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Resumen’

Hasta el presente, se han utilizado diferentes estrategias en el desarro-
llo de vacunas a subunidades contra el virus de la Fiebre Aftosa (VFA) con éxito
variable. Estas estrategias, basadas en la técnicas de ADN recombinante o
sintesis quimica para su obtencién, utilizan diferentes proteinas virales, como
son las proteinas de la capside viral o el precursor P1, la fusion de sitios
antigénicos de la proteina VP1 a proteinas transportadoras y el uso de péptidos
sintéticos correspondientes al sitio antigénico principal localizado en el “loop”
GH de VP1 (26, 27).

Usando la estrategia de expresion de secuencias foraneas sobre la
superficie de Baculovirus (virus de insectos) se construyeron virus recombinantes
que presentan antigenos derivados del VFA serotipo C como proteinas de fusién
con la glicoproteina gP64. Las proteinas de fusién VFA-gP64 pudieron expresar-
se con alta eficiencia en células de insecto Sf9. La tincién inmunofluorescente
mostro la localizacion de las proteinas quiméricas en la membrana de las célu-
las Sf9 infectadas, permitiendo la accesibilidad de los anticuerpos a las se-
cuencias foraneas. Ademas, la deteccion de proteinas recombinantes en los
sobrenadantes de infeccidon sugiere que éstas se localizan en la superficie de
los Baculovirus. La unién de los diferentes anticuerpos monoclonales a los
Baculovirus recombinantes sugiere que los epitopos insertados estan expues-
tos sobre la superficie de la particula viral.

Los antigenos del VFA expresados sobre los Baculovirus y las células
infectadas indujeron una respuesta inmune fuerte y especifica al virus, ain en
ausencia de adyuvantes. Los sueros de los animales vacunados con los
Baculovirus recombinantes conteniendo el sitio A (principal sitio antigénico del
serotipo C) presentan una respuesta inmune especifica, determinada en ensa-
yos de ELISA, y fueron capaces de neutralizar la infecciosidad viral in vitro. Los
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animales vacunados con estas construcciones fueron protegidos frente al de-
safio con virus homologo. Sin embargo, las células de insecto infectadas y los
Baculovirus que expresan la fusién P1-gP64 sélo presentan una debil respues-
ta y no confieren proteccion. La respuesta disminuida puede deberse a la con-
formacion espacial de la poliproteina P1 expresada en el contexto de la proteina
gP64, haciendo que los epitopos del sitio A contenidos en P1 sean menos
accesibles al reconocimiento del sistema inmune. A pesar de su baja
inmunogenicidad, los altos niveles de expresion demuestran la capacidad del
sistema de expresar proteinas foraneas de gran tamafo como son las fusiones
con la proteina gP64.

La investigacion de proteinas transportadoras multiméricas basada
en particulas autoensamblantes ha despertado un considerable interés en el
campo de la “vacunologia”. Sin embargo, atin es necesario demostrar que un
sistema particulado presenta ventajas sobre las proteinas transportadoras no
multiméricas (por ejemplo, la proteina KLH, cominmente utilizada en éste tipo
de ensayos). En este trabajo se introduce una nueva metodologia de presenta-
cion al sistema inmune de antigenos solubles en forma multimérica. Esta estra-
tegia permitié superar problemas asociados con la toxicidad de los productos
recombinantes expresados en bacterias, pérdida de multimerizacion de particu-
las tipo “core” [(como por ejemplo la proteina “core” del virus de la hepatitis B
(HBc)] y restricciones en el tamano de los sitios antigénicos que pueden ser
expresados.

En ratones inmunizados con el antigeno HBc-sitio A no se detectaron
anticuerpos contra el VFA tanto en ensayos de ELISA como en ensayos de re-
duccién del numero de placas, a pesar de la presencia de fuertes epitopos T en
la molécula monomeérica HBcAg. Sin embargo, cantidades equivalentes del
mismo epitopo sobre la superficie de Baculovirus indujeron niveles compara-
bles de anticuerpos neutralizantes a los inducidos por el VFA inactivado (vacuna
comercial), mostrando que multiples epitopos lineales presentados en este
sistema adquieren una conformacion favorable para la induccion de anticuerpos
neutralizantes asociados con proteccién. La incorporacion de proteinas de fu-
sién VFA-gP64 a la superficie de los baculovirus parece estar menos restringida
por la conformacién de la proteina quimérica que la incorporacion a las particu-
las tipo core, mostrando que éste sistema puede ser mas flexible.

Otra consideracion importante es que éste sistema de presentacion
antigénica no requiere la inclusién de adyuvantes para inducir una respuesta
inmune protectora.

En conclusion, en este trabajo se demuestra que es posible mejorar la
inmunogenicidad de sitios antigénicos simples expresandolos sobre las mem-
branas de células Sf9 o sobre la superficie de Baculovirus en ausencia de
adyuvantes. Este hecho hace de este novedoso sistema de presentacion
antigénica un método util y seguro para el desarrollo de vacunas.?
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