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INTRODUCCIÓN 

La infección por dengue es actualmente una de las enfermedades más importantes trasmitidas por artrópodos, 

las cuales causan hasta de 25 000 muertes por año. Esta enfermedad es endémica en regiones tropicales y 

subtropicales, las cuales carecen de un adecuado control del mosquito Aedes [1,2]. La Fiebre por Dengue y la 

Fiebre Hemorrágica por Dengue son causadas por cuatro virus relacionados serológica y genéticamente, 

denominados virus dengue (DEN) tipos 1-4, los cuales pertenecen al genero Flavivirus y familia Flaviviridae [1]. 

En la actualidad no existen vacunas licenciadas contra esta enfermedad. Sin embargo, algunos programas de 

vacunas se han focalizado en el desarrollo de vacunas vivas atenuadas de dengue [3-5], no obstante estos 

tienen desventajas como el fenómeno de interferencia viral entre serotipos, la reactogenicidad y la necesidad de 

varias dosis, las cuales han demorado su desarrollo clínico [3,6]. 

Varios trabajos en la literatura describen subunidades recombinantes de proteínas como candidatos de vacunas 

para Dengue [7-13]. Muchos emplean fragmentos de la glicoproteína de la envoltura (E), la cual es la mayor 

proteína estructural en la superficie del virión maduro y contiene epitopos neutralizantes [14]. Específicamente, la 

región del dominio III de la proteína E se ha propuesto que participa en el proceso de reconocimiento del receptor 

celular [15]. Además, se ha demostrado la funcionalidad de proteínas de fusión que contienen el dominio III de la 

proteína E del virus DEN, en términos de inducción de anticuerpos neutralizantes y protección, en ratones y 

monos [10,13,16-18]. Por otra parte, la inmunidad mediada por células (IMC) recientemente se ha reconocido 

como un factor importante en la protección contra el virus DEN en ratones [19-21]. Por otra parte, también esta 

demostrada la capacidad de protección parcial de una fracción semipurificada de la proteína de la cápsida, 

expresada en Escherichia coli, en el modelo de encefalitis viral en ratones sin la inducción de una respuesta 

inmune humoral funcional [22]. 

Teniendo en cuenta que las evidencias sugieren que tanto la rama humoral como celular de la respuesta inmune 

deben ser estimuladas para lograr desarrollar una vacuna efectiva contra el dengue, hemos diseñado y obtenido 

la nueva proteína quimérica dominio III-cápsida, que contiene fragmentos antigénicos potencialmente inductores 

tanto de anticuerpos neutralizantes como de inmunidad mediada por células. La molécula se produjo 

eficientemente en E. coli y cuando se inmunizó en ratones en forma de agregados de partículas, esta indujo 

mailto:iris.valdes@cigb.edu.cu


 2 

anticuerpos antivirales y neutralizantes, inmunidad mediada por células, y confirió un nivel significativo de 

protección. 

DISEÑO METODOLÓGICO 

Expresión y purificación de la proteína quimérica dominio III-cápsida 

La región correspondiente al dominio III de la proteína E del virus DEN-2 (cepa Jamaica) se amplificó por RT-

PCR y se  clonó en el vector pGEM-T vector (Promega, USA), seguidamente se digirió con la enzima BamHI y 

clonó en el vector de expresión pDC-2. El plasmidio pDC-2 fue obtenido previamente por Lazo y cols. (2007) [22] 

y contiene la región correspondiente al gen codificante de la proteína de la cápsida en el vector de expresión 

pQE30. El plasmidio resultante se denominó pDomIII-Capsid2.  

La cepa XL1-Blue de E. coli, se transformó con los plasmidios pDomIII-Capsid2 o pDC-2. Los transformantes 

obtenidos se crecieron en cultivo LBA con IPTG para la expresión de la proteína de interés. Seguidamente las 

células se colectaron y se sometieron a un proceso de ruptura en Prensa Francesa (Othake, Japan). El 

sobrenadante de la ruptura se empleó para la purificación de la proteína soluble por cromatografía de 

intercambio iónico empleando una resina SP-Sepharose FF (Pharmacia, Sweden). La matriz se lavó para la 

eliminación de las contaminantes, y la proteína se eluyó y renaturalizó usando una matriz de Sephadex G-25. 

Reacción de ensamblaje in vitro y microscopía electrónica 

La fracción semipurificada de la proteína dominio III-cápsida se sometió a un proceso de ensamblaje in vitro, por 

un procedimiento similar al descrito por Lopez y cols., 2009 [23]. El proceso consistió en la incubación de 20 μg 

de la proteína dominio III-cápsida con ODNs de 50 b de simple cadena de secuencias aleatoria, en una relación 

molecular proteína:ácido nucleico 3:1 en tampón TE. La reacción se incubó por 30 min a 30ºC y se almacenó a 

4ºC. Posteriormente se analizó por Microscopía Electrónica de tinción negativa.  

Inmunizaciones y ensayo de protección 

Ratones hembras BALB/c (Bc, H-2d) de 5-6 semanas de vida, se inocularon por vía intraperitoneal (i.p) en los 

días 0, 15, y 30. Todas las formulaciones se realizaron en 150 µL y se prepararon en hidróxido de aluminio 

(alúmina) a 1,44 mg/mL. Los grupos del estudio fueron: Grupo 1 (Placebo): 3 µg de ODNs por animal, (n=20). 

Grupo 2: 22,5 µg de dominio III-cápsida en forma no agregada por animal, (n=20). Grupo 3: 22,5 µg de dominio 

III-cápsida en forma agregada por animal, (n=58). Grupo 4 (Control positivo): una dosis de virus DEN-2 sin 

adyuvante, (n=20), en el día 30. Un mes tras la última dosis a diez animales de cada grupo se sangraron para 

colectar el suero y además se les extrajo el bazo para ensayos inmunológicos. 

A su vez, un mes después de la última dosis, a 48 de los animales del Grupo 3, lo que recibieron 22,5 µg de la 

forma agregada de dominio III-cápsida, se dividieron en cuatro subgrupos  (A. B, C y D). Los subgrupos A y B se 

inocularon por vía i.p con 100 µg de los AcM anti-CD8
+
 (clone YTS 169.4) o el anti-CD4

+
 (clone YTS 191.1), 

respectivamente. Al subgrupo C se le administró una solución de PBS y el subgrupo D se inoculó con el AcM 

2C4, el cual se empleó como un anticuerpo control de isotipo. Tres días después, a dos animales de cada 

subgrupo se les extrajo el bazo y se confirmó que más del 94% de las células CD4
+
 o CD8

+ 
 fueron eliminadas. 
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Finalmente, a los restantes animales de cada grupo se les inyectó por vía intracraneal (i.c) con 20 L de virus 

DEN-2 (cepa A15) con 50 dosis letales medias y se observaron por 21 días para el seguimiento de la mortalidad.  

Detección de anticuerpos antivirales y neutralizantes por ensayo inmunoenzimático 

Los anticuerpos IgG anti-DEN tras la inmunización se monitorearon por ELISA como describió Lazo y cols., 

(2007) [22]. Los títulos se definieron como la dilución del suero donde se obtuvo el doble del valor de 

absorbancia del suero control negativo. 

Los títulos de anticuerpos neutralizantes se midieron por el ensayo de neutralización por reducción de placas (del 

inglés, PRNT) en células BHK-21 como se describió previamente [24]. Los títulos de anticuerpos neutralizantes 

se identificaron como la mayor dilución del suero que redujo al 50% del número de placas virales.  

Cultivo de células, estimulación viral y detección de citocinas 

Las células del bazo se obtuvieron en condiciones asépticas, el cultivo y la estimulación viral, así como la 

eliminación selectiva de poblaciones celulares in vitro se realizó según Gil y cols 2009. 

A partir del sobrenadante de cultivo de los esplenocitos previamente estimulados con cada antígeno viral, se 

determinó la concentración de IFN- , mediante un ELISA de captura según las recomendaciones del productor. 

El límite de detección de la citocina fue de 4 pg/mL. 

Análisis estadísticos  

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism versión 5.00 (GraphPad Software, 

USA, (http://www.graphpad.com). A los datos obtenidos durante la experimentación se les comprobó la 

normalidad por la prueba de Kolmogorov-Smirnov (corrección Dallal-Wikinson-Liliefor) y la homogeneidad de 

varianza por la prueba de Bartlett. Cuando los datos directos o transformados siguieron una distribucuión normal 

se aplicó un análisis paramétrico y en caso contrario se aplicó un análisis no paramétrico. Todos los valores con 

*, ** y *** indican diferencias significativas con p<0,05, p<0,01 y p<0,001, respectivamente. 

RESULTADOS 

Expresión y caracterización de la proteína dominio III-cápsida  

La región correspondiente al dominio III, aminoácidos 286-426 de la proteína E del virus DEN-2 se amplificó a 

partir el genoma por RT-PCR y se clonó dentro del vector de expresión pDC-2 [22], el cual contiene el gen que 

codifica para la proteína de la cápsida del virus DEN-2. El plasmidio resultante se nombró pDomIII-Capsid2. Las 

células XL1-Blue se transformaron con el plasmidio resultante y la expresión de la proteína se analizó por 

electroforesis, como resultado una banda de 30 kDa, se detectó e inmunoidentificó empleando un líquido 

ascítico hiperinmune anti-DEN-2 (Fig. 1A), la cual se denomino dominio III-cápsida. La proteína se expresó de 

forma soluble y se purificó por un proceso similar al previamente descrito por López y cols., 2009 [23], 

obteniéndose una pureza de un 65%. 
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El análisis de la proteína semipurificada dominio III-cápsida por SDS-PAGE mostró proteínas contaminantes de 

bajo peso (Fig. 2B). La identidad de estas bandas se examinó por Western blot usando el AcM 8H8. Como 

muestra la Fig. 2C, las bandas reaccionaron con el 8H8, sugiriendo que ellas son una consecuencia del proceso 

de degradación proteolítica.  

Proceso de ensamblaje in vitro  

Con el objetivo de obtener estructuras particuladas de la proteína dominio III-cápsida, la preparación 

semipurificada se incubó con una mezcla de oligonucleótidos de ADN (ODNs) de 50 bases en una relación molar 

3:1 proteína:oligonucleótido, similar al descrito por López y cols., (2009), [23] y la obtención de agregados se 

verificó por Microscopía Electrónica. Como se muestra en la Fig. 2, se observaron agregados que incluyen 

partículas solo en la muestra correspondiente a la reacción de ensamblaje. El diámetro de las partículas tuvo un 

rango de 20-22 nm. 
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Figura 1. Expresión y caracterización antigénica de la proteína dominio III-cápsida. (A) Análisis por SDS-PAGE al 

15% de la expresión del pDomIII-Capsid2. Líneas: (1) marcador de peso molecular; (2) sobrenadante de ruptura de 

las células transformadas con el plasmidio pDomIII-Capsid2; (3) Western blot del sobrenadante de ruptura con el 

LAH anti-DEN-2. (B) Análisis por SDS-PAGE al 12.5% de las proteínas controles y de la proteína dominio III-cápsida. 

Líneas: (1) marcador de peso molecular; (4) proteína de la cápsida; (5) proteína dominio III-cápsida; (6) proteína PD5 

(P64k-dominio III del virus DEN-2). (C) Western blotting con anticuerpo monoclonal 8H8. Líneas: (1) marcador de 

peso molecular; (5) proteína dominio III-cápsida; (4) proteína de la cápsida; (6) proteína PD5. 

(A) (B) 

Figura 2. Caracterización de estructuras agregadas de la 

proteína dominio III-cápsida. La morfología y talla de los 

agregados de partículas se analizaron por Microscopía 

Electrónica de transmisión. (A) Muestra de proteína 

dominio III-cápsida sin ODNs; (B) Muestra de proteína 

dominio III-cápsida con ODNs. Las flechas negras indican 

las partículas de la proteína dominio III-cápsida. La barra 

representa 200 nm. 
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Evaluación inmunológica de la proteína recombinante dominio III-cápsida  

La inmunogenicidad de la proteína dominio III-cápsida en forma no agregada y agregada se evaluó en ratones en 

alúmina. Treinta días después de la tercera dosis, se determinó la respuesta inmune humoral y celular, y se 

evaluó la capacidad protectora inducida en respuesta al reto con virus DEN-2. 

La evaluación por ELISA empleando el virus DEN-2como antígeno mostró que todos los animales inmunizados 

tanto con la variante agregada o no agregada de la proteína desarrollaron una alta repuesta inmune humoral 

contra el virus DEN-2, (P<0.001) (Fig. 4A). La funcionalidad de estos anticuerpos se determinó además por un 

ensayo in vitro de neutralización. Similar a los resultados de ELISA, los títulos de anticuerpos neutralizantes 

inducidos por ambas formulaciones, fueron similares entre ellos y a su vez, similares a los generados con el virus 

infectivo (Fig. 4B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los sobrenadantes de cultivo de las células del bazo de los animales inmunizados de cada grupo se evaluaron 

por ELISA para medir la concentración de IFN- . Como se muestra en la Fig. 4, cuando se empleó el virus DEN-2 

para la estimulación in vitro, los mayores niveles de secreción de IFN-  se obtuvieron en los esplenocitos de los 

animales inmunes a DEN-2 (837.0 154.6 pg/mL), (P<0.05), con respecto a los restantes grupos. No obstante, los 

niveles de IFN-  secretados por los esplenocitos de los animales inmunizados con la forma agregada 

(570.9 124.33 pg/mL) fueron superiores comparados con la forma no agregada (311.6 130.5 pg/mL); (P<0.05).  

 

 

P
la
ce

bo

do
m

in
io

 II
I-c

áp
si
da

 

do
m

in
io

 II
I-c

áp
si
da

 a
gr

eg
.

vi
ru

s 
D
E
N
-2

 

10 0

10 1

10 2

10 3

10 4

10 5

T
ít

u
lo

*** 
*** 

*** 

(A) 

Pla
ce

bo

dom
in

io
 II

I-c
áp

si
da

dom
in

io
 II

I-c
áp

si
da 

ag
re

g.

vi
ru

s 
D
EN

-2
 

10 0

10 1

10 2

T
ít

u
lo

*** 
** 

* 
(B) 

Figura 4. Respuesta inmune humoral en ratones inmunizados con la proteína dominio III-cápsida. (A) Respuesta de 

anticuerpos antivirales por ELISA. El análisis de los datos se realizó usando una prueba paramétrica de comparación 

múltiple de Tukey. Los datos representan la media geométrica ± con el 95% de intervalos de confianza. (C) Respuesta de 

anticuerpos neutralizantes por PRNT. El análisis de los datos se realizó usando una prueba paramétrica de comparación 

múltiple de Tukey. Los datos representan la media geométrica ± con el 95% de intervalos de confianza. (n=10 por grupo). 
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Teniendo en cuenta que la forma agregada de la proteína dominio III-cápsida generó los mayores niveles de 

secreción de IFN- , realizamos un segundo experimento para determinar la contribución relativa de las 

poblaciones celulares CD4
+
 y CD8

+ 
en estos resultados. Como se muestra en la Fig. 5 y de acuerdo con los 

experimentos de estimulación viral in vitro, altos niveles de IFN-  fueron secretados por los esplenocitos de los 

animales inmunizados con la forma agregada de la proteína dominio III-cápsida. Estos niveles disminuyeron 

significativamente tras la depleción de las células CD4
+
 o CD8

+
; y un resultado similar se obtuvo para los 

esplenocitos de los animales inmunes a DEN-2 (Fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensayo de protección 

Con el objetivo de examinar la capacidad de conferir protección de las diferentes formulaciones, un mes tras la 

última dosis, 10 animales de cada grupo fueron inoculados por vía i.c con virus nueroadaptado de DEN-2. En la 

Fig. 6 se muestra los datos de mortalidad durante los 21 días de observación posterior al reto. La administración 
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Figura 4. Secreción de IFN-γ tras estimulación in vitro 

medida por ELISA. (A)  Concentración de IFN-  en los 

sobrenadantes de cultivo de los esplenocitos estimulados 

con virus DEN-2. Los datos representan la media  el error 

estándar de la media. El análisis de los datos de los ELISA 

se realizaron usando una prueba paramétrica de 

comparación múltiple de Tukey (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: 

P<0.001), (n=5 por grupo). 
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Figure 5. Efecto de la eliminación selectiva de las poblaciones 

celulares CD8+ y CD4+ en los esplenocitos estimulado con el 

virus DEN-2, de los animales inmunizados con la variante 

agregada de la proteína dominio III-cápsida. Los datos 

representan la media  el error estándar de la media. El análisis 

estadístico se realizo usando una prueba de ANOVA de 

clasificación doble con una prueba a posteriori de Bonferroni (**: 

P<0.01; ***: P<0.001), (n=5 por grupo). 
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de la forma no agregada, la proteína dominio III-cápsida fallo en proteger a los animales contra el reto 

neurovirulento, alcanzándose solo un 20% de sobrevida. Interesantemente, la forma agregada de la formulación 

dominio III-cápsida protegió a 70% de los animales, esta protección fue estadísticamente significativa cuando se 

comparó con el control negativo (P<0.01) y a su vez fue similar a los altos niveles de protección que exhibió el 

grupo control positivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

También se examinó el efecto producido por la depleción in vivo de las poblaciones celulares CD4
+
 o CD8

+
 en la 

protección contra el reto con el virus DEN-2. Un mes tras la última dosis, un subgrupo de los animales 

inmunizados con la forma agregada se inoculó con anticuerpos monoclonales para eliminar las poblaciones CD4
+ 

o CD8
+
, y seguidamente tres días después se retaron con virus neuroadaptado DEN-2. Posterior al periodo de 

observación, la taza de sobrevida disminuyo a 0% y 40% en los grupos donde se eliminaron las células CD4
+
 y 

CD8
+
, respectivamente, estos valores no mostraron diferencias con el grupo control negativo (Fig. 7). La taza de 

sobrevida en los grupos de ratones donde no se eliminaron estas poblaciones no se afectó por la inoculación del 

anticuerpo monoclonal 2C4, un anticuerpo control de isotipo (datos no mostrados). Además, la taza de 

mortalidad en los ratones del grupo placebo no se afectó por la eliminación de las células CD4
+
 o CD8

+
 (datos no 

mostrados).  
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Figure 6. Estudio de protección. Los grupos 

de ratones se inmunizaron tanto con las 

siguientes formulaciones: placebo, las dos 

formas de la proteína dominio III-cápsida o 

la preparación infectiva del virus DEN-2. Un 

mes tras la última inmunización, los 

animales se retaron intracranealmente con 

50 LD50 de virus DEN-2. Los datos de 

protección se analizaron por una prueba de 

Log-rank, (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: 

P<0.001), (n=10 por grupo). 
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DISCUSIÓN 

Recientemente nuestro grupos demostró que la proteína semipurificada de la cápsida obtenida de forma 

recombinante en  E. coli, confirió protección parcial en el modelo de encefalitis de ratón sin la inducción de una 

respuesta inmune humoral funcional [22]. Teniendo en cuenta que esta proteína se identificó como un blanco de 

la respuesta de células T-antiviral [25], se propone a esta molécula una participación de la inmunidad mediada 

por células. Por otra parte, también se demostró que las proteínas de fusión que contienen el antígeno P64k y el 

dominio III de la proteína E del virus DEN, puede inducir una respuesta de anticuerpos funcional, medida por la 

inducción de anticuerpos neutralizantes y protección en ratones y monos [10,13,16-18]. Dado que el dominio III 

también se ha visto que media la interacción del virus DEN con su posible receptor en las células blanco 

[14,15,26], decidimos obtener la nueva proteína quimérica dominio III-cápsida, como una molécula 

potencialmente capaz de inducir tanto respuesta inmune humoral como inmunidad mediada por células. 

El producto quimérico se obtuvo en E. coli como una proteína soluble en el sobrenadante de ruptura, similar a la 

proteína de la cápsida [22]. La solubilidad de la proteína de fusión sugiere que la molécula se encuentra con una 

adecuada conformación, la cual es una importante condición para preservar la antigenicidad del fragmento del 

dominio III. La proteína dominio III-cápsida se obtuvo con un 65% después del proceso de purificación y se 

observaron contaminantes de bajo peso molecular durante el análisis por SDS-PAGE, los cuales se 

correspondieron con productos de degradación como reveló su reactividad con el 8H8.  

La proteína parcialmente purificada se sometió a un proceso de particulación in vitro empleando ODNs para 

obtener una forma agregada con inmunogenicidad incrementada. Un proceso similar se empleó con anterioridad 

para el ensamblaje in vitro de la proteína de la cápsida, obteniéndose partículas semejantes a nucleocápsida 

(PSNs) con un diámetro aproximado de 30 nm [23]. En el presente caso, el protocolo de particulación rindió 

especies altamente agregadas como reveló la Microscopia Electrónica, estos resultados permiten afirmar que la 

proteína de la cápsida es capaz de formar partículas incluso cuando tiene incluidos fragmentos de secuencias 

heterólogas en su estructura (~146 aminoácidos). 

La evaluación inmunológica fue el último paso del presente trabajo. En la cual, las dos formulaciones de la 

proteína dominio III-cápsida, agregada y no agregada, se inocularon en ratones y se caracterizó la respuesta 

inmune inducida. El análisis de la respuesta humoral reveló la inducción de anticuerpos antivirales similar a los 

generados en el grupo inoculado con virus DEN-2. Estos anticuerpos neutralizaron al virus in vitro, lo cual 

confirmó la preservación de las características antigénicas del dominio III en la estructura quimérica. 

Interesantemente, la respuesta inmune humoral inducida por las dos formulaciones fue similar, lo que indicó que 

la conformación del dominio III no se modificó significativamente después de la agregación. Estos resultados 

constituyen una evidencia adicional de la capacidad del dominio III (como proteína de fusión) para inducir 

anticuerpos neutralizantes en ratones, hecho ya reportado anteriormente [7,16,17]. 

Por otra parte, el hecho de que las células del bazo provenientes de animales inmunizados secretaron altos 

niveles de IFN-  tras la estimulación in vitro con el virus DEN-2 reveló que el antígeno dominio III-cápsida es 

capaz de inducir inmunidad mediada por células. A diferencia de los resultados obtenidos para la respuesta 

inmune humoral, los esplenocitos de los animales inmunizados con la forma agregada mostraron mayores 
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niveles de secreción de IFN-  comparados con los del grupo que recibió la forma no agregada. Estos resultados 

son relevantes para el uso potencial de este antígeno como un candidato vacunal, dado que el IFN-  constituye 

un mediador de la respuesta inmune celular y se ha demostrado que tiene un rol clave en la actividad antiviral 

contra el dengue [21,27]. 

Los resultados del ensayo de protección contra en reto viral homólogo mostraron que la inmunización con la 

forma agregada de la proteína quimérica dominio III-cápsida lograron un nivel significativo de protección, el cual 

no fue detectable en la formulación no agregada. Estos resultados reflejan el comportamiento del ensayo de 

secreción in vitro descrito anteriormente, lo que sugiere que un elemento importante para la inducción de una 

respuesta inmune funcional en términos de IMC y protección lo fue la adición de los ODNs en la preparación 

parcialmente purificada de la proteína. Se conoce que las partículas o proteínas agregadas pueden ser mucho 

más eficientemente presentadas de forma cruzada que los antígenos solubles [28], pero por otra parte, hay 

diferentes estudios que muestran que los ODNs pueden tener capacidad adyuvante en la inducción de una 

inmunidad mediada por células a antígenos blancos [29]. Aunque los ODNs empleados en el estudio son una 

mezcla de diferentes secuencias no especificas de 50 b, de las cuales su capacidad adyuvante no se ha 

evaluado, se podría especular que la proteína dominio III-cápsida puede encapsularlos y favorecer su entrada en 

las células presentadoras de antígenos debido a su naturaleza agregada.  

Finalmente, la contribución de las poblaciones celulares CD4
+ 

y CD8
+ 

en la secreción de IFN-  in vitro así como 

en la protección, demuestra el papel funcional de la respuesta mediada por células inducida tras la inmunización, 

especialmente en el caso de la forma agregada de la proteína quimérica.  

Teniendo en cuenta que previamente se han caracterizado varios subconjuntos de células T CD4
+ 

capaces de 

lisar a las células infectadas por enfermedades flavivirales [30], incluyendo el dengue [25,31-33], en el presente 

estudio se demostró que esta población de células estuvo directamente involucrada en proteger contra la 

enfermedad. Además, su papel como “células cooperadoras” podría considerarse. Por otra parte, las células 

CD8
+
, se conoce como una fuente de secreción de IFN- , como se demostró consistentemente en el ensayo in 

vitro. Aunque en el experimento de eliminación de las poblaciones celulares in vivo no se alcanzó la significación 

estadística entre los grupos donde se eliminaron las células CD8
+
 y el grupo control sin eliminar estas 

poblaciones, los porcentajes de sobrevida obtenidos posteriormente no mostraron diferencias estadísticas con 

respecto al grupo placebo, indicando que la protección obtenida no fue relevante. Esto significa que las células 

CD8
+ 

pueden influir en la protección del grupo donde no se eliminaron ambas poblaciones celulares. Basado en 

el fenómeno de presentación cruzada descrito profundamente para antígenos particulados, nosotros 

consideramos que la forma agregada de la proteína dominio III-cápsida es procesada por la vía MHC-I y los 

epitopos CD8
+ 

adecuadamente presentados, inducen una respuesta funcional de linfocitos T citotóxicos. 

Es importante destacar que un futuro candidato vacunal basado en la presente molécula (dominio III-cápsida), 

probablemente deba contener una mezcla de los cuatro antígenos correspondientes a la región del dominio III de 

los serotipos 1-4, como una proteína de fusión, la cual induce anticuerpos serotipo-específicos [34]. 

Adicionalmente, nosotros también demostramos que la proteína de la cápsida del virus DEN-2 induce protección 

y secreción de IFN-  principalmente contra el serotipo homólogo (datos no publicados). 
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Nosotros podemos concluir que la nueva proteína quimérica dominio III-cápsida, como una construcción 

producida en E. coli y en forma altamente agregada por la adicción de oligonucleótidos, induce una respuesta 

inmune funcional e inmunidad mediada por células contra el virus DEN-2 y confiere protección en ratones. 
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