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VACCINES AGAINST DENGUE

®sumen

El dengue es una infeccion viral que prevalece en regiones
tropicales y es causada por uno de cuatro serotipos del virus

del dengue denominados DENV1, DENV2, DENV3 y DENV4
transmitidos al hombre, principal hospedero del virus, a través
de la picadura de mosquitos del género Aedes. Un inadecuado
control del mosquito y la infraestructura de salud deficiente

en la mayoria de los paises han permitido un aumento de la
enfermedad. Ademas, la existencia de cuatro serotipos de los virus
genéticamente distintos favorece el contraer dicha enfermedad
en mas de una ocasién provocando en algunos casos, sintomas
graves en reinfecciones, ocasionando incluso la muerte. Por lo
anterior, se han buscado estrategias de control de mosquitos
para reducir los casos de enfermedad y muerte por el dengue.
Ademas, se ha explorado el desarrollo de nuevas vacunas

de base biotecnoldgica contra el dengue, que prevengan la
manifestacidn de la infeccidn y que contribuyan a la erradicacion
de la enfermedad. Las opciones de vacunas disponibles y nuevos

modelos promisorios se discuten en este articulo.
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@stract

Dengue is a viral infection caused by one of four serotypes named
DENV1, DENV2,DENV3, and DENV4 transmitted to humans, the
main host of the virus through the bite of the Aedes mosquito.
This disease prevails in tropical regions, and the deterioration

of mosquito control and deficient health infrastructures in most
countries have allowed the increase of the disease. Moreover, the

existence of four genetically distinct serotypes of the virus favors
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than contracting this disease
on more than one occasion,

in some cases present severe
symptoms in reinfections

that can even lead to death.
Therefore, mosquito control
strategies have been sought
to reduce dengue mortality
and morbidity; In addition,
the new vaccine development
approaches against dengue
have been explored, which
prevent the manifestation of
the infection and contribute to
the eradication of the disease,
the available vaccine options
and new promising models are

discussed in this article.

Keywords
Dengue, serotypes, vaccines,

subunits vaccines

@tecedentes

El dengue es una enfermedad
causada por la infeccion

con alguno de los cuatro
serotipos del virus del dengue
denominados DENV1, DENV2,
DENV3 y DENV4,y que son
transmitidos a través de la

picadura de mosquitos hembra
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del género Aedes (Tully y
Griffiths, 2021). EL hombre es el
principal hospedero del virus
y la infeccion por uno de los
serotipos del virus no protege
contra la infeccidn de los
otros tres. EL dengue prevalece
en regiones con climas
tropicales y subtropicales
de todo el planeta, sobre
todo en las zonas urbanas
y semi-urbanas de paises
subdesarrollados (OPS, 2023);
provoca una gran morbilidad y
mortalidad, ademas se estima
que alrededor de la mitad de
la poblacion mundial esta
en riesgo de contraer esta
enfermedad (John y Rathore,
2019; Contreras et al, 2021).
De acuerdo con la
Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) el dengue
se clasifica en dos grupos
diferentes: (1) Dengue (con
o0 sin manifestaciones) y (2)
Dengue grave. Los sintomas
que se asocian a la enfermedad
son: fiebre alta, dolor de cabeza,
nauseas, vomitos, dolores
musculares y articulares,
dolor detras de los ojos y la

enfermedad puede tener una

duracién entre 2 y 7 dias (OMS, 2023). Mientras que algunos de
los sintomas en casos mas graves son: dolor abdominal intenso,
encias sangrantes, fuga de plasma, dificultad para respirar, sangre
en el vomito, entre otros, que si no son tratados a tiempo pueden
ocasionar la muerte (Ali et al,2017). De aqui la importancia de
desarrollar estrategias y nuevas vacunas contra el dengue, que
prevengan la manifestacion de la infeccion y que contribuyan a la

erradicacion de la enfermedad.

Conociendo al virus causante del Dengue

El virus del dengue (DENV) maduro esta integrado por proteinas
que conforman la estructura nucleo-coraza externa muy bien
organizada con forma icosaédrica (parecido a la forma esférica

de un balon de futbol), esta capa se encuentra asociada 'y

protege al genoma de ARN del virus (material genético) y
adicionalmente tiene una cubierta de lipidos. El virus se compone
de tres proteinas estructurales o bloques de construccién para

la conformacion del viridn: la proteina de la nucleocapside (C),

la proteina de envoltura (E) y la proteina de membrana (M) o
proteina precursora de la membrana (prM) en virus inmaduros
(ver figura 1). EL genoma del virus,de 10723 nucleotidos, se
divide en dos partes: (1) la que tiene la informacién genética para
producir las proteinas estructurales (C,E y M/prM) y (2) la que
tiene la informacidn genética de las proteinas no estructurales
(NS). Las proteinas NS ayudan en la replicacion del material
genético del virus, el ensamblaje de las particulas virales y su
liberacion desde las células del hospedero (ver figura 2) (Dwivedi
et al,2017; Kabir et al,2021; Nanaware et al, 2021).

EL DENV es transmitido a los seres humanos a través de la
picadura de un mosquito infectado que lo inocula a través de su
saliva. Una vez dentro del hospedero humano, el virus se une a
una amplia variedad de moléculas de reconocimiento (receptores)

que le permiten infectar diversos tipos de células. La parte viral
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que interactua con estos
receptores es la proteina E,
mientras que la proteina M
facilita la union viral. Una vez
reconocido el virus, este entra
a las células del hospedero
humano y se cubre con una
estructura similar a una
burbuja llamada endosoma. En
la burbuja (endosoma), el virus
experimenta un ambiente acido
que provoca que sus proteinas
estructurales se desensamblen
y se libere el material genético.
El material genético
liberado es como un mensaje
que es leido por las células y
sirve de molde para producir
copias de nuevo material viral
con la ayuda de las proteinas
y organelos celulares. Una vez
fabricado el nuevo material
del virus, este se ensambla
formando nuevas particulas
virales, que una vez maduras
(con capacidad de infectar) son
liberadas fuera de las células
(ver figura 2). Si un mosquito se
alimenta con la sangre de una
persona infectada, el mosquito
contrae el virus y lo retiene en
6rganos reservorios,y puede

transmitirlo para comenzar de
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nuevo el ciclo de infeccion y propagacidn en otra persona (John
y Rathore, 2019; Murugesan y Manoharan, 2020; Nanaware et al,
2021).

La primera vez que se contrae la enfermedad se produce una
proteccion de larga duracion contra el mismo serotipo del cual se
enfermd.

Sin embargo, debido a la existencia de cuatro serotipos
diferentes del virus y su diversidad genética, se puede contraer la

enfermedad del dengue en mas de una ocasion.

Figura 1. Componentes estructurales y genoma del virus del dengue. Modificado de
Nanawere et al (2021)

Desafortunadamente, en muchos casos se ha observado que la
proteccion contra un serotipo distinto tiene un tiempo limitado
y que existe una mayor probabilidad de desarrollar sintomas
graves.

Los sintomas graves se relacionan con el hecho de que
algunas moléculas de nuestro cuerpo que reconocen el virus
(anticuerpos o proteinas que normalmente nos protegen de
microorganismos y sustancias extranas), se unen al serotipo del
virus distinto y esta combinacidn facilita su entrada a las células
del ser humano (Ly et al, 2018; Biggs et al, 2022). Sin embargo,

también existen casos donde las células del sistema inmune
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combaten de manera eficiente a cualquier serotipo del virus y
el organismo hospedero no desarrolla los sintomas graves de la

enfermedad (Biggs et al, 2022).

Figura 2. Ciclo de infeccion del virus del dengue

Prevalencia de Dengue, ;esta enfermedad sigue siendo un problema
de salud publica?
A nivel mundial el dengue es una de las enfermedades mas
prevalentes, encontrandose en mas de 100 paises. Los casos de
dengue se estiman en 390 millones por ano con 20 mil muertes
ocasionadas por la forma grave de la enfermedad. Asia cuenta
con el 70% de los casos, sequido por América (14%) y Africa
(16%) (OPS, 2023). Por otro lado, se considera una enfermedad
reemergente ya que se han obtenido nuevos brotes de dengue en
paises que durante décadas se mantuvieron libres de casos (Bhatt
et al,2013; Islam et al, 2021).

Desde el punto de vista endémico, México se encuentra en el
cuarto lugar y se tienen registros de casos con dengue en 28 de

los 32 estados. De acuerdo con la Secretaria de Salud del pais

los casos de dengue en los
ultimos anos fueron: 43362 en
2019; 25226 en 2020; 6746

en 2021;y 12671 en 2022. Asi
mismo, los casos registrados
en el estado de Baja California
Sur fueron: 89 en 2019; 29

en 2020; 6 en 2021;y91 en
2022.Si bien, a nivel nacional,
la cantidad de casos disminuyo
considerablemente del 2019

a la fecha, la incidencia del
dengue puede verse modificada
por la circulacion ciclica de

los cuatro serotipos del virus

y variables que propicien

el desarrollo de mosquitos,
como: el cambio climatico,
servicios publicos deficientes
con escasez de agua, mala
disposicion de la basura, entre
otros (Alvarado Castro et al,
2016; Serrano y Moreno, 2018;
Reyes-Cadena, 2020; Secretaria
de Salud, 2020; 2021; 2022;
2023; Faridah et al,2022).

¢;Como lo combatimos?
Programas de prevencion y
tratamientos disponibles.
El control de la poblacion

de mosquitos es el enfoque
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estratégico promovido por la Organizacion Mundial de la

Salud para reducir la mortalidad y morbilidad del dengue. Este
manejo implica la combinacién de elementos de movilizacion
social con métodos de control quimicos y no quimicos en areas
de alto contacto humano-mosquito. Desafortunadamente, el
deterioro y descuido en las actividades de vigilancia del vector
(mosquito) aunado a las condiciones de paises que presentan
infraestructuras de salud deficientes, ha permitido el incremento
de casos de dengue (Alvarez Escobar et al, 2018; Reyes-Cadena,
2020). Por otro lado, hasta el momento no hay un tratamiento
preventivo 0 medicamento especifico para el dengue. Asi pues,
como parte de las estrategias de control de la enfermedad se han
considerado varios enfoques tanto tradicionales como aquellos
con base en avances biotecnologicos para el desarrollo de
vacunas contra el dengue, que prevengan la manifestacién de la
infeccién y que contribuyan a la erradicacion de la enfermedad

(Ali et al, 2017; Galula et al, 2019).

Vacunas disponibles contra el Dengue

Actualmente existen diversas vacunas prometedoras contra

el dengue en diferentes etapas de desarrollo, pero s6lo una
autorizada para su uso en humanos. La mayoria de las vacunas
experimentales se basan principalmente en el uso de las
proteinas superficiales (que se encuentran en el exterior del virus)
prMy E, que generarian respuestas protectoras en humanos.

No obstante, es importante considerar que la respuesta
inmune humana al virus es altamente reactiva hacia serotipos
distintos, ya que en algunos casos puede ocurrir que las células
del organismo faciliten la entrada del virus (Fadaka et al, 2021).

Entre las distintas vacunas que existen, hay diferentes tipos
con respecto a su forma de elaboracion y diseno: se tienen las
vacunas de virus atenuados, de virus vectores, vacunas basadas

en particulas similares a virus, vacunas de ADN y vacunas de
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subunidades recombinantes
(Deng et al, 2020). A
continuacion, se dara una

explicacion breve de cada tipo.

Vacunas de virus atenuados

Las vacunas de virus atenuados
estan compuestas por un
patdégeno (agente que produce
una enfermedad) que esta
modificado para ser menos
virulento o sin actividad
virulenta. Los componentes

de estas vacunas pueden ser
reconocidos por el sistema
inmune y suelen proporcionar
proteccion inmunologica

a largo plazo. Se han
desarrollado varias vacunas

de virus atenuados contra el
dengue, pero solo tres de ellas
han llegado a completar la fase
[Il de los ensayos clinicos en
humanos: la Dengvaxia, la LATV
A30 (TV003 y TVOO05) y la TAK-
003 (Deng et al, 2020; Hertanto
y Novita, 2021) (Ver tabla 1).

La vacuna Dengvaxia
fabricada por el Instituto
Sanofi Pasteur fue la
primera formulacién en ser
autorizada contra el dengue

en 2015. Esta vacuna obtuvo
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aprobacién por la Comision Federal para la Proteccion contra

Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en México en diciembre del

mismo ano para ser aplicada a personas de 9 a 45 anos que

viven en zonas endémicas; y en 2019 consiguio la aceptacion de

comercializacion por la Administracién de Drogas y Alimentos

(FDA, por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos.

Tabla 1. Vacunas contra el dengue que han llegado a fase Ill

Plataforma

B Respuesta N i
Nombre Antigenos de 3 Dosis Referencias
. inmune
produccion
Poco eficaz
contra DENV2.
, Riesgo de
Las proteinas X 3:a
Virus de dengue grave
. prMyE de los 0, Fadaka
Dengvaxia la fiebre en personas
DENV1,DENV2, . . 6y12 etal,2021
amarilla seronegativa.
DENV3 y DENV4 ., meses
Proteccion
en personas
seropositivas
Segura con
Todas las efectos
proteinas de secundarios
DENV1,DENV3y DENV1, levesy 2:alos X
‘ L Norshidah
LATV A30 DENV4,asi como DENV3y produccién Oyé6 t al 2021
et al,
las proteinas DENV4 balanceada de  meses
prMyE de anticuerpos
DENV2 neutralizantes
del 76%
Seguray
Las proteinas bien tolerada
prMyE de con efectos
DENV1, DENV3 secundarios 2:alos Hertanto
TAK-003 y DENV4, asi DENV2 leves, eficacia Oy3 y Novita,
como todas las global de 62%, meses 2021

proteinas de
DENV2

con proteccion
contra DENV3y
DENV4 baja

La formulacion de la vacuna es tetravalente (con porciones de

los cuatro serotipos) y contiene genes de las proteinas prM y E

del virus del dengue, combinados con los genes de la proteina C

y de las proteinas no estructurales del virus de la fiebre amarilla

(Thomas y Yoon, 2019; Fadaka et al, 2021; Hertanto y Novita,

2021).

La forma principal de
respuesta inducida por la
vacuna Dengvaxia es la
produccion de anticuerpos que
pueden neutralizar el serotipo
del virus que esta infectando al
organismo. Sin embargo, en los
ensayos clinicos de evaluacién
de la vacuna se obtuvo una
eficacia inesperadamente baja,
sobre todo en ninos menores
de 9 anos. Ademas, después de
la vacunacion se encontr6 un
riesgo elevado de desarrollar
dengue grave entre personas
no expuestas previamente
al virus (consideradas
seronegativas a dengue). Por lo
cual, la aplicacion de la vacuna
es exclusiva para personas de
9 a 45 anos que anteriormente
hubieran contraido la infeccién,
con confirmacion mediante
una prueba de laboratorio
y residentes de una zona
endémica (Hernandez-Avila y
Santos-Preciado, 2016; Galula
et al,2019; Fadaka et al,2021;
Hertanto y Novita, 2021; Park et
al,2022).

Por otra parte, el laboratorio
de enfermedades infecciosas

(LID) del Instituto Nacional
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de Alergias y Enfermedades
Infecciosas (USA) desarrollo
dos vacunas atenuadas
tetravalentes llamadas
genéricamente LATV A30:
TV003 y TVOO5. La diferencia
entre ambas es la cantidad del
DENV2 (el serotipo 2 del virus
del dengue) que es 10 veces
mayor en la vacuna TV005.

Estas vacunas contienen
virus de los serotipos DENV1,
DENV3 y DENV4 con virulencia
disminuida mediante la
eliminacion de una parte de su
genoma,y un virus modificado
del serotipo DENV4 que
expresa las proteinas prMy
E del serotipo DENV2. Estas
vacunas mostraron una eficacia
alta, estimulando respuestas
inmunes que consisten en
la activacion de células
dendriticas y la produccion de
anticuerpos neutralizantes del
virus, principalmente, y sélo
generan sintomas secundarios
leves (Reginald et al, 2018;
Hertanto y Novita, 2021;
Norshidah et al, 2021).

La vacuna recombinante
TAK-003 esta compuesta

por una mezcla del serotipo
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atenuado DENV2 y tres virus activos atenuados a los que se le
anadieron los genes de las proteinas prM, My E de los serotipos
DENV1,DENV3 y DENV4 en un esqueleto de genoma de DENV2.
La ventaja de este diseno es que la vacuna mostrd resultados
de generacion de anticuerpos contra todos los serotipos y la
habilidad de producir respuestas inmunoldgicas protectoras.
Sin embargo, se obtuvieron niveles relativamente bajos de
anticuerpos contra los serotipos DENV3 y DENV4. No obstante,
datos disponibles de ensayos clinicos de fase Il sugieren que es
capaz de reducir el riesgo de infecciones secuenciales de dengue
sintomaticas, lo que consiste en una gran mejora (Hertanto y

Novita, 2021; Park et al, 2022; Saez-Llorens et al, 2023).

Vacunas de virus vectores

Este tipo de vacunas utilizan virus como vectores que sirven
como vehiculos que transportan material genético y permiten
introducirlo en una célula blanco, para la produccion dentro de la
célula de partes del virus del dengue. También, se han disenado
y evaluado en modelos animales, vacunas con partes del virus,
que son reconocidos por nuestro sistema inmune (de los cuatro
serotipos para las proteinas E, M,y NS5),y se ha demostrado

la produccion de anticuerpos neutralizantes del virus. Entre

las vacunas de este tipo, se destaca una que utiliza el virus de

la encefalitis equina venezolana como vector, el cual contiene
genes de la proteina E de los cuatro serotipos del dengue y se

ha probado que genera una respuesta protectora equilibrada en
macacos, por lo que ahora es candidata para ensayos en humanos

(Tripathi y Shrivastava, 2018; Deng et al, 2020).

Vacunas de ADN
Las vacunas de ADN consisten en plasmidos que son moléculas

circulares de doble cadena de ADN, con 2-5 mil nucleotidos
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de longitud que contienen uno o0 mas genes de un patégeno
especifico y que pueden administrarse de forma directa en los
tejidos apropiados. Estas vacunas simulan una infeccion viral,
pero sin el riesgo de utilizar un agente infeccioso, y aunque se
ha demostrado la induccién de respuesta inmunitaria protectora,
ésta suele ser baja.

Por lo cual se han producido vacunas con modificaciones,
por ejemplo: plasmidos de mejor eficiencia, dosis multiple,
adicion de adyuvantes y estrategias de entrega alternativas. El
principal candidato de vacunas de ADN contra el DENV es la
vacuna tetravalente de ADN contra el dengue (TVDV) y la vacuna
DENV1 (D1IME100) que han completado el ensayo de fase I. La
formulacion de la vacuna consiste en un plasmido de ADN que
expresa los genes de las proteinas prM/E de los cuatro serotipos
del virus y contiene adyuvante Vaxfectin R, con la que se indujo la
produccion de anticuerpos neutralizantes en humanos (Tripathi y

Shrivastava, 2018; Deng et al, 2020; Barcelos-Alves et al, 2021).

Vacunas basadas en particulas similares a virus

Estas vacunas son alternativas factibles a las vacunas de virus
atenuados. Las vacunas basadas en particulas similares a virus
(VLP, por sus siglas en inglés) consisten en particulas auto
ensamblables (solo la coraza del virus, pero sin su material
genético al interior), generalmente de las proteinas estructurales,
que imitan la forma natural del virus. Una caracteristica principal
de ellas es que no pueden replicarse (multiplicarse) porque no
tienen genoma. De los estudios realizados se ha encontrado

que las VLP generan respuestas altas del sistema inmune y
protectoras, son seguras porque no son infecciosas y no poseen
riesgo de reversion a virulencia (como en el caso de las vacunas
de virus atenuados). Hasta el momento no se tienen vacunas de
VLP en ensayos clinicos contra DENV, pero los candidatos mas

promisorios utilizan regiones de la proteina E en conjunto con

otras proteinas de superficie
(Tripathi y Shrivastava, 2018;
Zhang et al, 2020).

Vacunas de subunidades
recombinantes

Las vacunas de subunidades
recombinantes consisten en
porciones unidas de proteinas
antigénicas que son producidas
por células procariotas o
eucariotas. Debido a que se
seleccionan partes especificas
de las proteinas es mas
probable que este tipo de
vacunas induzcan respuestas
inmunes constantes y de

larga duracion contra todos

los serotipos de DENV. Asi
mismo, su desarrollo se ve
facilitado por el rapido avance
de la tecnologia que permite la
prediccidn y diseno in silico (por
computadora) de forma rapida
y econdmica. Existen muchos
candidatos a vacunas de
subunidades recombinantes, de
los cuales el mas prometedor
es V180. Esta vacuna consiste
en una construccién elaborada
con base en la proteina de
cubierta de los cuatro serotipos
del virus que emplea también

un adyuvante, o elemento que
| 47
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ayuda a la efectividad de la vacuna,y ha mostrado eficacia en
la proteccidn en contra de la infeccidn viral (Izmirly et al, 2020;
Norshidah et al,2021; Gong et al, 2022;).

Retos de una vacuna efectiva contra el dengue

El desafio en el desarrollo de vacunas contra el dengue surge

de la presencia de cuatro serotipos del virus que pueden
provocar la enfermedad. Siendo probable la potenciacion de una
infeccion secundaria, que conlleva a presentar una forma grave
de la enfermedad, cuando se tiene la presencia de un serotipo
diferente o de anticuerpos no neutralizantes preexistentes. Por lo
cual, para la obtencion de una vacuna eficaz contra el dengue, se
debe lograr la induccion de una respuesta inmune equilibrada y
que proteja simultaneamente contra los cuatro serotipos del virus
(Stepheny In-Kyu, 2019; Izmirly et al, 2020; Biggs et al,2022). A lo
anterior se suma el hecho de que el costo de la vacuna deberia
ser bajo y de facil acceso en los paises que estan afectados

por la presencia de la enfermedad en su poblacién, ademas de
considerar un tiempo corto de produccién.

En este sentido, en el Grupo de Inmunologia y Vacunologia
del CIBNOR hemos desarrollado un candidato vacunal con la
finalidad de producir una vacuna recombinante de multiples
epitopos o secciones de proteinas virales que son reconocidas
por el hospedero humano,y que fue elaborada con herramientas
bioinformaticas. El diseno consistid en la union de epitopos
lineales obtenidos de las proteinas de membrana y envoltura
de los cuatro serotipos del DENV con péptidos senal por medio
de enlazadores (secciones cortas de peptidos o proteinas
pequenas). Las proteinas My E fueron seleccionadas por su
papel fundamental en el reconocimiento del virus por parte del
organismo (Ramanathan et al, 2016; Ali et al, 2017; Dixit, 2021;
Fadaka et al, 2021; Zeyaullah et al, 2022).

Ademas, la construccién de la vacuna se hizo de forma que

se obtuviera la conformacion mas antigénica, es decir, la que
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tuviera mayor probabilidad de
ser reconocida por el sistema
inmune del organismo. Por
ultimo, la vacuna recombinante
generada contra el virus del
dengue fue optimizada para su
posible expresidn y produccion
en plantas y microalgas a
través de la tecnologia del ADN
recombinante que son técnicas
que permiten aislar un gen de
un organismo e insertarlo en
otro completamente diferente.

La finalidad de usar estas
plataformas de produccion de
vacunas como biofabricas de
bajo costo y facil escalamiento,
es que puedan ser accesibles
para paises en vias de
desarrollo y que tienen la
enfermedad endémica (Ramos-
Vega et al, 2018; Gramma et al,
2022; Monreal-Escalante et al,
2022).

Consideraciones finales

El dengue es una enfermedad
viral reemergente,y en
nuestro pais es considerada la
mas importante transmitida
por un vector. EL disponer

de una vacuna profilactica
generada en plataformas

biotecnoldgicas de bajo costo
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y que pueda prevenir la infeccion, es el principal desafio contra esta enfermedad. En este sentido,
una vacuna que pueda ser eficiente contra Llos cuatro serotipos, que no genere una proteccion
cruzada y que promueva una respuesta inmune protectora, podria lograrse gracias a la integracion
del conocimiento sobre la respuesta inmune al virus, la proteccion por las vacunas existentes y los
avances en las innovaciones de la vacunologia moderna para obtener candidatos vacunales mas

efectivos y baratos.
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