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RESUMEN

Introduccidn: uno de los obstaculos para el licenciamiento de una vacuna para Dengue es la variabilidad de
los estudios, lo que dificulta su analisis en conjunto para llegar a conclusiones confiables.

Objetivos: desarrollar una revisidon sistematica de literatura para analizar la seguridad e inmunogenicidad de
las diferentes vacunas para Dengue

Métodos: la busqueda de informacidn fue realizada en Cochrane Library, Scopus, Science Direct, PubMed,
Nature, Lilacs y OvidSp por metodologia de cosecha de perlas de acuerdo a los criterios de inclusién.
Resultados: se seleccionaron 42 articulos. Los principales sintomas reportados en los estudios incluyeron
eritema, dolor y sensibilidad. Se encontré gran discrepancia en cuanto a la definicion de seropositividad y
gran variabilidad en relacion a los Titulos de Media Geométrica reportados en cada estudio.

Conclusiones: se encontrd una gran variabilidad en los estudios en relacién a diseno y reporte de datos de
seguridad e inmunogenicidad.
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ABSTRACT

Introduction: One of the obstacles for the licensing of a dengue vaccine is the variability of studies, which
hampers their joint analysis to reach reliable conclusions.

Objectives: Perform a systematic literature review aimed at analyzing the safety and immunogenicity of the
various dengue vaccines

Methods: Information was searched for in Cochrane Library, Scopus, Science Direct, PubMed, Nature, Lilacs
and OvidSp, based on pearl harvest methodology in keeping with the inclusion criteria.

Results: Forty-two papers were selected. The main symptoms reported in the studies included erythema,
pain and tenderness. Great discrepancy was found in the definition of seropositivity, as well as great
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variability in the geometric mean titers reported by each study.
Conclusions: Studies showed great variability concerning the design and report of safety and
immunogenicity data.

Key words: DENV; vaccine; safety; immunogenicity; dengue.

INTRODUCCION

El Dengue es producido por el Virus Dengue (DENV), virus que pertenece a la familia Flaviviridae, género
Flavivirus y el cual es transmitido por mosquitos hematdfagos del género Aedes, son los mas frecuentes
Aedes aegypti y Aedes albopictus. De forma estructural el DENV mide alrededor de 50 nm, posee una
simetria icosahédrica y una envoltura lipidica. Su genoma es un Acido Ribonucleico (RNA) de cadena sencilla
y sentido positivo, el cual codifica para tres proteinas estructurales (entre ellas las proteina M y E,
consideradas como sus mayores determinantes antigénicos) y siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2b, NS3,

NS4A, NS4b, NSS).l'3 Aunque en general se habla de la existencia de cuatro serotipos en el ciclo urbano de
trasmision viral (DENV-1 a DENV-4) los cuales son relacionados pero en su genética distintos.* Recién se ha

reportado la existencia de un quinto serotipo (DENV-5) que realiza un ciclo de trasmision selvatico.> Aunque
la prevalencia exacta de la enfermedad es desconocida, debido a las deficiencias en los sistemas de
diagndstico, vigilancia y reporte, se estima que a nivel mundial 100 paises son endémicos y que ocurren entre
50 y 100 millones de infecciones cada afio en el mundo, con un aproximado de 120 millones de viajeros
expuestos a la infeccidon cada afio. Esto hace que mas de 500.000 personas sean hospitalizadas en el mundo
por padecer la enfermedad, lo que genera un gran impacto econdmico. Ademas, el 5 % de los casos llegan a

ser mortales, por lo general, en menores de 15 afios.6-8

La enfermedad causada por cualquiera de los primeros cuatro serotipos, ha sido clasificada por la

Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en dengue grave y no grave (con o sin signos de alarma).9 Esta
clasificacion facilita la toma de decisiones clinicas, la notificacion al sistema de vigilancia epidemioldgica y

sirve como una medida final en los ensayos de medicamentos y vacunas para dengue.9'10 También se usa
para categorizar de manera adecuada, la fisiopatologia de la inmunopatogénesis en los ensayos de vacunas,
con la dificultad de solo poder ser usada en la comparacién de estudios de vacunas realizados antes del 2009,

por las diferencias conceptuales entre la antigua y la actual clasificacion.11
El Dengue puede controlarse de tres maneras:

e La primera involucra todas las estrategias disponibles para erradicar el mosquito vector. Aunque es una
forma de control efectiva, la resistencia a los insecticidas ha disminuido su efectividad.1?

e Lla segunda forma de control involucra el uso de farmacos para el tratamiento de la enfermedad.
Aunqgue en los Ultimos afios se ha aumentado el nimero de investigaciones que evallan compuestos
con actividad antiviral para este virus, hasta el momento ninguno de ellos se ha empezado a usar en

humanos.13

e La tercera estrategia involucra la vacunacion, sin embargo, a la fecha no hay ninguna vacuna
licenciada.l*

Aunque es necesario tener una vacuna licenciada para prevenir el dengue, la dificultad para su desarrollo se
debe a varios factores; entre los que se encuentran:

e La cocirculaciéon de los cuatro serotipos del DENV en regiones endémicas.
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e El complejo entendimiento de la respuesta inmunoprotectora o inmunopatogénica post-vacunacion (lo
cual podria desencadenar el fenédmeno conocido como Potenciacidon Dependiente de Anticuerpos,
responsable en gran parte del desarrollo de dengue grave).

e El incompleto conocimiento de la biologia del virus (pues podria generarse el mecanismo conocido como
interferencia viral, llevar a la replicacion mas eficiente de alguno de los serotipos virales en individuos

vacunados).11/15

A pesar de estas dificultades, posibles candidatos de vacunas se encuentran en fase de desarrollo preclinica o
clinica. Estos candidatos pueden ser de dos tipos de formulaciones: monovalentes (bioldgico que solo
contiene un serotipo del DENV) y tetravalentes (bioldgico que contiene los cuatro serotipos virales). Ademas
del tipo de formulacién, estos candidatos se pueden clasificar de forma general en cinco grupos:

1. Vacunas vivas atenuadas, por pasaje celular serial y mutagénesis directa; que incluye la delecién de 30
nucledtidos en la regiéon 3’ UTR, o por la insercion de las regiones PrM y E en una cepa de la vacuna del Virus
de Fiebre Amarilla 0 en una cepa atenuada de DENV.

2. Vacunas purificadas inactivadas.
3. Vacunas de subunidades recombinantes.

4. Vacunas basadas en vectores virales.

5. Vacunas de Acido Desoxriribonucleico (DNA).11

Por otro lado, la mayoria de los estudios de desarrollo y evaluaciéon de vacunas, presentan importantes
diferencias en el disefio metodoldgico. Entre ellas se encuentran el tamafio de la poblacion, las caracteristicas
demogréficas de los participantes incluidos, el estatus inmune (infeccion previa o exposicion previa a
flavivirus) de los mismos, entre otros. Igual se observan diferencias en las metodologias empleadas para
evaluar la respuesta a la vacunacion; y diferencias en la manera de reportar los eventos adversos (seguridad)
y los resultados de la respuesta inmune (inmunogenicidad), que dificulta una comparacion entre los

estudios.1®

Describir las variaciones de los ensayos clinicos que se han publicado permitird entender qué pardametros se
han evaluado y cudles podrian estar mas asociados con la vacunacion. Por esta razon se realiza una revision
sistematica que permite describir las caracteristicas de los ensayos clinicos; entre los que se incluye el disefio
del estudio, tipo de vacuna, caracteristicas de la poblacion, ademas de los parametros que se han empleado
para evaluar la seguridad y la inmunogenicidad de las diferentes vacunas para dengue. Los resultados
obtenidos, a su vez podrian ser de gran utilidad a los investigadores que inicien el desarrollo de ensayos
clinicos de dengue, pues podrian darles pautas sobre que parametros a evaluar y que hayan sido empleados
con anterioridad, cudl seria la forma mas apropiada de disefiar sus ensayos clinicos, cdmo deben ser
reportados los resultados, entre otros aspectos, de modo que en un futuro estos estudios puedan ser
comparados. Ademas, debido a que las revisiones sistematicas permiten obtener conclusiones menos
sesgadas, este trabajo permite describir las caracteristicas y resultados de los estudios realizados, con lo que
se pretende tener mayor evidencia de como se realizan los ensayos clinicos de vacunas para dengue, y
derivado de esto, identificar cudl es posible la mejor vacuna.

METODOS

TIPO DE ESTUDIO

Revisidn sistematica. La elaboracién del protocolo se realizd por la guia PRISMA17:18 y |a guia de la OMS de
vacunas para dengue.l®
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Basqueda de literatura

La busqueda se realizd entre junio y el 20 de diciembre de 2014, por dos investigadores de forma
independiente para garantizar la reproducibilidad. Las discrepancias se resolvieron por consenso. Se
incluyeron todos los articulos publicados hasta junio de 2014 en: Cochrane Library, Scopus, Science Direct,
PubMed, Nature, Lilacs y OvisSp; sin restriccion de idioma, ni de fecha de publicacidén. Sin embargo, solo se
incluyeron estudios con texto completo, para garantizar la obtencion de toda la informacién necesaria para el
estudio. Ademas de la busqueda sistematizada en estas bases de datos, una blsqueda manual también se
llevd a cabo, para poder incluir diferentes estudios clinicos, que fueron citados en los articulos obtenidos por
la revision sistematica. Se realizaron tres estrategias de busqueda las cuales incluyeron el término Dengue
qgue fue considerado como término principal, unido mediante el conector booleano AND al término Seguridad
en la primera estrategia, Inmunogenicidad en la segunda y Vacunacién en la tercera. Tanto al término
principal, como a los tres términos que se conjugaron con él, se les buscaron diferentes sindonimos o términos
relacionados a través del método de cosecha de perlas y por la blsqueda en tesauros como MESH y DECS.
Cada palabra sindnima o relacionada se unié mediante el conector booleano OR. Para el término Denguese
emplearon 7 términos relacionados, para el término Seguridad también se usaron siete términos
relacionados, para el término Inmunogenicidad, se emplearon 28 términos relacionados y para el término
Vacunacion se emplearon 22 términos relacionados.

Todos los articulos fueron organizados en el programa Mendeley y aquellos duplicados fueron identificados y
eliminados. Para cada articulo la extraccidon de informacidn se realizdé en un archivo plano de Excel, que
incluyd los datos generales del estudio, nimero de voluntarios y edad de la poblacion, zona donde se realizd
el ensayo clinico, tipo de vacuna, vacuna evaluada y casa farmacéutica que financia el estudio. El principal
parametro de inmunogenicidad que se tuvo en cuenta fueron los Titulos de Media Geométrica (GMT) v la tasa
de seropositividad, sin ser considerado criterio de exclusion el no reportar cualquiera de los dos parametros
ya que esto permite describir las diferencias en el disefio de estudios. El reporte de seguridad se entiende
como sintomas locales o sistémicos.

CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION

Los estudios elegibles en su inicio deberian incluir tanto en su titulo como resumen alguno de los términos de
la estrategia de busqueda los cuales fueron seleccionados con base en PICO. Esta estrategia permitid
identificar que eran ensayos clinicos y que eran de vacunacion para dengue. En una segunda revision se
incluyd todo tipo de ensayo clinico (controlado, no controlado, aleatorizado o no aleatorizado), independiente
de las caracteristicas demograficas de los voluntarios (como edad y género) y de la regién donde se
realizaron los estudios (endémica/no endémica). En cuanto a la intervencion o el tratamiento que recibieron
los voluntarios, los estudios incluidos podian evaluar cualquier tipo de formulacidn
(tetravalente/monovalente), usar cualquier tipo de vacuna (segun la clasificacion explicada antes), diferente
calendario de vacunacién (intervalos de los refuerzos), dosis, o cualquier via de administracion. En relacion a
los resultados, los estudios incluidos debian reportar parametros de seguridad/reactogenicidad (se diferncid
entre efectos locales y sistémicos) y parametros de inmunogenicidad (seropositividad, tasa de
seropositividad, seroconversion) ademas de los GMT como indicador de eficacia de la vacunacion. El afio de
publicacion de los estudios no fue tomado en cuenta ya que la estrategia de bdsqueda no tuvo restricciones
en cuanto al tiempo ni el idioma con el fin de garantizar mayor exhaustividad de la misma.

Los criterios de exclusion que se tuvieron en cuenta para la eliminacion de articulos fueron los siguientes:

e Ensayos clinicos de vacunacién que solo evaluaron produccién de citoquinas o respuesta de células T y
no midieran GMT.

e Ensayos clinicos que evaluaron la respuesta a la inoculacién de cepas virales para evaluar infeccidon
después de haber recibido un candidato de vacuna.

e Estudios derivados de un ensayo clinico en los cuales evaluaron la respuesta inmune celular con el fin
de justificar la reactogenicidad de una vacuna.
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e Ensayos clinicos en los cuales solo se aplicaron refuerzos vacunales, estudios de costos de vacunacion y
estudios de respuesta inmune no asociados a vacunacion.

RECOLECCION DE DATOS

Para la seleccién de los estudios, todos los articulos fueron organizados en el programa Mendeley y aquellos
duplicados fueron identificados y eliminados. Después para garantizar la reproducibilidad en la seleccién de
los articulos, dos autores revisaron los articulos seleccionados por titulo y resumen y eliminaron los que
cumplian con algun criterio de exclusion. En caso tal de haber desacuerdo por algun estudio, un tercer autor
fue convocado para solucionar esta discordancia.

Para cada articulo la extraccién de informacién se realizdé en un archivo plano de Excel, para confirmar la
informacion extraida un segundo evaluador realizé la extraccion de la informacion del 54,8 % de los articulos
(k= 0,95).

Evaluacion de la calidad metodoldgica

Para asegurar la calidad de los estudios incluidos, se disefié un formulario, de acuerdo a las Herramientas de
la Colaboracién Cochrane (para evaluar el riesgo de sesgo en los ensayos aleatorios), de las listas de chequeo
CASP (tema enfocado, el mismo tratamiento a los grupos, aleatorizacién, cegamiento, resultados completos,
claros), es decir resultado en numero y no solo en graficos dificiles de interpretar, asi como resultados dados
segun el grupo vacunado y no por voluntario, de las guias de la OMS (ademas de los anteriores se incluyen
numero de participantes, abandonos) y de las guias de vacunacién para dengue (resultados de
inmunogenicidad como GMT y seropositividad).

Por otro lado, para evaluar la calidad de los ensayos clinicos no controlados, solo se tuvo en cuenta los
criterios de la guia de la OMS, para los cuales se evalué si el tema en el estudio fue enfocado, descripcidn de
caracteristicas demograficas y nimero de participantes. En relacién a los resultados obtenidos se evalué si
reportaban seropositividad, GMT, resultados de linea de base, también si hubo suspensién del ensayo o
abandonos.

Tratamiento de los datos

Para la realizacion del anadlisis de seguridad, los datos extraidos se organizaron en variable dicotomica
(reporta/no reporta), se realizé analisis de frecuencias y se reportaron como datos descriptivos. Para los
datos de inmunogenicidad los estudios fueron agrupados segun el tipo de formulaciéon (monovalente para
cada serotipo y tetravalente). Los GMT vy los intervalos de confianza fueron recalculados para cada estudio o
tomados directos, de cdmo estaban reportados. Para la inmunogenicidad se reviso la definicion empleada por
cada estudio y después el dato fue extraido con la anotacidn de la definicidn.

RESULTADOS
DESCRIPCION GENERAL
La busqueda arrojé 4,702 articulos de los cuales 1,314 estaban duplicados. Después de aplicar a los 3,388

restantes los criterios de inclusidon y exclusion y el analisis de las investigaciones elegibles, quedaron 42
articulos (Fig. 1) (tablas 1A, By C).
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Fig. 1. Diagrama Prisma.

En cuanto al tipo de formulacién, 23 (54,8 %) estudios evaluaron formulaciones tetravalentes, 14 (33,3 %)
evaluaron formulaciones monovalentes, 2 (4,8 %) evaluaron formulacion monovalente de tres o cuatro
serotipos en combinacion con tetravalente y 3 (7,1 %) evaluaron varias formulaciones en monovalentes. De
los 14 estudios que evaluaron formulaciones monovalentes, 4 (28,6 %) eran para DENV-1, 7 (50,0 %) para
DENV-2 y 3 (21,4 %) para DENV-4. No se encontrd ningun estudio que evaluara formulacién monovalente
solo para DENV-3. En cuanto a las fases de desarrollo 27 (64,3 %) eran de fase I, 12 (28,5 %) de fase II, 2
(4,8 %) de fase III y 1 (2,4 %) no reportaba la fase de desarrollo. Al relacionar el tipo de formulacién con la
fase de desarrollo, se encontré que el 23,8 % de todos los estudios tenian formulacion tetravalente en fase I
de desarrollo, 26,2 % tenian formulacidn tetravalente y se encuentran en fase II y los estudios con
formulacién tetravalente en fase III solo son 4,8 %. Para las formulaciones monovalentes o las que prueban
varias monovalentes o monovalentes con tetravalentes, encontramos que de todos los estudios 40,4 % estan
en fase I de desarrollo, 2,4 % no reportan la fase y solo 2,4 % en fase II de desarrollo. Para estas
formulaciones no hay estudios en fase III (tabla 2).

Por otro lado, los estudios también fueron clasificados segun la edad de los voluntarios incluidos. De los 42
estudios, 30 (69,1 %) fueron realizados en poblacidn adulta, 2 (4,7 %) en poblacién infantil, 2 (4,7 %) en
poblacién juvenil, 4 (9,5 %) en poblacién infantil y juvenil y 4 (9,5 %) en poblacion de todas las edades. Al
relacionar las edades de los voluntarios incluidos con las fases de desarrollo, se encontré que de los 27
estudios en fase I, 23 (85,2 %) fueron realizados en adultos, 2 (7,4 %) fueron desarrollado en nifios y 2 (7,4
%) en poblacién de todas las edades (2 a 45 afos). De los 12 estudios en fase II, 6 (50,0 %) fueron
realizados en adultos, 3 (25,0 %) en adolescentes, 2 (16,7 %) en nifios y adolescentes y 1 (8,3 %) en
voluntarios de todas las edades. Por otro lado, los Unicos dos estudios en fase III, fueron realizados en
poblacion infantil y el estudio que no reporto la fase de desarrollo, fue realizado en adultos (tabla 3).

Los tipos de vacunas utilizados en los estudios fueron clasificados segun criterios descritos previamente11 con
algunas modificaciones. De acuerdo a ello se tuvieron en cuenta cinco grupos:

1. Vacunas vivas obtenidas por pasaje serial (35,7 %).
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2. Vacunas recombinantes (33,3 %).

3. Vacunas obtenidas por delecién de 30 nucledtidos y/o que combinan delecion de 30 nucledtidos con
quimérica (21,4 %).

4. Vacunas quiméricas (4,8 %).
5. Vacunas de DNA (2,4 %).

Solo el 2,4 % de los estudios no especifican método de atenuacion. De estas vacunas; solo una (vacuna
recombinante) se ha evaluado en un ensayo clinico controlado fase III (Fig. 2).

Porcentaje de articulos publicados
50

40

30+

0 : I - — I B
B, B Z ] E F
Tipos de vacunas evaluadas

Fig. 2. Porcentaje de estudios segun el tipo de vacuna evaluada,

Se observa gue las vacunas mas estudiadas son las wacunas vivas
obtenidas por pasaje serial, & Vacunas vivas obtenidas por pasaje serial,
B. “acunas recombinantes, C, YVacunas obtenidas por delecidn de 30
nucledtidos v/o gue combinan 030 con guimérica. D, Yacuna guimearica.
E. “acuna de DMNA, F.Wacuna No especificada.

EVALUACION DE LA CALIDAD METODOLOGICA

Para los andlisis de calidad metodoldgica los articulos se dividieron en ensayos clinicos controlados (40
articulos) y no controlados (2 articulos).

Para esta evaluacidn se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos: Para evaluar el sesgo de seleccién
(validez), se revisd si los articulos tenian el tema claramente enfocado, si fueron realizados de forma aleatoria
y si los grupos tenian caracteristicas similares; para el sesgo de realizacion se evalu6 si habia doble
cegamiento y si los grupos recibieron el mismo tratamiento; para el riesgo de desercion se tuvieron en cuenta
los abandonos y la suspensidn del ensayo, para la precision, se tuvo en cuenta el nimero de voluntarios
incluidos. Con relacion a los resultados reportados se verificd si se media seropositividad, GMT, si se
reportaban los resultados del grupo control y si se reportaban los resultados de medicién inicial antes de
comenzar la vacunacion (linea de base). Estos datos fueron revisados por bloques con el fin de hacer una
aproximacién a la calidad metodoldgica general. La descripcién de las caracteristicas generales de los estudios
incluidos vy los resultados para cada uno de los parametros que se tuvieron en cuenta para definir la calidad
metodoldgica, se encuentran resumidos en las tablas 4A, By C y tabla 5.

En los ensayos clinicos controlados, en relacién al sesgo de seleccion, se encontré que 40 estudios (100 %)
tenian el tema definido; 32 (80 %) fueron realizados de forma aleatoria y solo 19 estudios (47,5 %)
reportaron similitud entre los grupos control. Con relacién al sesgo de realizacién se encontré que en 34
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estudios (85 %) el grupo control recibié el mismo tratamiento de quien recibid la vacuna (mismo calendario
de vacunacion o misma via de aplicaciéon) y solo 19 estudios (47,5 %) fueron doble ciego. En cuanto a la
suspension del ensayo solo el 2,5 % (1) de los 40 ensayos clinicos controlados fue suspendido. En relacién a
la precision, se encontrd que el niumero voluntarios incluidos en los ensayos clinicos fase I varia entre 10 y
148, en los ensayos clinicos fase II entre 35 - 4002 y en los ensayos clinicos fase III entre 250 -10,275. En
relacion a los resultados, se encontré que los 40 estudios (100 %) reportaron como principal medida de
inmunogenicidad los GMT; 36 de ellos (90 %) reportaron la seropositividad, 15 (37,5 %) reportaron
resultados del grupo control y 14 (35 %) resultados de medicidn inicial. De acuerdo a los resultados de estos
parametros y con el analisis por bloques, se considerd que los ensayos clinicos controlados tienen una calidad
metodoldgica moderada (tablas 4A, By Q).

Por otro lado, para evaluar la calidad de los ensayos clinicos no controlados solo se tuvo en cuenta los
criterios de la guia de la OMS: se evalud si el tema fue claramente enfocado, descripcion de caracteristicas
demograficas y resultados reportados. Con estos parametros se considera que la calidad metodoldgica de los
dos ensayos clinicos no controlados no es buena, ya que ninguno de los estudios describe las caracteristicas
de la poblacién, el nUmero de participantes fue bajo (entre 10 y 20) y solo un estudio reporté seropositividad
y resultados de linea de base (tabla 5).

Seguridad

La seguridad puede ser reportada de acuerdo a la presencia de sintomas locales o sistémicos. Sin embargo,
los estudios primarios no presentaron homogeneidad en los parametros reportados, es por esta razén que los
porcentajes que se mostraron corresponden a la frecuencia con que un sintoma es reportado (todos los
estudios reportan mas de un sintoma).

En los 42 estudios los sintomas locales mas reportados son: eritema en 26 estudios (61,9 %), dolor en 19
estudios (45,2 %) y sensibilidad en 18 estudios (42,9 %). Otros sintomas locales son reportados con menor
frecuencia, entre los que se encuentran: induracion en 9 estudios (21,4 %), prurito en 3 estudios (7,1 %),
hinchazon en 3 estudios (7,1 %) y calor local en uno de los estudios (2,4 %) (Fig. 3).

Calar local

Prurito

Hinchazdn

Induracidn

Sensihilidad

Dolar

Eritermna

] 20 40 (a1l an 100
FPorcentaje

Fig. 3. Sintomas locales mas reportados en los estudios incluidos en la
revisidn, Se observa cada sintoma local gue puede ser reportado por uno o
mas de un estudio, el porcentaje gue se grafica corresponde al porcentaje de
estudios que reportan el evento. Mingln sintoma es reportado en el 100 % de
los estudios,
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Por otro lado, los sintomas sistémicos con mayor frecuencia reportados son: fiebre en 35 estudios (83,3 %),
dolor de cabeza en 31 estudios (73,8 %), mialgia en 26 estudios (61,9 %), rash en 24 estudios (57,1 %),
malestar general en 20 estudios (47,65), leucopenia /neutropenia en 19 estudios (45,2 %) y aumento de
alanina aminotransferasa en 19 estudios (45,2 %). Otros eventos como linfadenopatias, altralgia, malestar
astenia, conjuntivitis, petequias, hemorragias, hepatomegalia, esplenomegalia, aumento de creatina
fosfoquinasa, aumento de la creatinina, disminucion de la hemoglobina, dolor abdominal, diarrea, anorexia,
faringitis y muerte son menos reportadas (Fig. 4).

Aumento de ALT

Leucopenia,
neutropenia

Malestar general
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Mialgia

Dolor de cabeza

Fiebre

a 20 40 a0 a0 100
Forcentaje

Fig. 4. Sintomas sistémicos mas reportados en los estudios incluidos en la revisidn,
Se observa cada reaccion sistémica gue puede ser reportada por uno o mas de un
estudio. El porcentaje gue se grafica corresponde al porcentaje de estudios gue
reportan el evento. Mingln sintoma es reportado en el 100 % de los estudios.

Inmunogenicidad

Diferentes metodologias son empleadas para medir la respuesta inmune a las vacunas para dengue; (cada
estudio puede utilizar una o varias de estas metodologias). En ese sentido la determinacién de anticuerpos
neutralizantes ya sea por ensayo de reduccidn de placa Plaque reduction neutralization test osus, siglas en
inglés (PRNT) 50 o 60) o por micro neutralizacion es usada en 20 (52,4 %) de los 42 estudios; el método de
Hemaglutinaciéon es empleado en 4 estudios (9,5 %); el método de ELISA para Inmunoglobulina G (IgG) es
utilizada en 5 estudios (11,9 %) y para Inmunoglobulina M (IgM) en siete estudios (16,7 %). Otras
metodologias como la medicidn de citoquinas entre ellas el Interferén gamma, la respuesta de células B, la
produccion de anticuerpos heterélogos y la respuesta de células T son utilizadas por 5 estudios (11,9 %).
Aparte de la metodologia empleada, la inmunogenicidad es medida por medio de la presencia de anticuerpos
neutralizantes reportada como GMT vy seropositividad, seroprevalencia, tasa de seropositividad o
seroconversion.

Con el fin de observar una tendencia o comportamiento en los GMT tras la vacunacién, se graficaron los
titulos de anticuerpos neutralizantes alcanzados por cada vacuna tetravalente segun el serotipo vs la cantidad

de voluntarios incluidos en el estudio?® (Fig. 5). La grafica para DENV-1 mostré que los resultados de GMT
son mas homogéneos entre los estudios, los titulos alcanzados por las vacunas son menores a 400. DENV-1
es el serotipo que mas bajos GMT tiende a producir. Para DENV-2 amplios intervalos de confianza fueron
observados entre los estudios, se mostrd que para este serotipo la respuesta entre los voluntarios es
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heterogénea, en el cual se alcanzan valores de hasta 800 GMT. Para DENV-3 la respuesta a vacunas por GMT
fue muy diversa, algunos estudios presentan intervalos de confianza amplios, otros mas estrechos
independiente del nimero de voluntarios, la respuesta a este serotipo es muy variable aunque los titulos de
GMT alcanzados no superaron el valor de 900. Para DENV-4 la respuesta también fue mas homogénea, los
titulos alcanzados en los estudios no superan los 850 GMT, ademas, los intervalos son mas estrechos para
estudios con mas voluntarios (Fig. 5).

DISCUSION

Los estudios de esta revision, se hicieron con miras a identificar una vacuna con buenos perfiles de seguridad
e inmunogenicidad y que pudiera ser licenciada a corto plazo. Sin embargo, las grandes variaciones entre los
ensayos clinicos, los diferentes tipos de formulacién y de vacuna, evidencian la necesidad de explorar y
analizar con realidad rigurosa los estudios que se han realizado para identificar la razén por la que se
presentan tantas diferencias. En este sentido esta revisién sistematica puede dar pautas para redisefar los
ensayos clinicos y las formas de reporte de resultados, lo que permitira obtener resultados transparentes y
comparables para obtener la mejor vacuna.

En esta revisidn sistematica se garantizd la exhaustividad de la busqueda, pues se incluyeron una gran
variedad de términos de referencia, sin incluir restriccién en la fecha de publicacién o en el idioma. Se
tuvieron en cuenta tanto ensayos clinicos controlados como no controlados, permite asi obtener gran
informacidon que admitidé a describir las diferencias en los disefios que son una fuente importante de
heterogeneidad y que no hace posible la comparacion entre estudios controlados y menos adn en no
controlados, donde encontramos dos estudios. Ademas esta rigurosidad también permitié obtener la
informacidn de las diferencias en los resultados de los ensayos clinicos que han sido publicados hasta la
fecha. A pesar de que recién se publicé que los primeros estudios para el desarrollo de una vacuna para

dengue datan de 1920,2! los primeros ensayos clinicos reportados, son del afio 1983.22 Esta discordancia
puede deberse a las diferentes fuentes de informacién consultada debido a que solo se incluyeron articulos de
revista indexadas.

De acuerdo al analisis realizado (tablas 4A, B y C), se concluyd que la calidad metodoldgica de los ensayos
clinicos controlados es moderada, lo que dificulta la realizacién de andlisis mas detallados, pues la calidad de

una revision sistematica depende en gran parte de que los ensayos clinicos incluidos sean de calidad alta,?3 lo

que implica que el sesgo de validez sea evitado en el 100 % de los estudiosZ4 y en este caso aunque el tema
fue claramente enfocado en el 100 % la aleatorizacién fue solo del 80 %, caracteristica que puede disminuirle

credibilidad a un estudio.?# Otro aspecto importante para garantizar la calidad, es el sesgo de realizaciéon, en

el cual el doble cegamiento debe ser mantenido hasta la fase de andlisis de resultados,?> sin embargo,
ninguno de los estudios que se encontraron aclaran este aspecto. Por otro lado, los ensayos clinicos no
controlados fueron calificados como de baja calidad, lo que imposibilita analizarlos en detalle.

En relacién al tipo de formulacion, la OMS ha priorizado el desarrollo de vacunas tetravalentes para disminuir
el riesgo de formacion de anticuerpos heterdlogos en los voluntarios vacunados, evita asi el fendmeno de

potenciacidon dependiente de anticuerpos.2® Sin embargo, es importante resaltar que un gran porcentaje de
estudios (45,2 %) evalud formulaciones monovalentes. Por otro lado, los estudios donde se realizaron
ensayos clinicos con formulaciones monovalentes y tetravalentes derivadas de las monovalentes muestran un
perfil de seguridad e inmunogenicidad diferente en cada formulacion. Esto indica que las vacunas
monovalentes evaluadas, si van a ser empleadas en formulacién tetravalente, como sugiere la OMS, deberan

ser probadas de nuevo.27:28 En ese sentido cabe preguntarse éhasta qué fase de evaluacion clinica debe ser
probada una vacuna que no va a tener posibilidades reales de licenciarse? y épor qué exponer a diferentes
personas con formulaciones monovalentes a un fendmeno de potenciacion, si se conoce que la respuesta
inmune no es extrapolable en estudios con formulaciones monovalentes y tetravalentes? Las respuestas a
estas inquietudes deberian ser tenidas en cuenta para el disefio de futuros estudios vacunales.

Con respecto a la edad de los voluntarios, este criterio fue de gran importancia en el analisis, por tres
razones:

- La primera porque se sabe que la poblacion infantil y juvenil es una poblacion objetivo para una futura
vacunacion, sin embargo, hay que considerar que ética e inmunoldgicamente son considerados poblacion
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vulnerable. En el ambito ético los nifios no comprenden el total del concepto de los riesgos, beneficios y
responsabilidades de la participacion en los ensayos, razén por la cual sus padres deben aprobar el
consentimiento. Se debe aclarar que estos estudios no aportan ningun beneficio al menor y la practica solo
conlleva a obtener resultados del conocimiento de un biolégico como posible candidato a vacuna.

- La segunda, es que en relacion a los aspectos de inmunogenicidad los nifios y los infantes pueden tener un
riesgo mas alto de efectos secundarios que los adultos, debido a que sus érganos estan en crecimiento y al

desarrollo funcional del cuerpo en los primeros afios de vida,2® ademas, por condiciones de peso y tamafio
presentan mayores niveles de toxicidad.

- La tercera razon, es que la guia de vacunacion para el dengue recomienda muy claro que los voluntarios de
los ensayos iniciales sean adultos, para que posteriormente la vacuna pueda ser evaluada en jovenes y en

nifios.2® No obstante, un porcentaje alto de los estudios (28,6 %) involucra nifios en la evaluacién.

En relacién a las caracteristicas de seguridad ninguna vacuna reporta la aparicion de eventos serios, y todos
los estudios siguen las recomendaciones de la OMS al discriminar la seguridad por sintomas locales y

sistémicos.2® Los sintomas méas comunes deberian tenerse en cuenta como primera linea de evaluacion en las
tarjetas de seguridad y podrian ser utilizados para el calculo del “score”. El seguimiento de los eventos
adversos por lo general informan que fue de 21 dias, tiempo que se adapta a las recomendaciones de la

OMS. 28 Sin embargo, en los estudios fase II se deberia prolongar este seguimiento de eventos adversos
serios hasta por seis meses igual que lo hacen para inmunogenicidad. Esta recomendacién también es dada
por la OMS para evaluar seguridad a largo plazo.

Con relacién a la inmunogenicidad de las vacunas, la medicion de GMT es empleada como un marcador
indirecto de proteccién, en los cuales la medicidon inmunoldgica se asocia con la posible proteccién brindada

por la vacuna dependiendo de la robusta respuesta del sistema inmunitario frente al bioldgico.26:30 Sin
embargo, esta medida siempre es un predictor de inmunidad protectora, ya que se ha reportado que en

algunos casos a pesar de que se encontraron valores altos de GMT no hubo proteccion frente a DENV-2.31 Los
valores de GMT son una correlacion inicial de posible proteccidn, razén por la cual son empleados en los
ensayos clinicos. Es de resaltar que los ensayos de inmunidad celular pueden brindar informacion sobre
memoria inmunoldgica y duracion de la proteccion.

Por otro lado, los estudios utilizan una o varias metodologias para la deteccion de anticuerpos neutralizantes.
De estas metodologias el ensayo de neutralizacion, es el Unico método aceptado por la OMS y reconocido

como “Gold Standard”.32 En ese sentido, todos los ensayos clinicos que se incluyeron en este estudio emplean
PRNT (ya sea PRNT50 o PRNT60). En cuanto a su reporte, los resultados de los GMT son publicados de forma
narrativa, en tablas o en graficos cuyas escalas en ocasiones son logaritmicas y dificiles de interpretar (tanto
la media como su intervalo), ademas pueden informar la media geométrica para el grupo en general o
reportar el resultado del ensayo de placa para cada individuo, el reporte de GMT por voluntario no permite
tener un resultado general de inmunogenicidad de la vacuna por lo que no se puede comparar este parametro
con otros ensayos.

Hacia ensayos de vacunacién para dengue el PRNT50 proporciona una sensibilidad y especificidad adecuada,

es la medicién mas recomendada,3? mientras que mediciones de PRNT80 o PRNT90 son utilizados en estudios
epidemioldgicos y de diagndstico, los cuales tienen como objetivo evaluar la reaccién cruzada entre Flavivirus

en regiones donde hay circulacion de varios de ellos y en donde el dengue es endémico.33 De acuerdo a estos
argumentos, en los estudios de vacunacion la medicidén de efectividad para vacunas deberia basarse solo en
mediciones de PRNT50, lo que permitiria ademas poder hacer una comparacion entre los estudios.

Los resultados de inmunogenicidad nos permitieron identificar que los GMT de las diferentes vacunas
tetravalentes son muy heterogéneos entre los serotipos y entre las poblaciones, lo que se evidencia en
amplios intervalos de confianza entre los voluntarios de cada estudio. Esta heterogeneidad en los resultados

de GMT concuerda con los resultados del meta-analisis publicado reciente.3# En dicho estudio discuten que la
heterogeneidad en los resultados se debe a las diferencias del estatus inmune de los voluntarios incluidos, sin
embargo se plantea la posibilidad de la existencia de dos grupos de poblacién: respondedores/no
respondedores debido a que en estudios realizados en zonas endémicas o no endémicas presentan esta
variacion, de igual forma en los estudios en los cuales evallan el estatus inmune previo al ensayo de
vacunas.
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Los resultados de inmunogenicidad y seguridad de las vacunas con formulacién tetravalente, permitié
identificar dos grandes grupos: el primero incluye los estudios realizados por la casa Sanofi Pasteur vy el
segundo por la casa farmacéutica GlaxoSmithKline. En cuanto a los 14 estudios realizados por la casa Sanofi
Pasteur, se encontré que 5 de estos, a pesar de que probaron la vacuna recombinante ChimeriVax-Dengue
vaccin, por sus siglas en inglés (CDY), presentan diferencias en el tratamiento del grupo control o en el

calendario de vacunacién lo que hace imposible su comparacién.35'39 Solo 8 articulos reportados entre los

afios 2012 al 2014 presentan similitud en su metodologia3140-46 por lo que reciente se publicé un meta-
analisis de 7 de esos estudios, se considerd que el octavo no fue incluido porque no estaba entre la fecha de

busqueda que ellos tenian establecida.34 Sin embargo, no era la intencidén de actualizar este meta-analisis
sino establecer que se reporta en seguridad e inmunogenicidad, como se estan disefiado los estudios clinicos
de vacunas para dengue, para luego definir cudles son las fuentes de heterogeneidad de los ensayos clinicos
que dificulta el desarrollo del meta-analisis.3* En cuanto a los seis estudios realizados por la casa
farmacéutica GlaxoSmithKline,%”~>2 cinco son similares en su disefio y se caracterizan porque utilizan la
misma cepa Y el calendario de vacunacion, que consiste de dos dosis con un intervalo de 6 meses entre cada
aplicacién. Sin embargo aunque presenta similitudes que permitirian hacer meta-analisis de estos cinco, solo
tres tenian como grupo control placebo u otra vacuna licenciada y dos de estos no publicaron los resultados
del grupo control para la inmunogenicidad, ni los autores suministraron la informacion después de
contactarlos. Esta razén imposibilita la realizacion de comparaciones entre estas vacunas. Finalmente, en
relacion a las vacunas con otras formulaciones, se demuestra que el perfil de seguridad e inmunogenicidad de
una vacuna monovalente puede llegar a variar o a comportarse de forma similar que la formulacién

tetravalente.27:23-55 Es importante recalcar que la recomendacion de la OMS es enfocar esfuerzos en la
evaluacion de vacunas tetravalentes.

Se concluye, que el presente analisis muestra las principales diferencias de los estudios vacunales para
dengue en cuanto a disefios y reportes. A pesar de la existencia de una guia de vacunacion se encontraron
estudios publicados después del 2009, que no se acogen a las recomendaciones de la OMS. Por tanto, es
importante seguir las recomendaciones y emplear pardmetros de seguridad e inmunogenicidad con mayor
frecuencia aqui identificados, con el fin de facilitar que futuros estudios realizados en vacunas sean
comparables lo que permitird identificar con argumentos claros cual es el mejor candidato. Y aunque hasta el
momento la vacuna por sus siglas en inglés, ChimeriVax tetravalent dengue vaccine (CYD-TDV) es la que se
reporta como la de mayor avance, su eficacia es cuestionable, debido a que se encontroé solo dos estudios de
la vacuna DCY-TDV que evallan eficacia. Uno de ellos muestra una eficacia vacunal del 30,2 % (95 %
Intervalo de Confianza (IC) 13,4 a 56,6) aunque presenta altos GMT;3! y el otro muestra una eficacia solo del

56,5 %,37 por lo que se considera que esta vacuna requiere mas estudios para comprobar que es la mejor. En
ese sentido, unificar los datos de reporte y metodologia permitira realizar las comparaciones entre estudios.
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