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RESUMEN

El dengue continta extendiéndose mas alla de
las regiones tropicales y subtropicales y se ha
convertido en un problema creciente de Salud
Publica en las areas endémicas, con un aumento
importante en la incidencia y en la mortalidad. Las
medidas de control no han logrado ser suficientes, y
no se dispone de medidas especificas de tratamiento
y prevencion. En las ultimas décadas se han hecho
avances en el disefio de vacunas contra el dengue,
con tecnologias innovadoras. La mayoria de estas
vacunas se encuentra en etapas pre-clinicas del
desarrollo y solo algunas han alcanzado las fases
clinicas, con resultados prometedores. Se espera
poder contar en un futuro cercano con una vacuna
contra el dengue, que complemente las estrategias
existentes de control de esta enfermedad. Esta
es una revision del estado actual de las vacunas
en desarrollo. Ademas, se incluye informacion
sobre los lineamientos que la OMS ha coordinado
para la realizacion de ensayos clinicos y aspectos
regulatorios a considerar para el registro futuro de
estas vacunas contra el dengue.
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ABSTRACT
Current status of Dengue Vaccines.
Perspectives
Dengue fever continues spreading beyond tropical
and sub-tropical regions and it became an increas-
ing Public Health issue in endemic areas, with an

important growing in its incidence and mortality.
Control measures have not been enough and spe-
cific means of treatment and prevention are still
not available. Advances in dengue vaccines design
through innovative technologies have been made
in the last decades. Most of theses vaccines are
in pre-clinical stages of development and only
some of them have reached clinical stages, with
promising results. It is expected to have available
a dengue vaccine in the near future, that may
complement the existing strategies of control
disease. This is a review on the current status of
vaccines in development. Besides, it is included
some information on guidelines coordinated by
the WHO to conduct clinical trials, and regulatory
aspects to be considered for the future license of
these dengue vaccines.

Key words: Dengue, Dengue virus, Flavivirus,
Vaccines, Vaccination

INTRODUCCION

El virus del dengue es uno de los mas im-
portantes patdgenos arbovirales que afectan las
regiones tropicales y subtropicales. Se estima
que anualmente ocurren mas de 50 millones de
infecciones, 500.000 hospitalizaciones, y 20.000
muertes por dengue (1). Méas de 100 paises han ex-
perimentado brotes de fiebre por dengue o Fiebre
Hemorragica por Dengue (FHD). En la region de
las Américas actualmente estan circulando los 4
serotipos del virus y en 2009, 26 paises notificaron
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casos de fiebre hemorragica por dengue a la Or-
ganizacion Panamericana de la Salud (OPS). En
las ultimas 3 décadas, Brasil es el pais de la region
que ha notificado més casos de fiebre por dengue
(mas del 55% de los casos), sin embargo, Vene-
zuela y Colombia son los paises que han notificado
mas casos de fiebre hemorragica por dengue en el
mismo periodo (entre ambos, mas del 67% de los
casos) (2). E1 7 de julio de 2010, Ia OPS publico
un alerta epidemiologica de dengue en la region,
ya que hasta la semana 26 se habian notificado
1.009.756 casos, 21.213 de ellos diagnosticados
como dengue grave y 503 muertes. Estas cifras
de casos totales indudablemente superaran las
del 2002, afio de la presente década en que mas
casos de dengue habian sido notificados. (3,4). El
dengue se ha convertido en un problema creciente
de salud publica en paises endémicos y contintia
extendiéndose mas alla de las regiones tropicales
y subtropicales.

La infeccion por dengue es producida por
cualquiera de los cuatro serotipos antigénicamente
distintos: el dengue 1, 2, 3 y 4 (DENV-1, DENV-
2, DENV-3 Y DENV-4), Al igual que el virus
de la fiebre amarilla, los virus del dengue son
transmitidos al hombre por el mismo vector, el
mosquito del género Aedes. Aunque existen mas
de 5.000 especies de Aedes, el vector que esta
asociado mayoritariamente a la transmision del
dengue es el Aedes aegypti y es el responsable de
las grandes epidemias en las Américas. El Aedes
albopictus esta presente en varios de los paises
de la region (EEUU, Argentina, Brasil, México,
Repuiblica Dominicana, Venezuela, Uruguay, entre
otros) y esta mas relacionado con la transmision
del dengue en otros continentes. El virus del
dengue puede ser transmitido por estos vectores
y replicarse en primates no humanos (monos,
chimpancés), sin embargo éstos, a diferencias
del humano, no manifiestan formas clinicas de
la infeccion. Para el desarrollo de vacunas esto
representa un desafio, ya que aunque hay especies
que pueden desarrollar la infeccion por virus del
dengue, no la evidencian clinicamente. Es por
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ello que al no contar con correlatos de proteccion
en animales, la evaluacion de la eficacia de
vacunas contra del dengue requerird de ensayos
de eficacia en humanos, en areas endémicas de la
enfermedad.

La presente revision incluye las caracteristi-
cas del virus, una breve historia sobre el desarrollo
de las vacunas contra el dengue, el estado actual
de estas vacunas, algunos desafios que aun quedan
por enfrentar y las guias generadas en coordina-
cion con la Organizacion Mundial de la Salud no
solo para la realizacion de ensayos clinicos en
paises endémicos de dengue, sino las primeras
pautas orientadoras para las agencias regulatorias
nacionales, para el registro de vacunas tetravalen-
tes vivas atenuadas contra el dengue, que son las
que se encuentran en etapas mas avanzadas del
desarrollo.

El virus del dengue

Es fundamental conocer las caracteristicas
del virus para entender el camino que han seguido
las investigaciones para el desarrollo de vacunas
contra el dengue. La Figura 1 esquematiza el ge-
noma del virus del dengue, el cual es una particula
esférica de alrededor de 40 a 50nm de diametro,
conformado por 3 proteinas estructurales (capside,
envoltura y de membrana) y 7 no estructurales
(NS). Posee una envoltura de la que surgen unas
finas proyecciones hacia la superficie que cons-
tituyen las proteinas estructurales de envoltura
(E) y de membrana (M). El material genético
esta contenido dentro de una nucleocapside (C)
poliédrica de aprox. 25-30nm de didmetro. Entre
la envoltura y la nucleocapside existe una bicapa
lipidica, cuyos lipidos se piensa que provengan de
la membrana de la célula huésped (5).
El genoma de ARN es una cadena lineal simple,
y de polaridad positiva, de aproximadamente
11.000 pares de bases de longitud y codifica a 10
proteinas en un marco simple de lectura abierta,
tres de ellas estructurales (Capside, Envoltura y
pre-Membrana) en extremo amino terminal (region
no codificante 5°) del genoma y siete no estructu-
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Figura 1. Representacién esquematica del genoma del virus del Dengue

rales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
NS5) en el extremo carboxilo terminal (region no
codificante 3") del genoma viral (Fig.1). El ARN
viral funciona como ARN mensajero al traducirse
directamente en los ribosomas durante el proceso
de replicacion. Los extremos 5’y 3’ del genoma del
virus contienen regiones no traducidas (UTR) que
juegan un papel importante en la replicacion. El
extremo 5’ es mas corto que el 3’°, con un nimero
menor de nucledtidos y estructura diferente.

Componentes del virus del Dengue y su capaci-
dad para inducir respuesta inmunolégica

Proteinas estructurales

Nucleocapside (C): La nucelocéapside o proteina
de la capside (C) tiene forma icosaédrica, cubre
y protege al material genético y estd cargada
positivamente, lo que parece neutralizar la carga
negativa del ARN viral. Las proteinas de la capside
purificadas no han mostrado tener la capacidad de
inducir anticuerpos neutralizantes.
Pre-Membrana (pre-M) y Membrana (M): La
proteina pre-Membrena (pre-M) es el precursor
glicosilado de la proteina de Membrana (M). Parece
funcionar como chaperona para la proteina E
durante el proceso de maduracion viral, ayudandola
a mantener su estructura y protegiéndola de las
acciones de un medio con pH 4cido, hasta que se
complete el ensamblaje y el virion pueda salir de la
célula invadida por medio de vesiculas exociticas.
Durante la maduracion viral, la proteina E puede
ser expuesta en el aparato de Golgi a medio acido,

lo que podria provocar cambios conformacionales
irreversibles en dicha proteina con la subsiguiente
inactivacion viral. Los viriones maduros contienen
en su superficie proteinas E (de Envoltura) y M y
solo los viriones maduros que contienen proteina
M son infecciosos. La proteina pre-M es capaz de
inducir respuesta de anticuerpos.

Proteina de Envoltura (E): La proteina E es
una glicoproteina que existe en la forma de
homodimeros. Estos homodimeros se agrupan
de tres en tres, semejando una espiga, y se
acomodan paralelamente a la superficie del
virus, cubriéndolo totalmente, junto con las
proteinas M (5, 6). Un mondmero de proteina
E esta formado por 3 dominios estructurales:
el DI (conocido anteriormente como Dominio
antigénico C), DII (o Dominio A) y DIII (o
Dominio B). El DI contiene la bisagra molecular
de la glicoproteina. El DII contiene el péptido
de fusion a la membrana celular y el DIII (tipo
inmunoglobulina) tiene caracteristicas de union.
La proteina E puede sufrir una reorganizacion
irreversible, catalizada en pH 4acido y volverse un
homotrimero de fusion. Esta reorganizacion ocurre
dentro del endosoma y permite la liberacion de
la nucleocépside viral al citoplasma de la célula
huésped, con la correspondiente traduccion del
ARN viral e inicio de la sintesis proteica. Se ha
descrito a la proteina E como el antigeno viral mas
importante, esta asociada con la union al receptor
celular, a funciones de membrana virus-especificas
que permiten iniciar el ciclo de replicaciéon
viral intracelular; también estd asociada a la
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hemaglutinacion de eritrocitos y a la induccion
de anticuerpos neutralizantes relacionados con la
respuesta inmune protectora. Anticuerpos (Acs)
que reconocen epitopes del DI han resultado ser
no neutralizantes, en tanto que Acs contra el DII
si, probablemente por inhibicién de péptido de
fusion contenido en el DII, estos anticuerpos no
son serotipo especificos. Epitopes del DIII ha
mostrado ser capaces de provocar la formacién de
Acs neutralizantes serotipo especificos.

Proteinas No Estructurales (NS)

Se ha sugerido que las proteinas no estruc-
turales (NS) estan involucradas en el proceso de
replicacion viral. Es probable que la proteina NS1
tenga un rol en la maduracion viral, ya que esta
asociada con la proteina E inmadura dentro del re-
ticulo endopldsmico. Las proteinas NS2A, NS2B,
NS4A y NS4B constituyen un grupo de proteinas
estructurales pequefias y su funcion no ha sido bien
dilucidada. La NS3 puede estar involucrada en la
regulacion del ARN, se cree que sus funciones en
la replicacion viral son actuando como proteasa y
helicasa. Se ha sugerido que en el dominio de la
proteina NS5 reside la actividad ARN polimerasa
dependiente de ARN para la replicacion del ARN
viral. De igual modo se ha descrito que las pro-
teinas NS3 y NS5 tienen actividad enzimatica de
tipo replicasa (5). El conocimiento detallado de la
estructura del virus ha sido de gran importancia
para la busqueda de un disefio adecuado de vacuna
contra el dengue.

Vacunas contra el dengue: caracteristicas esen-
ciales

La falta de un modelo animal que desarrolle
la enfermedad como el humano para evaluar la
proteccion, la dificultad en lograr una respuesta
balanceada de inmunogenicidad a los 4 serotipos y
el correlato de proteccidon aun no establecido, son
algunos de los obstéaculos al que se han enfrentado
los investigadores de una vacuna contra el dengue.
Para probar la adecuada proteccion de estas vacu-
nas indudablemente seran necesarios ensayos fase
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[T de eficacia en regiones endémicas de dengue.
Una vacuna contra el dengue deberia tener ideal-
mente las siguientes caracteristicas:
- Contener los 4 serotipos del virus
- Tener un buen perfil de seguridad
- Respuesta balanceada de inmunogenicidad
(para los 4 serotipos) y de reactogenicidad
- Esquema de inmunizacién corto (ej. 1 6 2
dosis de vacuna a intervalos breves) que
hiciera practica su utilizacion, incluso para
el control de brotes.
- Ofrecer una proteccion duradera
- Ser de facil aplicacion, transporte y alma-
cenamiento
- Accesibilidad en costos para su implemen-
tacion y sustentabilidad en calendarios na-
cionales de vacunacion.

Ademas, dado que la enfermedad se ha visto

que puede ser mas severa en nifos, la vacuna no
deberia producir interferencia inmunologica con
otras vacunas en edades pediatricas, para facilitar
su aplicacion dentro de los calendarios de vacu-
nacion actuales.
En el caso de vacunas atenuadas, es importante
que conserven una estabilidad genética en todas
sus etapas de produccion, que produzcan una
viremia aceptable de replicacion, 1util para una
adecuada respuesta inmunoldgica, pero limitada
en su capacidad de replicacion en el mosquito de
manera de evitar la transmision del virus vacunal
por los mosquitos.

Historia de las vacunas contra el dengue

Por mas de 70 afios se ha intentado obtener
una vacuna segura € inmunogénica contra el
dengue. Los primeros esfuerzos en el desarrollo
de vacunas contra el dengue comenzaron varios
afios antes de que se aislara al virus del dengue.
Desde 1898 y durante todo el periodo de ocupacion
de las Filipinas por la armada estadounidense,
el dengue era una causa importante de bajas por
enfermedad y pérdidas econdémicas debidas a la
hospitalizacion de sus fuerzas militares. Luego,
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durante la segunda guerra mundial, las tropas
japonesas y estadounidenses sufrieron los estragos
del dengue en las selvas tropicales del sur del
Pacifico, esto atrajo el interés en desarrollar
vacunas que pudieran prevenir la enfermedad
tanto en Asia como en EEUU. En la Figura 2 se
muestra un resumen de algunos hitos en la historia
con relacion al aislamiento y serotipificacion del
virus, asi como también a los diferentes prospectos
de vacunas que se han desarrollado. Las primeras
tentativas documentadas de desarrollar vacunas
inactivadas y atenuadas con bilis de buey fueron
llevadas a cabo por el Director del Instituto
Pasteur de Atenas de la época, Dr G Blanc y J.
Caminopetros, durante una epidemia de dengue
en Grecia en 1927 (7), pero estos preparados
perdian su poder inmunizante 15min después de
su preparacion (8). En 1928-1930 Simmons, St
John y Reynolds en EEUU intentaron vacunas
inactivadas con suspensiones salinas de mosquitos

Vacunas contra el dengue en desarrollo

Aedes aegypti infectados, macerados y tratados
con formalina y calor (9,10). Dichas vacunas
resultaron inefectivas.

Aislamiento e identificacion de los serotipos
del dengue: A finales de la Segunda Guerra Mundial
investigadores Japoneses y Norteamericanos casi
al mismo tiempo hicieron aportes importantes en el
descubrimiento del virus. Hotta y Kimura lograron
aislarlo de especimenes recolectados de pacientes
entre 1942 y 1945, luego se determind que era
el serotipo 1 (DENV-1) (10). Paralelamente,
Sabin y Schlesinger aislaron el DENV-1 y
DENV-2 de pacientes de Hawai y Nueva Guinea
respectivamente (11). Usando multiples pasajes
por ratones lactantes, Sabin logré disefiar una
vacuna viva atenuada contra el DENV-1, los
trabajos con esta vacuna fueron continuados por
Bellanti, Wisseman y colaboradores (12), quienes
durante una epidemia de DENV-3 en Puerto Rico
en 1963, en un estudio controlado, vacunaron a
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Figura 2. Eventos en el desarrollo de vacunas contra el dengue y el aislamiento viral. Las fechas son aproximadas La lista

no es exhaustiva
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adolescentes y adultos jovenes varones, 561 de
los cuales recibieron la vacuna atenuada y 552 el
placebo (10,13). La vacuna fue bien tolerada, no
caus6 reacciones sistémicas, indujo anticuerpos
neutralizantes y disminuy6 la incidencia de
dengue en 39% de los vacunados en comparacion
con el grupo placebo. Sin embargo, debido
al temor que existia sobre las complicaciones
asociadas al uso de vacunas con derivados de
tejidos murinos y el riesgo de contaminacidén con
agentes adventicios, el desarrollo de estas vacunas
fue abandonado (14). A pesar del abandono de
estas vacunas, la contribucion realizada al lograr
pasajes del virus y su atenuacion en células
animales, fue muy importante en el desarrollo
ulterior de vacunas atenuadas y el éxito en lograr
la primera formulacion de vacuna tetravalente
contra el dengue probada en humanos. En 1971,
se inicidé un programa cientifico a cargo de la
Junta Epidemiologica de las fuerzas armadas de
EEUU, con el objeto de desarrollar una vacuna
viva atenuada tetravalente. La atenuacion de
los serotipos fue realizada por el Instituto de
Investigacion Walter Reed de la Armada de EEUU
y de estos intentos se obtuvo un candidato DENV-
2 con una cepa de Puerto Rico (PR-159-S1), la
cual fue probada en estudios fase I en adultos. La
vacuna fue inmunogénica en un poco mas del 60%
de los vacunados, fue ligeramente reactogénica y
causo cuadros leves de la enfermedad en algunos
casos. A finales de los aflos 70, la oficina regional
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en el sudeste de Asia, nombré al Departamento
de Patologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Mahidol en Tailandia como el
Laboratorio para el Desarrollo de la Vacuna viva
atenuada tetravalente contra el Dengue, bajo la
direccion del Profesor Nath Bhamarapravati. De
estos esfuerzos que contaron con la asistencia
técnica de diversas instituciones de Europa y
América (la Fundacion Rockefeller, el Instituto
Walter Reed, la Universidad de Hawai, los
gobiernos de Australia y de Italia, entre otros)
surgi6 la primera generaciéon de vacunas viva
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atenuada tetravalente contra el dengue (15) que
fue probada en estudios fase I y fase II en Asia,
EEUU y Australia. Los serotipos DENV-1, 2 y 4
fueron atenuados por pasajes en células primarias
de rifién de perro (PDK) y el DENV-3 en células de
rifion de mono verde Africano (GMK) con pasajes
adicionales por células de pulmon fetal de monos
rhesus (FRhL), ya que este serotipo fall6 en replicar
en las células de rifion de perro. Las formulaciones
monovalentes y luego tetravalentes fueron
probadas en adultos, y se realizaron ensayos fase 11
en nifios. En 1993 la Universidad de Mahidol y la
compaiiia farmacéutica francesa Pasteur Mérieux
sérums et vaccins (ahora sanofi pasteur) firmaron
un acuerdo para producir esta vacuna a gran escala.
Sin embargo, en la formulacién tetravalente, la
respuesta preponderante era al DENV-3 y a pesar
de que disminuy¢ la dosis de este serotipo en
subsiguientes formulaciones, se decidio abandonar
este desarrollo debido a la reactogenicidad
del componente DENV-3. Los nifios de areas
endémicas de dengue que habian participado
en ensayos clinicos con esta vacuna fueron
seguidos hasta por 8 afos después de terminar
su participacion en el estudio y no se observo un
aumento en el riesgo de desarrollar enfermedad
severa durante todo el periodo de seguimiento
(16,17). Méas recientemente, el Instituto de
Investigacion Walter Reed de la Armada de los
EEUU (WRAIR) y GlaxoSmithKline también
habian desarrollado una vacuna tetravalente viva
atenuada mediante pasajes seriados en células PDK
y pasajes adicionales células FRhL. Se realizaron
ensayos clinicos fase II con esta vacuna. Al igual
que la vacuna de la Universidad de Mahidol, el
desarrollo de esta vacuna viva atenuada también
fue suspendido (18).

Estado actual del desarrollo de las vacunas
contra el dengue

De un modo general, los esfuerzos actuales
que se han hecho en investigacion en vacunas contra
el dengue se han enfocado principalmente en los
modelos de vacunas vivas atenuadas, inactivadas
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y a sub-unidades. Las vacunas vivas atenuadas
han enfrentado diversos cuestionamientos por
el hecho de que la enfermedad natural en una
segunda infeccion podria causar cuadros clinicos
mas severos (dengue hemorragico, sindrome del
schock por dengue). Si bien la patogenia de la
enfermedad atn no ha logrado ser dilucidada y
pareciera que la etiologia del dengue hemorragico
es debida a factores multifactoriales in vivo, una
de las teorias que ha intentado explicar in vitro el
mecanismo de los cuadros severos posteriores a
infecciones secundarias es el de la amplificacion
de la infeccion dependiente de anticuerpos
(ADE, Antibody Dependent Enhancement). Los
anticuerpos neutralizantes producidos por una
infeccion anterior resultan protectores en una
nueva infeccion, sin embargo, la existencia de
anticuerpos heter6logos no neutralizantes, en
lugar de ser protectores, aumentarian la infeccion
de células mediante su union al virus (anticuerpos
facilitadores de la infeccion). Este complejo
virus-anticuerpo se uniria entonces a receptores
Fc presentes en la superficie de células blanco y
desencadenar la cascada de eventos inflamatorios
y manifestaciones clinicas severas. En un estudio
en Brasil la infeccion secundaria no resultd ser
un factor predictivo de dengue severo en adultos
(19,20). Las vacunas vivas atenuadas deberian
producir anticuerpos neutralizantes a los 4
serotipos del dengue, razén por la cual las vacunas
deberian ser tetravalentes.

La proteina E ha sido la mas utilizada como
antigeno objetivo para la estimulacion de respuesta
inmunoldgica tanto en vacunas vivas atenuadas
como en vacunas a subunidades contra el dengue.
También se han llegado a considerar como agentes
inmunizantes candidatos para una vacuna a la
proteina estructural M y a la NS1.

En el Cuadro 1 se presenta en forma
resumida algunas iniciativas en el desarrollo de
vacunas contra el dengue, sus diversos enfoques
(vivas atenuadas, a sub-unidades, vacunas
inactivadas, etc) y las etapas de desarrollo clinico
en las que se encuentran.

Vacunas contra el dengue en desarrollo

Vacunas vivas atenuadas quimericas

La experiencia acumulada hasta ahora con
las vacunas vivas atenuadas han demostrado su
capacidad de inducir una adecuada respuesta
humoral y celular y una adecuada atenuacion
replicacion viral es capaz de estimular al sistema
inmunoldgico sin producir la enfermedad. Es
importante que los virus vacunales atenuados
contra el dengue tengan una capacidad disminuida
o al menos igual de replicarse en el mosquito que
el virus de la vacuna contra la fiebre amarilla.
Las vacunas atenuadas de reciente generacion
permiten una modificacion genética especifica
y mejor controlada que la atenuacidn clasica
mediante pasajes sucesivos en cultivos celulares,
lo que le confiere una mayor estabilidad genética
del producto recombinante atenuado. Esto ha
sido posible mediante el proceso denominado
quimerizacion. La quimerizacion es el mecanismo
mediante el cual los genes estructurales en este
caso de un flavivirus son reemplazados por genes
homologos de otros flavivirus para producir la
atenuacion. Hoy en dia se tienen varios modelos de
vacunas quiméricas contra el dengue. La primera
quimera de dengue fue reportada por Bray y Lay,
cientificos de los Institutos Nacionales de Salud de
EEUU en 1991 (21). El desarrollo que se encuentra
en etapa mas avanzada es el que esta basado en la
quimerizacion del virus vacunal atenuado contra
la fiebre amarilla (cepa 17D) al cual se le insertan
genes que codifican proteinas del virus salvaje
del dengue. Esta vacuna fue desarrollada por
Guirakhoo y colaboradores en Acambis (ahora es
parte de sanofi pasteur) en el afio 2000 (22). Cabe
destacar que hoy en dia la vacuna contra la fiebre
amarilla es obtenida por atenuacion convencional
del virus, mas de 500 millones de dosis en el mundo
han sido administradas desde su disponibilidad y no
se ha demostrado transmisibilidad en el mosquito,
debido a su baja capacidad de replicacion. El
hecho de ser un flavivirus, transmitido por el
mismo vector que el virus del dengue, tener un
genoma (17D) notablemente estable comparado
con otros virus ARN, probablemente debido a

Vol. 21, No. 3, septiembre-diciembre 2010



©IIPaWOIY BISIASY

Cuadro 1

Algunas vacunas contra el dengue en desarrollo (lista no exhaustiva)

Tipo de Vacuna

Propietario o Institu-
cion que la desarrolla

Caracteristicas

Fase del Desarrollo Clinico

Viva, atenuada molecu-
larmente

Tecnologia quimérica:

Tetravalente (TV) (en FA)

Sanofi Pasteur (sp) /Acam-
bis (ahora es parte de sp)

Clon de ADNc recombinante de virus de la Fiebre amarilla, cepa vacunal 17D,
con reemplazo e insercion de genes que expresan proteinas prM y E del virus
dengue

Fase I completada.
Actualmente en Fase IIb, en pre-
paracion para fase 111

Clon de ADNc recombinante del DENV-4, con reemplazo e insercion de genes que

Pre-clinica,

TV (en DENV-4), NIH expresan proteinas prM y E de los virus del dengue (DENV-4 vivo atenuado) f]g;%\l;_ lpjl)r a formulacién BV
. Clon de ADNc recombinante del DENV-2, con reemplazo e insercion de genes que
TV (en DENV-2) InViragen/CDC expresan proteinas prM y E de los virus del dengue (DENV-2 vivo atenuado) |
Clon infeccioso:
Deleccion de 30 nucleotidos de la region 3° UTR de DENV-4 y posterior mutacion -
%/IEOI\?\(])_Xalente (MV) NIAID, NIH en el constructo rDEN4A30 ( 3 diferentes: rDEN4A30-200-201; rDEN4A30- i]l))%rlill Iggn&?é%(gg%l
436-437; y tDEN4A30-4995)
Inactivada:
A sub-unidades:
MYV DENV-4 (E) Proteinas truncadas de E de DENV-4 en levaduras de Pichia pastoris Pre-cliiinica, en monos y ratones
MV DENV-1 (DIII) IPK-CIGB Proteinas de fusion recombinante E (DIII) con adyuvante de Freund Pre-clinica, en monos
ls\;ld\é DENV-2 (DID)+ cép- Proteina de fusion de E (DIII) + capside, expresadas en Escherichia coli Pre-clinica, en ratones
TV consenso de DIII (¢cED | National Institute of Re- . .
1) search in Health, Taiwan cED III de los 4 serotipos de dengue + AIPO, Pre-clinica, en ratones

TV Sub-unidad, recom-
binante

Hawaii Biotech Inc

Proteina E truncada en un 80% y expresada en células de Drosophila melanogaster
+ diversas combinaciones de adyuvantes

Preclinica, en ratones y monos

Vectores virales:

TV (en adenovirus)

GenPhar Inc /NMRCD

Mezcla de 2 constructos de vectores de adenovirus no replicativos (CAdVax-
DEN1,2+CAdVax DEN2,4=CAdVaxTV). Ademas, uso de CMV como promotor
para la expresion de cantidades adecuadas de prM y E

Preclinica, inmunogénica en mo-
nos

MYV (en virus vacunal del
sarampion, cepa Schwarz)

Instituto Pasteur de Paris

El virus vacunal del sarampién actiia como vector del DIII de la proteina E fu-
sionado al ectodominio de la proteina M (ectoM) del DENV-1.

Preclinica, en ratones.

ADN recombinante:

Interaccion en Acidos Nu-
cleicos

NMRC

Unidn covalente de psoralen (irradiado con UV-A) a residuos de pirimidina para
inhibir replicacion viral

Preclinica, inmunogénica en ra-
tones

Pseudo-viriones:

Replicones

Sanofi pasteur

Tecnologia quimérica con deleccion del gen de la capside, con capacidad de re-
plicarse en cultivos celulares expresando el gen de la capside, pero sin capacidad
de replicacion en el células diana de vacunados.

Pre-clinica

eI\ -OURIqUEZ
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la baja tasa de error de su ARN-polimerasa y la
experiencia acumulada en todos estos afios de su
utilizacion, permitieron avanzar en el concepto de
quimerizacion de este virus vacunal contra la fiebre
amarilla para obtener una vacuna recombinante
contra el dengue. Brevemente, el mecanismo de
construccion se realiza partiendo del ARN del
virus vacunal 17D de la fiebre amarilla, del cual se
obtiene un clon de ADN complementario (ADNCc)
de longitud completa, con todas sus proteinas
estructurales y estructurales. A este ADNc de la
cepa 17D, se le extraen los genes que codifican
a las proteinas estructurales prM y E, los cuales
son reemplazados por los de la prM y E de cada
serotipo del virus del dengue, de forma separada,
obteniéndose de esta forma un ADNc quimérico.
Este ADNc quimérico se transcribe a ARN, se
introduce por electroporacion en células Vero
donde el virus quimérico crecerd y se replicara,
utilizando la maquinaria de replicacién del
virus de la fiebre amarilla y conteniendo en su
superficie los antigenos inmunizantes, es decir,
las proteinas de prM y E del dengue, los cuales
seran los blancos de la respuesta inmunitaria, una
vez inyectada la vacuna. Esta vacuna quimérica
tetravalente ha demostrado una alta estabilidad
genotipica y fenotipica en cultivos celulares y en
las etapas de desarrollo y produccion de los lotes
de cepas para la vacuna (19). Estudios in vitro
demostraron que los virus quiméricos de esta
vacuna desarrollada por sanofi pasteur tienen una
cinética de crecimiento similar a la de sus virus
de dengue parentales salvajes y a la de la cepa
17D del virus vacunal contra la fiebre amarilla.
Ademas, la infeccidén de células dendriticas
estuvo acompafnada de una producciéon limitada
de citocinas pro-inflamatorias y de una expresion
consistente de IFN tipo 1 antiviral. Durante los
estudios pre-clincos, esta vacuna tetravalente
indujo una respuesta de anticuerpos protectora de
la infeccion contra los serotipos salvajes de dengue
a los que fueron expuestos los monos luego de ser
vacunados. Ademas produjo una viremia limitada,
fue menos neurovirulenta que la vacuna 17D de la
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fiebre amarilla en monos y ratones lactantes y no
infect6 a mosquitos por via oral. Actualmente esta
vacuna completo la fase I de investigacion clinica
en EEUU, Australia, Asia y América Latina y se
estan llevando a cabo diversos estudios fase II en
poblaciones endémicas de diversos paises de Asia
y América Latina, tanto en adultos, adolescentes y
nifios desde los 12 meses a los 45 afios de edad con
un esquema de 3 dosis, por via subcutanea (23).
Interesantemente se ha observado una respuesta
priming en voluntarios que recibieron previamente
una dosis de vacuna contra la fiebre amarilla. En
2010, comenzo un estudio a gran escala fase IIb
en Tailandia donde se incluyeron a mas de 4000
ninos de 4 a 11 afios de edad. Hasta el momento,
se han aplicado més de 5000 primeras dosis de
vacuna tetravalente contra el dengue en adultos,
adolescentes y nifios y no se han reportado casos
severos de dengue debidos a la aplicacion de la
vacuna, independientemente del estado inmune
previo a flavivirus de los participantes en los
ensayos clinicos. Los resultados en cuanto a
seguridad y seroconversion obtenidos hasta la
fecha respaldan la continuacion del programa de
desarrollo de esta vacuna y la preparacion para
iniciar estudios fase III de eficacia en 2011 en
varios paises endémicos de América Latina y
Asia.

Aparte de la utilizacion del virus 17D de
la vacuna contra la fiebre amarilla, se ha usado
también al mismo virus del Dengue (DENV-2),
atenuado, como esqueleto para la elaboracion de
vacunas contra el dengue, sustituyéndole los genes
de prM y E de DENV-1, DENV-3 y DENV-4. Este
disefio de vacuna quimérica tetravalente ha sido
desarrollado por el Centro de Control y Prevencion
de Enfermedades de EEUU y se han llevado a cabo
estudios preclinicos con las formulaciones mono-
valentes y luego con la formulacion tetravalente
en monos (24).

Otro modelo de vacuna en desarrollo mezcla
la tecnologia quimérica con la técnica de genética
reversa llevada a cabo por el laboratorio de
enfermedades infecciosas del Instituto Nacional
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de Alergia y Enfermedades Infecciosas de EEUU
(NIAID). En clones de ADNc del DENV-4 y del
DENV-1, realizaron la deleccion de 30 nucleotidos
(referida también como A30) en la regiéon 3’
no traducida del virus (UTR). En particular, se
le realizd la deleccion de ciertos nucledtidos
(10748-1057) al DENV-4 (rDEN4A30), mostrando
ser segura ¢ inmunogénica en animales y en
voluntarios humanos, y mantuvo su estabilidad
genética luego de su replicacion en humanos. Sin
embargo, debido a que algunos vacunados que
recibieron formulaciones elevadas, presentaron
rash asintomatico, neutropenia y aumento de
transaminasas, se decidio introducir una mutaciéon
adicional en el proceso, lo que dio origen a la
vacuna candidata rDEN4A30-200-201 que retuvo
su inmunogenicidad, mejorando la seguridad
(18). Sin embargo, para los serotipos DENV-2 y
DENV-3 no se logré lo mismo. Por este motivo se
agrego a este proceso, la quimerizacion en base a
la vacuna monovalente candidata DEN4A30 a la
cual se le reemplazaron los genes de las proteinas
estructurales prM y E del DENV-2 y DENV-3
(conocidas como DEN2/ DEN4A30 y DEN3/
DEN4A30). Estas vacunas estan siendo probadas
en animales y se espera por combinaciones
tetravalentes que pudieran permitir el inicio de
estudios en humanos préximamente (25,26).

Vacunas inactivadas

Si bien las vacunas inactivadas ofrecen
la ventaja de su seguridad, haciendo posible su
usoO en personas con compromiso inmunologico,
pueden no llegar a ser tan inmunogénicas como
las vivas atenuadas probablemente por no producir
una adecuada inmunidad Th-1, ameritando la
adicion de un adyuvante en su formulacion y/o
la necesidad de multiples dosis para proveer una
inmunidad duradera, en particular para individuos
no expuestos a flavivirus o viviendo en regiones
no endémicas (indicacion para viajeros, o
trabajadores temporales en paises endémicos de
dengue, o personal militar). (18,19). No obstante,
el WRAIR y el Naval Medical Research Center
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(NMRC) de los EEUU conjuntamente estan
probando estrategias de primovacunacion-refuerzo
con diferentes modelos de vacunas: inactivadas, a
sub-unidades, vivas atenuadas, en administracion
secuencial o concomitante, logrando en ensayos
preclinicos en monos respuestas inmunologicas a
los 4 serotipos, y con un aumento de anticuerpos
luego de la vacunacion de refuerzo en varias de
estas combinaciones (27). La aplicabilidad de estos
esquemas combinando o alternando diferentes
disefios de vacunas puede resultar compleja y
propensa a errores logisticos al momento de
su aplicacion en el terreno, en la secuencia de
aplicacion o combinacion correcta de vacunas
diferentes contra el dengue, con particular
dificultad al tratar de adaptarlas dentro de los
calendarios actuales de vacunacién en pediatria.

Vacunas pseudo-infecciosas

Esta es otro de los interesantes y novedosos
disefios de vacunas contra el dengue: Las vacunas
por replicacion incompetente o pseudo-infecciosas.
Usando el genoma de otro flavivirus, el virus del
Oeste del Nilo, se le elimina el gen de la capside,
lo que le permite a este virus modificado un solo
ciclo de infeccion en los vacunados (replicacion
incompetente, llamado también RepliVax WN).
Para crear un constructo contra el dengue, a
RepliVax WN se le reemplazan sus genes prME
por los del DENV-2, obteniéndose el constructo
quimérico al que se ha denominado RepliVax
D2, y al que se le hacen mutaciones adicionales
en prME, obteniéndose finalmente el candidato
RepliVax D2.2 que posee una mejor capacidad de
crecimiento en lineas celulares. Al producirse una
sola replicacion en el vacunado, estos virus mo-
dificados, llamados también pseudo-infecciosos,
pueden entonces infectar una sola vez células
normales, y estas células infectadas pueden liberar
particulas “pseudo-virales” (virus-like particles)
conteniendo prME capaces de desencadenar una
respuesta inmunitaria adecuada a estos antigenos,
pero sin los problemas potenciales de seguridad de
las vacunas vivas atenuadas, porque ameritarian
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solo una replicacion en el huésped. Estas vacunas
replican muy bien en células Vero los que las hace
adecuadas para produccion a gran escala, pero
pueden no llegar a inducir niveles elevados de an-
ticuerpos. Aun no estan disponibles fromulaciones
tetravalentes y el prototipo monovalente (RepliVax
D2.2) se encuentra en etapa preclinica, habiendo
demostrado ser inmunogénico en ratones (28).

Vacunas contra sub-unidades recombinantes
Hawaii Biotechnology (EEUU) ha desa-
rrollado una vacuna recombinante que contiene
el 80% del amino terminal de la proteina E del
dengue 2 (denominado r80E) producidas en células
de Drosophila melanogaster. Ya que la vacunas a
sub-unidades por si mismas no producen una gran
respuesta inmunitaria, sera necesario agregarles
algiin adyuvante. Por esta razon se han estudiado
en modelos animales, diferentes formulaciones
de 2 dosis de vacuna contra el DENV-2 a base
de adyuvantes del tipo de sales de aluminio, o
combinando aluminio con saponinas (QS1) o el
MPL (Monofosforil Lipido A), (llamados ASO4,
ASOS5, o ASO8, dependiendo de la combinacion
de adyuvantes). Estas formulaciones se encuentran
en etapa pre-clinica y han mostrado capacidad
inmunogénica en experimentos con monos. (29).
Este tipo de sub-unidades recombinantes es dificil
de producir en grandes cantidades y la produccion
de formulaciones tetravalentes podria resultar
costosa. Ademads de la vacuna candidata de Hawaii
Biotech., el Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri” y el Centro de Ingenieria Genética y Bio-
tecnologia de Cuba han desarrollado vacunas a
subunidades. La primera de ellas fue desarrollada
en levaduras de Pichia pastoris que expresaban
las proteinas E truncadas del DENV-4, resultando
ser inmunogénicas en ratones y monos (30). Pos-
teriormente desarrollaron una vacuna monovalente
a base de proteinas de fusion recombinante que
contienen el DIII de la Envoltura del DENV-1
con hidréxido de aluminio (AIOH) como adyu-
vante, sin embargo esta formulacion no resultd
inmunogénica. Al usar adyuvante de Freund,
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obtuvieron una respuesta protectora de viremia
en monos (31). Mas recientemente han desarro-
llado una nueva vacuna quimérica a sub-unidad,
que contiene la proteina de fusion del DIII de la
Envoltura y la Capside del DENV-2, expresadas
en E. coli. Los estudios en ratones demostraron
una respuesta inmunologica tanto humoral como
celular (32). Por otra parte, el Instituto Nacional
de Investigacion de Salud de Taiwan ha desarro-
llado un prototipo tetravalente de vacuna contra
el dengue compuesto por un consenso del DIII de
la proteina de Envoltura (denominado cED III) de
los 4 serotipos, con fosfato de aluminio (AIPO,)
como adjuvante. El consenso no es mas que la
seleccion de una secuencia definida de alineacion
de aminoacidos de 5 cepas de los serotipos DENV-
1,-3 y -4 y de 13cepas de DENV-2. Esta vacuna
ha sido probada en ratones, y ha logrado producir
una respuesta de anticuerpos neutralizantes con-
tra los 4 serotipos, sin embargo, el consenso para
el serotipo 4 ha mostrado una menor capacidad
neutralizante. (33)

Vacunas de ADN

Las vacunas a ADN consisten en plasmidos
que contienen la secuencia genérica especifica de
proteinas o epitopes del virus del dengue. Dicho
plasmido contiene una secuencia promotora y
de terminacion que conduce la transcripciéon a
ARN en el vacunado. A partir del ARN transcrito
se producen entonces las proteinas antigénicas
especificas que luego le son presentadas al sistema
inmune a través de moléculas del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (CMH), estos antigenos
son capaces de desencadenar respuestas humorales
y celulares. La administracion de la vacuna seria
por via intramuscular, para ser captada por células
musculares y dendriticas. Como ventajas para
este prototipo de vacuna a ADN se han descrito
su capacidad de poder agregar nuevos genes a
la vacuna, de preparacion relativamente simple,
no requieren cadena de frio como las vacunas
convencionales y su menor reactogenicidad. Entre
sus desventajas estan la capacidad disminuida
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para producir respuesta inmunitaria, el costo de
su elaboracion y el riesgo teérico de integracion
del acido nucleico en el ADN cromosomal
del vacunado, lo que potencialmente podria
activar oncogenes o provocar la inactivacion
de genes supresores de tumores o la induccion
de anticuerpos anti-ADN que podrian conllevar
a enfermedades autoinmunes. Esto no ha sido
demostrado en modelos animales (en ratones
proclives o no a lupus, y en conejos) e incluso
este tipo de disefio estd siendo propuesto como
una estrategia para el manejo de enfermedades
autoinmunes. Los primeros disefios de vacunas
ADN contra el dengue se probaron en animales a
finales de la década de 1990 (34) y continua en fase
pre-clinica en monos, desarrollo que esta siendo
llevado por la Naval Medical Research Center de
EEUU (35).

Para mejorar la respuesta inmunologica
se necesitaria de adyuvantes u otras estrategias
también innovadoras de entrega del antigeno,
como lo es la electroporacion, la cual consiste en
aplicar durante la inyeccion de la vacuna y a través
de un sistema de aguja con electrodos, un estimulo
minimo eléctrico de milisegundos de duracion, que
permite la apertura de poros en la membrana de
las células musculares, facilitando la entrada del
antigeno. Al ceder el estimulo eléctrico, se cierran
los poros de la membrana y cantidades suficientes
del antigeno quedan disponibles en el interior de
las células blanco (36). La electroporacion en
un modelo de vacuna a ADN contra los cuatro
serotipos del dengue ya se ha probado en ratones
con resultados preliminares interesantes, la
factibilidad del uso de estos sistemas sofisticados
de entrega del antigeno y los controles adecuados
para verificar su adecuado funcionamiento todavia
necesitan ser definidos.

PERSPECTIVAS

Como se ha podido apreciar, pocas vacunas
han tenido un desarrollo con tecnologias inno-
vadoras tan diversas, basadas principalmente en
tecnologia recombinante como lo ha sido la va-
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cuna contra el dengue y a pesar de ello, ninguna
de ellas estd disponible atin para su uso. Una de
las inquietudes que no ha logrado ser respondida
por cientificos en el mundo entero acerca del
mecanismo inmunoldgico que lleva a cuadros
severos de dengue en particular en algunos casos
de infecciones secundarias, ha derivado en las
mismas preguntas para el desarrollo de vacunas
vivas atenuadas. Existe un modelo de vacuna (viva
atenuada quimérica tetravalente) que se encuentra
en fase preparatoria para iniciar ensayos clinicos
de fase III y por el momento no se ha descrito el
fendomeno de ADE en participantes vacunados.
Esta vacuna hasta ahora lleva mas de 6 afos de
estudios y ensayos clinicos en diversas regiones
geograficas y poblaciones en amplios grupos de
edades. Entre tanto, se ha trabajado en la elabora-
cion y actualizacion de guias para la evaluacion
de vacunas contra el dengue en ensayos clinicos,
se ha trabajado en guias para la armonizacion de
pruebas de laboratorio que pretenden la estanda-
rizacion de técnicas de medicion de anticuerpos
neutralizantes y también se han elaborado guias
para la evaluacion por las autoridades regulado-
ras de nuevas vacunas en el proceso de registro y
comercializacion. En este sentido, hoy en dia se
cuenta Unicamente con guias para vacunas vivas
atenuadas contra el dengue. Por otra parte, se re-
quiere de un trabajo multidisciplinario, donde los
desarrolladores y productores de estas vacunas,
las organizaciones gubernamentales (agencias
reguladoras) y no gubernamentales (OMS, Organi-
zacion Panamericana de la Salud [OPS], Pediatric
Dengue Vaccine Initiative [PDVI]), y expertos en
las areas clinica, de inmunologia, microbiologia
provenientes de regiones endémicas o no, entre
otros, trabajen de forma conjunta con el objetivo
final de disponer de vacunas contra el dengue y
su eventual introduccion en calendarios de vacu-
nacioén en los paises que asi lo requieran. Por este
motivo, y ante la perspectiva de que en los proxi-
mos afios sea posible contar con vacunas contra
el dengue, se ha iniciado la elaboracion de guias
al respecto con una participacion y colaboracion



209

multidisciplinaria. La OMS ha publicado varias
guias en este sentido, tales como:

* Guias para la realizacion de ensayos clinicos
de vacunas contra el dengue (37)

* Guias para el test de neutralizacion por re-
duccidn de placas de anticuerpos humanos
contra el virus del dengue (38)

* Guias para la produccion y control de cali-
dad de vacunas candidatas (vivas) tetrava-
lentes contra le dengue (39,40)

Algunas de estas guias han ido actualizan-
dose en la medida en que se va adquiriendo mas
experiencia en el desarrollo de estas vacunas.

Con respecto a la preocupacion acerca de
la seguridad de las vacunas contra el dengue y la
teoria de una potencial generacion de respuesta
inmunitario tipo ADE por vacunas vivas atenuadas,
en las guias para la realizacion de ensayos clinicos
en areas endémicas se establece que “existe un
consenso internacional de que el desarrollo clinico
de una vacuna contra el dengue no deberia ser
evitado por ciertas preocupaciones hipotéticas
sobre la seguridad” (37). El desarrollo clinico en
etapas subsiguientes e incluso en estudios fase [V
quizas permita mostrar si este riesgo teorico puede
—0 no- ser generado por este tipo de vacunas.

Las estrategias actuales que se han imple-
mentado para el control del vector en sus diversas
formas evolutivas, y en general para el control de
la infeccion, no han logrado ser suficientes para
detener el avance de esta enfermedad. El poder
disponer de una vacuna contra el dengue en los
proximos afios, indudablemente sera una herra-
mienta complementaria a las medidas de control
y prevencion y a las estrategias actuales que se
estan llevando en las regiones afectadas por esta
enfermedad. Igualmente, esta vacuna podra ser de
utilidad para individuos (turistas, personal militar,
trabajadores temporales) procedentes de regiones
no endémicas que viajen a regiones endémicas
del dengue.

Declaracion de conflicto de interés
El autor es empleado de Sanofi Pasteur. Los comentarios
emitidos en el articulo corresponden a la opinién del autor.
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