titulos neutralizantes no fueron
completamente protegidos y viceversa: hubo monos protegidos cuyos titulos neutralizantes fueron
bajos (Putnak et al., 1996). Adicionalmente, los resultados reportados sobre la evaluacién de
formulaciones de ADN conteniendo el gen de la envoltura concuerdan con la falta de correlacion antes
descrita. En el estudio del serotipo 1 en monos Macacus rhesus se observaron monos protegidos que
desarrollaron titulos neutralizantes similares a los de uno de los monos no protegidos. Por otra parte,
en el momento del reto los Acs neutralizantes fueron indetectables en todos los monos (Raviprakash
et al., 2000). En otro estudio del serotipo 1 la falta de correlacion fue mas evidente, puesto que monos
Aotus inmunizados con la formulacion de ADN que generaron niveles de Acs neutralizantes similares
después de las inmunizaciones, presentaron niveles de proteccion diferentes tras el reto viral (Kochel
et al., 2000). Asimismo, Guirakhoo et al. (2000) también reportaron proteccion total en monos

Macacus rhesus inoculados con el virus quimérico FA-DEN con
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diferencias apreciables en los niveles de Acs neutralizantes generados, siendo en algunos casos
bastante bajos.

Recientemente, Libraty (2003) describié un estudio prospectivo realizado en nifios de una regién
endémica de dengue en Tailandia. En dicho estudio se sigui6 un grupo de nifios los cuales
contrajeron diferentes grados de la enfermedad. Como resultado se pudo demostrar que los que
desarrollaron la forma mas ligera e incluso inaparente, no presentaron Acs neutralizantes en el suero
previo a la infeccion viral secundaria por DEN-2.

Uno de los ejemplos més evidentes y recientes acerca de la relacion entre proteccion y neutralizacion
lo constituy6 el estudio de reto en humanos para evaluar la capacidad protectora de la formulacién
tetravalente de la vacuna atenuada desarrollada por el Walter Reed Army Institute, U.S.A. En dicho
estudio se evalu6 la capacidad protectora de una formulacién vacunal tetravalente en voluntarios
sanos, los cuales una vez vacunados recibieron una inoculacion de virus DEN-1 6 DEN-3, capaces de
provocar sintomas clinicos y viremia en sangre, detectada por RT-PCR y aislamiento viral. Como
resultado se determind que en el caso de los individuos retados con DEN-3, se protegieron aquellos
voluntarios que presentaban Acs neutralizantes en el suero en el momento del reto, sin embargo,
cuando se empled la cepa de DEN-1, la protecciéon se observo en tres de cuatro individuos que
habian desarrollado Acs neutralizantes hasta el momento del reto y en uno en que los niveles fueron
indetectables. Como conclusion del estudio se plantedé examinar bien cuéles son los Acs protectores
y medir la respuesta inmune celular para determinar su correlacién con la proteccion en estudios
posteriores (Vaungh et al., 2003).

Uno de los factores a explorar en cuanto a los Acs es la medicion de su capacidad neutralizante en
otros sistemas in vitro empleando otras células para la replicacion viral. Uno de los estudios mas
ilustrativos de la importancia del sistema de medicién de los Acs neutralizantes y su relacion con la
proteccion lo reportaron Klisks et al. (2003). En dichos estudios demostraron que en el suero de los
nifilos que no desarrollaron sintomas de enfermedad, tras una infeccién secundaria en una epidemia
en Bangkok, existian previamente titulos de Acs neutralizantes medidos con monocitos humanos
frescos en el ensayo. Si la determinacion se realizaba en la linea celular LLC-MK2 por PRNT, no
existia la correlaciéon entre la neutralizacion y la ausencia de sintomas en la infeccion secundaria. Al
parecer, mientras mas cercano es el ambiente de medicién de la neutralizacion a las condiciones in

vivo, mas valor predictivo se puede obtener en cuanto a proteccion.
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Otro de los sistemas de neutralizacion recientemente reportados lo constituyé el ensayo in vitro sobre
células dendriticas transfectadas con DC-SIGN y con medicion por citometria de flujo
(Tassaneetrithep et al., 2003a). A pesar de que no se han realizado estudios de correlacion entre
neutralizacién y proteccion en dicho sistema, podria ser una variante atractiva pues simula la entrada
en una de las células blanco naturales del DEN tras la infeccién viral.

Si bien el sistema de neutralizacion puede estar influyendo en la interpretacién de los resultados, la
existencia de otros mecanismos efectores del sistema inmune para la proteccion en el mono no debe
ser descartada. Recientemente se describié la evaluacion en monos de una construccién quimérica
DEN-2/DEN-1 formada por los genes no estructurales de DEN-2 (cepa vacunal atenuada PDK 53) y
los genes estructurales de una cepa de DEN-1. Al retar los monos con ambos virus, es decir, cepas
salvajes de DEN-1 y DEN-2, se pudo observar niveles de proteccion significativos similares, a pesar
de que los Acs neutralizantes generados contra DEN-2 fueron indetectables (Butrapet et al., 2002).
Estos resultados sugieren que la respuesta no neutralizante generada por las proteinas no
estructurales es capaz de proteger en el modelo de mono.

En el presente trabajo, si bien se trata de inmunizaciones con proteinas recombinantes solubilizadas e
inoculadas por via sistémica, la presencia de agregados detectados por HPLC podria influir en la
generacion de una posible respuesta celular. Se conoce que los agregados son capaces de inducir
una respuesta CTL en ratones al ser inoculados por via sistemica (Speidel et al., 1997).
Adicionalmente, como se describié con anterioridad, un epitopo de células T ha sido reportado en
ratones dentro de la region del dominio Il de la proteina de la envoltura (Van der Most et al., 2000).
La proteccidn alcanzada con PD5 es la mayor reportada para formulaciones basadas en proteinas
recombinantes. Se han descrito las evaluaciones de la proteina E producida en baculovius y en Pichia
pastoris, obteniéndose en ambos casos una proteccién parcial, donde la parcialidad reportada fue
incluso mayor que la obtenida para PD3 en el presente trabajo (Zivna et al., 1999). De hecho las
proteinas PD3 y PD5 constituyen las primeras construcciones producidas en E. coli basadas en la
proteina E del DEN ensayadas en monos. Los niveles de proteccion alcanzados con PD5 son
comparables con los reportados para la formulacién de FA-DEN (Guirakhoo et al., 2000). En ese
trabajo no se reportd la viremia por RT-PCR, sélo en términos de aislamiento viral donde el valor
medio de los dias positivos en los monos controles fue mayor que el reportado en el presente estudio.

Por dltimo, podemos
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afirmar que los niveles de proteccién alcanzados tanto con PD3 como con PD5 son superiores a los
reportados con vacunas de ADN (Kochel et al., 2000, Raviprakash et al., 2000) y con respecto al
ensayo de vaccinia recombinante conteniendo los genes estructurales de DEN, en el cual no hubo
proteccion alguna (Men et al., 2000).

Teniendo en cuenta que la proteina PD5 indujo una respuesta protectora mayor que PD3 y una
respuesta de Acs antivirales neutralizantes comparable con la generada por el virus homélogo
infectivo, se decidié continuar con las construcciones homologas de PD5, pero con el fragmento de la
E viral correspondiente a los serotipos 1, 3 y 4. Ademas, los niveles de expresion y pureza
alcanzados con PD5 permitieron procesos relativamente sencillos de semipurificacion.

Las proteinas quiméricas resultantes, PD10, PD18 y PD19 (serotipos 1, 3 y 4, respectivamente) se
obtuvieron con altos porcentajes en E. coli y similares a los obtenidos con PD5 (serotipo 2). De la
misma manera, se purificaron parcialmente a partir del precipitado de ruptura, alcanzando niveles de
pureza elevados sin un patrén de degradacion significativo como el obtenido en PD3. Los
reconocimientos con LAH generados por los serotipos homologos fueron elevados y similares a los
obtenidos con las preparaciones virales correspondientes, lo cual indic6 que no existian diferencias
entre las proteinas recombinantes hasta este nivel.

En cuanto a la respuesta inmune generada por PD10, se obtuvieron titulos de Acs antivirales y
neutralizantes elevados. Por otra parte, el nivel de proteccién alcanzado fue superior al de PD5, no
obstante el grupo mas protegido se correspondié con el inmunizado con la preparacion viral de DEN -
1, ya que si bien el nivel de sobrevida alcanzado fue alto y similar al del grupo inoculado con PD10, el
porcentaje de ratones enfermos fue menor.

Si bien anteriormente mencionamos la falta de correlacion entre neutralizacién y proteccién en ambos
sistemas, monos y ratones, aqui existieron otros factores que pudieron influir en este resultado. El
virus DEN-1 que se emple6 como inmundgeno fue exactamente igual al que se utilizé en el reto, y
diferente a la cepa que se empled en el ensayo de neutralizacion in vitro. Es posible que la cepa de
reto sea mas neutralizada por los Acs generados tras la inmunizacién con ella misma y se logre el
porcentaje de proteccion obtenido. Contrariamente, en el caso de la proteina recombinante, la region
del fragmento viral no proviene de la misma cepa del reto, sino de una cepa muy cercana a un
aislamiento primario del humano. Es posible que los Acs generados por esta regidon no sean capaces
de neutralizar a la cepa del reto de la misma manera que lo hacen los generados con la preparacion

viral.
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En cuanto a PD18 los resultados fueron similares a PD10 en respuesta humoral. Se generé una
respuesta de Acs antivirales y neutralizantes superiores al control (-). En cuanto a la proteccién, se
midié por porcentajes de ratones enfermos, ya que a pesar del alto nUmero de pases en ratones de la
cepa estandar de DEN-3 empleada en el reto, ésta no fue capaz de matar a la totalidad de los ratones
en ninguna de las dosis ensayadas. Existi6 una pequefia diferencia entre el grupo inmunizado con
PD18 y DEN-3, aunque es posible que como en este sistema se sigue solo la aparicién de los
primeros signos de la encefalitis, ésta sea mas dificil medirla.

Los ensayos de proteccion con los serotipos 1 y 3 descritos en el presente trabajo constituyen los
primeros reportados en la literatura. Al parecer no existe disponiblidad de cepas neurovirulentas
capaces de provocar encefalitis y entonces se decide realizar el esquema en monos una vez que se
demuestra alguin nivel de seroconversién en ratones.

Con la proteina PD19 los resultados en términos de respuesta humoral y proteccion fueron discretos.
En cuanto a los niveles de Acs antivirales y neutralizantes, fueron los mas bajos entre los inducidos
por todas las proteinas ensayadas, aunque no muy diferentes con respecto a la respuesta generada
con PD5 en términos de Acs por ELISA. En cuanto a los resultados de proteccién, se obtuvo un nivel
similar al obtenido con PD5 siendo mucho mas bajo que el obtenido tras la inmunizacién con la
preparacion viral de DEN-4.

Especificamente en el caso del serotipo 4, la baja inmunogenicidad obtenida se corresponde con la
reportada en varios trabajos. En uno de ellos se compararon proteinas de fusion correspondientes a
los cuatro serotipos virales y se demostré6 que la del serotipo 4 fue la menos inmunogénica en
términos de neutralizacién y anticuerpos totales (Simmons et al.,

1998) . Por otra parte, nuestro grupo de trabajo report6 en estudios basados en la evaluacion en
ratones de la proteina E recombinante del DEN-4, obtenida en Pichia pastoris, la generacién de bajos
niveles de Acs neutralizantes y proteccion similares a lo obtenido con PD19 en este trabajo (Muné et
al., 2003). Adicionalmente, en los estudios realizados en humanos con la formulacion tetravalente
basada en cepas atenuadas desarrolladas por la compafiia Glaxo Smith Kline y el Walter Peed Army
Institute, U.S.A, se demostré que tras una primera dosis se obtuvo seroconversiéon por Acs
neutralizantes anti-DEN-4 Gnicamente en el 23% de los voluntarios vacunados. Seguidamente, al
inocular una segunda dosis, la seroconversion aumenté a un 48%, siendo todavia los valores mas
bajos entre los cuatro serotipos. Por Gltimo, resulta interesante destacar que las mayores epidemias
de FHD no se relacionan con el serotipo 4. Al parecer, este serotipo viral probablemente se replique

menos
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eficientemente y pudiera contener menos epitopos de Acs neutralizantes con respecto al resto de los
serotipos.

La diferencia en los porcentajes de proteccion obtenidos con las proteinas recombinantes, segun el
serotipo, puede estar relacionada con diferentes factores. Primeramente, en el caso de una cepa viral
gue no sea tan neurovirulenta, se requiere una mayor cantidad de virus para lograr el efecto y por
consiguiente la respuesta generada tiene que enfrentar una carga mayor. Por otra parte, a medida
gue una cepa se hace méas neurovirulenta tiene mayores posibilidades de mutar para cambiar el
tropismo y precisamente el dominio Ill de la envoltura estd relacionado con la entrada a la célula
diana (Holbrook et al., 2003). La respuesta a esta interrogante para cada serotipo se lograra a partir
de la secuenciacion de la region del dominio Ill de cada una de las cepas virales empleadas en el
reto, para determinar los porcentajes de indentidad entre éstas y las regiones de la E clonadas.

En el presente trabajo los niveles de pureza alcanzados aun no son los requeridos para una
formulacion en humanos, no obstante, son bastante elevados teniendo en cuenta que se realizaron
solo procesos de semipurificacion de baja resolucién. Las proteinas quiméricas presentan una cola
de his en el extremo N-terminal lo cual permitird el uso de la cromatografia de quelatos metalicos
como paso de alta resolucién y potencialmente escalable.

Srivastava et al. (1995) y Simmons et al. (1998) obtuvieron también proteinas de fusion que contenian
la region del dominio Ill, sin embargo, para lograr niveles elevados de pureza fue necesario emplear
cromatografias de afinidad no escalables e incluso finalmente realizar elucion a partir de geles de
electroforesis en condiciones nativas. En el caso de la proteina de la envoltura obtenida en
baculovirus, ésta se obtuvo con muy bajos rendimientos y se requirié la cromatografia de quelatos
metalicos ya que presentaba también una cola de histidinas. No obstante, la purificacion Unicamente
se pudo realizar empleando la matriz TALON, obteniéndose muy pocas cantidades con procesos no
reproducibles que impidieron su desarrollo escalable para fines productivos (Staropoli et al., 1997).
Por dltimo, en nuestro grupo de trabajo sucedi6 algo similar con la proteina E del DEN-4 obtenida en
Pichia pastoris, ya que a pesar de lograr alcanzar un 70% de pureza empleando la IMAC, los
rendimientos fueron muy bajos producto de los bajos niveles de expresion del gen recombinante,
impidiendo el desarrollo del proceso de purificacion a una escala mayor.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son consistentes con los reportados para los

candidatos vacunales de virus atenuados actualmente mas avanzados en el mundo, con la
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diferencia de que las proteinas quiméricas se han obtenido a altos niveles en E. coli. Por otra parte,
tienen la ventaja de que al ser proteinas recombinantes, en una formulacién tetravalente evitarian los
fendmenos de interferencia viral y reversidn a la virulencia. La interferencia viral en un candidato de
vacunas atenuadas esta estrechamente vinculada a los niveles de replicacion no controlados de cada
serotipo viral en la mezcla. Varios ensayos en monos y humanos se han realizado para definir las
cantidades virales en las formulaciones vacunales (Guirakhoo et al., 2003). En algunos casos no se
ha logrado la seroconversion balanceada contra los cuatro serotipos (Vaungh et al., 2003).

Por otra parte, dentro de las posibles ventajas del candidato vacunal de virus atenuado esta la
aplicacién de una unica dosis; sin embargo, hasta el momento en DEN se ha demostrado que se
requieren al menos dos dosis para lograr seroconversion total (Lang et al., 2003). En un estudio
reciente realizado en nifios tailandeses se demostrd la necesidad de una tercera dosis de refuerzo al
afio de la segunda inoculacién para lograr el 100% de seroconversién con la formulacién tetravalente
de cepas atenuadas desarrollada por la universidad de Mahidol, actualmente licenciada a Aventis
Pasteur (Lang et al., 2003). Recientemente también se demostrd, en el caso de la formulacién de los
virus quiméricos FA-DEN, que en individuos previamente infectados con flavivirus, la cepa vacunal
exhibié una replicacion aumentada, marcador importante de atenuaciéon en humanos. En dicho estudio
también se aplicaron dos dosis (Guirakhoo et al., 2003).

El Ultimo punto importante con respecto a las vacunas atenuadas que puede ser superado con la
formulacion de proteinas recombinantes es la seguridad. Se ha demostrado en varios estudios que
existen efectos adversos en adultos y en nifios (fiebre, mialgia, petequias y cefalea) después de la
inoculacién de la primera dosis (Lang et al., 2003). En las proteinas que se describen en este trabajo
esta presente la P64k, la cual se ha probado en humanos y se ha demostrado su seguridad (Pérez et
al., 2001).

Finalmente, una de las propiedades que queda por definir en las proteinas quiméricas obtenidas en el
presente trabajo es la serotipo-especificidad, ya que se conoce que el fragmento estudiado es una
region dentro de la proteina bastante variable entre los serotipos. La determinacién de la generacion
de una respuesta serotipo-especifica por cada una de las proteinas quiméricas en cada modelo
animal y su respectiva comparacién con sueros humanos primarios a cada uno de los serotipos,
convertiria a éstas construcciones en candidatos vacunales aln mas atractivos para una formulacién

futura. Esto evitaria el
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fendmeno de inmunoamplificacion asociado a las infecciones por DEN, el cual no se descarta por la

vacunacién con las formulaciones de cepas atenuadas actuales.
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CONCLUSIONES

La fusién del fragmento viral del DEN-2 al extremo N-terminal de la proteina P64k no favorece la
formacion de un epitopo funcional especifico de este serotipo.

La insercion del fragmento viral del DEN-2 dentro del dominio de unién al acido lipoico de la
proteina P64k favorece sustancialmente la degradacién de la proteina quimérica resultante.

Las variantes de insercién y fusion correspondientes al serotipo 2 generan respuestas funcionales
diferentes en ratones.

El proceso de renaturalizacién in vitro sobre la variante de insercién insoluble (DEN-2) no afecta
la generacion de una respuesta de Acs funcionales.

El fragmento del DEN-2 fusionado al C-terminal de la proteina P64k es protector en monos
Macaca fascicularis frente a la infeccion viral homologa.

Las proteinas quiméricas correspondientes a los cuatro serotipos protegen significativamente en

ratones frente al reto viral homélogo.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios de la respuesta humoral post-reto en monos para determinar respuesta anamnéstica.
Medir la serotipo-especificidad de la respuesta generada por cada una de las proteinas quiméricas.
Evaluar en ratones y monos todas las proteinas purificadas y su mezcla adyuvadas en hidréxido de
aluminio.

Desarrollar un sistema de neutralizacion in vitro empleando monocitos frescos de monos.

Medir la respuesta celular en ratones y el perfil de citoquinas en ratones y monos.
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