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Resumen

Las vacunas mas exitosas utilizadas en la actualidad han sido desarrolladas utilizando
meétodos convencionales que siguen el paradigma establecido por Pasteur hace mas de un
siglo, de "aislar, inactivar e inyectar” el microorganismo causante de la enfermedad y, de esta
forma, imitar una infecciéon natural. Con la llegada de la metagendmica, la seleccién de
antigenos basada en la informacién gendémica ha desempefiado un papel importante en el
descubrimiento de nuevos inmundégenos para el disefio de vacunas. Un enfoque que ha
utilizado esta estrategia ha sido denominado "vacunologia inversa" y ha permitido el escrutinio
del repertorio antigénico potencial de un organismo a través de su genoma, gracias a
herramientas bioinformaticas predictivas. Mediante métodos in vitro de clonado molecular, las
proteinas seleccionadas como antigenos son producidas a mediana escala y evaluadas en
modelos animales para ensayar su capacidad de generar una respuesta inmune protectora. El
objetivo principal es evaluar la capacidad de la respuesta inmune de eliminar o neutralizar al
patdégeno al momento de la infeccion. Cuanto mas neutralizante es la respuesta inmune ante
un antigeno especifico, mayor potencial tendra el mismo como vacuna.

En este review se resume la evolucion de la vacunologia desde sus comienzos en el siglo
XVIII con la aparicidon de la vacuna de la viruela hasta el desarrollo de la vacunologia inversa,
haciendo especial hincapié en el desarrollo de VLPs como plataformas vacunales y su futuro
en medicina preventiva.
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Abstract

The most successful vaccines have been developed using conventional methods that follow
the paradigm established by Pasteur in the XIX century: "to isolate, inactivate and inject" the
pathogen microorganism and mimic a natural infection. With the arrival of metagenomics, the
selection of antigens based on genomic information has played an important role in the
discovery of new immunogens for vaccine design. The main approach that has used this
strategy has been called "reverse vaccinology" and allows to screen the entire potential
antigenic repertoire of an organism through its genome, using predictive bioinformatic tools.
Using in vitro molecular cloning methods, the protein or proteins selected as antigens may be
artificially produced to evaluate their capacity of generating a protective immune response in
animal models. The main aim of this approach is to evaluate the ability of the immune
response to eliminate or neutralize the pathogen at the time of infection. Those antigens
capable of generate a specific immune response with neutralizing activity for future natural
infections are the best candidate vaccines.

This review summarizes the evolution of vaccinology since its inception in the eighteenth
century with the emergence of the smallpox vaccine to the development of reverse
vaccinology, with special emphasis on the development of VLPs as vaccine platforms and their
future in preventive medicine.

Keywords: VLPs; vaccinology; vaccine; recombinant proteins.
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1. Vacunologia: Los principios de Pasteur y el desarrollo de vacunas

Junto a las mejoras sanitarias, el descubrimiento y uso de antibidticos, la vacunacion ha
constituido uno de los avances de mayor impacto en la salud humana y en el aumento de la
expectativa de vida. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, del inglés World
Health Organization), la inmunizacién deberia ser reconocida como el principal componente
del derecho a la salud humana, y su acceso debe ser una responsabilidad individual, social y
gubernamental, dado que Unicamente la vacunacion previene unos 2,5 millones de muertes al
afio en todo el mundo (World Health Organisation, 2011). Sin embargo, a pesar de la
existencia de esta valiosa herramienta las enfermedades infecciosas siguen siendo la principal
causa de muerte en todo el mundo.

Desde el origen de la vacunologia clasica o convencional en 1796, con el descubrimiento
de la vacuna contra la viruela, se han producido numerosos avances tecnolégicos en la lucha
contra las enfermedades infecciosas. En el pasado, el desarrollo de vacunas y de agentes
terapéuticos se llevd a cabo sin el conocimiento basico de la patogénesis de los agentes
infecciosos. De esta forma, la vacunologia clasica se ha constituido sobre el desarrollo
empirico con el minimo conocimiento de los complejos mecanismos inmunoldgicos por los
cuales las vacunas inducen inmunidad protectora (Plotkin, 2009).

La llegada de la gendmica ha cambiado radicalmente la forma en que se identifica a los
candidatos vacunales. Como resultado de las revoluciones tecnoldgicas, se ha dado lugar a
un renacimiento en el desarrollo de vacunas en el que la identificacion rapida y dirigida de
nuevos antigenos vacunales es posible mediante analisis gendmicos, transcriptomicos y
protedmicos a gran escala. Gracias al desarrollo de la Bioinformatica, se han introducido
nuevos metodos para el disefio y la descripcion de antigenos y el andlisis de la respuesta
inmune generada (Rinaudo et al., 2009). Las tecnologias basadas en la gendmica han
revelado también nuevos factores de virulencia de diversos patégenos.

El mecanismo de accidén de las vacunas depende enteramente de la activacion de los
componentes inmunolégicos protectores del propio organismo, y las vacunas vivas atenuadas
o inactivadas han sido exitosas gracias a que imitan basicamente el tipo de inmunidad
protectora inducida en las personas que sobreviven a una infecciéon natural.

Las vacunas mas exitosas utilizadas en la actualidad han sido desarrolladas utilizando
meétodos convencionales que siguen el paradigma establecido por Pasteur hace mas de un
siglo, de “aislar, inactivar e inyectar” el microorganismo causante de la enfermedad y, de esta
forma, imitar una infeccion natural (Plotkin, 2009). La estrategia para el desarrollo de estas

vacunas se baso en: 1) reducir la virulencia del organismo causante de la enfermedad; 2)
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inhibir su capacidad para replicarse; 3) generar la consiguiente atenuacion y/o inactivacion; 4)
privar a los organismos infecciosos de su patogenicidad y 5) preservar su inmunogenicidad.
Pasteur aplico los principios detallados anteriormente a finales del siglo XIX a virus (virus
de la rabia aislados de conejos), y bacterias (bacilos de antrax inactivados por calor). Estas
estrategias han sido exitosas para aquellos patégenos con antigenos invariantes que, tras una
Unica infeccion, generan memoria inmunitaria en el organismo capaz de evitar re-infecciones
posteriores, como por ejemplo, la viruela, la fiebre amarilla, la poliomielitis, la rabia, las
paperas, el sarampion, la rubéola, la varicela, el herpes zoster, la hepatitis A, y encefalitis
japonesa (Figura 1, izquierda) (Rappuoli, 2007). Ademas, también se han desarrollado
vacunas inactivadas o vivas atenuadas contra algunas enfermedades infecciosas bacterianas
con diferentes grados de éxito; el Bacilo Calmette-Guerin (BCG o Mycobacterium bovis vivo
atenuado) es posiblemente la vacuna mas utilizada en todo el mundo y actualmente la unica

vacuna disponible contra la tuberculosis (Parida and Kaufmann, 2010).
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Figura 1: Exito relativo de las vacunas en relacién a la variedad antigénica del patégeno

de origen.

Se observa que el éxito de la vacuna disminuye linealmente con el incremento de la
capacidad del patdégeno en variar sus antigenos blanco. Se muestran solo algunas vacunas
a modo de ejemplo. MMR: ftriple viral contra sarampion, paperas y rubéola (del inglés,
Measles, Mumps-Rubella); HBV: virus de la hepatitis B; HAV: virus de la hepatitis A; HIB: H.
influenzae tipo B (modificado de (Rappuoli, 2007)).

Sin embargo, la vacunologia clasica ha demostrado ser inadecuada en el desarrollo de
vacunas para aquellos patégenos que son antigénicamente diversos, que no pueden ser

cultivados en el laboratorio, aquellos que carecen de modelos animales adecuados de
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infeccion, y/o respuestas inmunitarias dependientes de células T (respuesta celular) (Figura 1,
derecha).

El desarrollo de las vacunas de subunidad fue otro avance importante basado en la
estrategia de Pasteur: se aislaron e inactivaron componentes esenciales del patégeno,
usualmente determinantes de la virulencia, para su uso como vacunas de "subunidad". Este
enfoque se utilizé por primera vez para la difteria y el tétanos, en los que la patologia de la
enfermedad se debid en gran medida a las toxinas producidas por el patégeno bacteriano, y
las vacunas toxoideas iniciales fueron toxinas quimicamente inactivadas aisladas de bacterias.

En la actualidad, las vacunas de subunidad han crecido notablemente y se ha optimizado
la capacidad de generar respuestas inmunes y memoria inmunoldgica. A su vez, son seguras
y eficaces, y se han desarrollado formulaciones multivalentes, por ejemplo, para proporcionar
proteccidén contra numerosos serotipos neumocadcicos y serogrupos meningococicos.

Por otro lado, aunque la desaparicion virtual de enfermedades como la difteria, el
tétanos, la tos ferina y la Haemophilus influenzae tipo B invasiva son puntos de referencia para
el éxito de las vacunas, todavia quedan muchas enfermedades para las cuales las estrategias
de vacunacion hasta ahora no han tenido éxito. Esto se debe no sdlo a la hipervariabilidad de
sus antigenos sino también a una comprension incompleta de los mecanismos de
patogenicidad y a la necesidad de respuestas inmunes mediadas por células (Rappuoli, 2007)
(Figura 2). Un ejemplo claro lo constituye el HIV (del inglés, human immunodeficiency virus,
virus de la inmunodeficiencia humana), que al poseer epitopes hipervariables, no estimulan la
inmunidad humoral adaptativa y, por lo tanto, las vacunas deben inducir inmunidad celular con
bajo o nulo potencial protector en el tiempo.

Con la aplicacién de nuevas técnicas recombinantes para la expresion y purificacion de
proteinas para vacunas de subunidad y la inactivacion genética por mutagénesis dirigida,
entre otras técnicas de biologia molecular, se ha logrado desarrollar vacunas vivas atenuadas
y vacunas de subunidad mas seguras a través del disefio in silico previo. Esta tecnologia
también ha sentado las bases de una amplia gama de nuevas plataformas para el disefio y la
administracion de vacunas. Los antigenos recombinantes de una vacuna de subunidad suelen
ser mejor tolerados que los patdgenos vivos atenuados o inactivados o las subunidades
“naturales” purificadas para vacunacion. Esto se debe mayormente a que son producidos en
cultivos celulares obtenidos a partir de los huéspedes que infectan naturalmente y sus
proteinas presentan modificaciones postraduccionales idénticas a las presentes en los viriones
infecciosos wild type. Sin embargo, una limitacion es que generalmente son menos
inmunogénicas y, a menudo, requieren la adicion de un adyuvante para generar una respuesta

inmune protectora (Mbow et al., 2010).
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Figura 2: Exito relativo de las vacunas en uso en relacién al tipo de inmunidad generada.

Se puede observar que el grado de proteccion decrece con la disminucion en la
capacidad de generar respuesta humoral. IPV: poliomavirus inactivado (del inglés, inactivated
poliomavirus); OPV: poliomavirus oral (del inglés, oral poliomavirus); TB: tuberculosis
(modificado de (Rappuoli, 2007)).

2. Vacunologia Inversa: Identificacion de nuevos antigenos potenciales

Con la llegada de la metagendmica, la seleccion de antigenos basada en el genoma ha
desempefado un papel importante en el descubrimiento de nuevos inmundégenos para el
disefio de vacunas. Un enfoque que ha utilizado esta estrategia ha sido denominado
"vacunologia inversa" y ha permitido el escrutinio del repertorio antigénico potencial de un
organismo a través de su genoma, gracias a herramientas bioinformaticas predictivas (Figura
3).

La vacunologia inversa implica el clonado y la expresion de todas las proteinas en la
secuencia del genoma de un organismo predichas de manera in silico, para ser expresadas de
manera recombinante, vehiculizadas como antigeno de superficie o secretadas en forma
monomérica u oligomeérica para ser purificadas. Mediante métodos in vitro de clonado
molecular, las proteinas son producidas a mediana escala y evaluadas en modelos animales
para ensayar su capacidad de generar una respuesta inmune protectora. El objetivo principal
es evaluar la capacidad de la respuesta inmune de eliminar o neutralizar al patégeno al
momento de la infeccién. Cuanto mas neutralizante es la respuesta inmune ante un antigeno

especifico, mayor potencial tendra el mismo como vacuna.
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Figura 3: Interaccion entre la patogénesis y el desarrollo de la vacunologia clasica e inversa.
MMR: triple viral (del inglés Measles-Mumps-Rubella, sarampion, paperas y rubéola) HBV-HBs-Ag:
antigeno menor del virus de la hepatitis B; HA: hemaglutinina; NA: neuraminidasa; HPV: virus del

papiloma humano (Ulmer et al., 2006).

Este enfoque se ha aplicado a una amplia gama de patégenos y ha proporcionado una
larga lista de antigenos cuya funcionalidad era desconocida, a partir del escrutinio de sus
genomas (Yinda et al., 2017). Los estudios posteriores sobre la funcién de cada antigeno
permiten ademas una mayor comprensién de la biologia de los patogenos. Un ejemplo es el
uso de antigenos protectores implicados en la adhesién bacteriana, ya que puede haber
implicaciones importantes para proporcionar inmunidad mediante la reduccion de la
colonizacién y circulacién del patégeno. De hecho, los estudios funcionales de muchos
antigenos protectores han revelado posteriormente que son nuevas adhesinas implicadas en
la colonizacién del patégeno (Capecchi et al., 2005; Rosini et al., 2006).

Aunque un antigeno vacunal no necesariamente tiene que ser un factor de virulencia,
centrarse en proteinas con una funcion crucial en la patogénesis o la supervivencia es un
criterio de seleccion util ya que los anticuerpos inducidos por este tipo de antigenos pueden

bloquear su funcién y resultar en la neutralizacion general del patdégeno.
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El primer patéogeno en el cual se utilizé vacunologia inversa fue Neisseria meningitidis
sero grupo B (Pizza et al., 2000). Se identificaron 29 nuevos antigenos que pueden inducir una
respuesta humoral bactericida contra el patégeno in vitro. Trabajos realizados a partir de tres
de los antigenos principales que componen la vacuna MenB, el antigeno de unién a heparina
de Neisseria, NHBA, (Neisseria heparinbinding antigen), la proteina de union al factor H, fHbp
(factor H binding protein) y la adhesina A, NadA (Neisseria adhesin A) han sido relacionados
posteriormente como importantes factores de virulencia en la infeccion meningocdcica
(Capecchi et al., 2005).

Desde esta primera aplicacion de la vacunologia inversa se han registrado diversos
avances. En 2005, Maione y colaboradores (Maione et al., 2006) aplicaron un enfoque de
“vacunologia inversa multi-genoma o pan-genoma” al estreptococo del grupo B para identificar
antigenos del pool génico completo de la especie en lugar de un uUnico organismo; mas
recientemente se ha implementado el enfoque de “vacunologia inversa substractiva” para
identificar antigenos presentes en cepas patogénicas no comestibles de Escherichia coli
(Moriel et al., 2010).

2.1. Diseino racional de vacunas

Actualmente, la principal aplicacién de la vacunologia inversa es el disefio racional de
vacunas candidatas o con potencial vacunal. Este nuevo enfoque ha reemplazado los
principios obsoletos de la vacunologia clasica de ensayo y error, a pesar de haber tenido éxito
en el pasado.

El disefio racional sigue un enfoque escalonado (Figura 4): 1) se debe identificar un
antigeno blanco, 2) seleccionar una plataforma vacunal, 3) optimizar factores para la
expresion génica, 4) producir y caracterizar la vacuna, y por ultimo 5) probar la bioseguridad,
inmunogenicidad y eficacia en modelos animales (Osterhaus et al., 2010).

En el caso de la virologia, los recientes avances en biologia molecular y bioinformatica
han contribuido significativamente a la comprension de la estructura, la replicacion, la
atenuacion y los determinantes de la patogenicidad. Conocer estos aspectos es crucial para

identificar las proteinas blanco (Osterhaus et al., 2010).
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Figura 4: Disefio racional de vacunas.

El disefio racional de vacunas se basa enteramente en la prediccion bioinformatica;
gracias a la vacunologia computacional se han desarrollado herramientas para facilitar la
seleccion del antigeno, la maximizacion de la expresion, la determinacion de la
inmunogenicidad y finalmente, la seleccion de las vacunas candidatas (Osterhaus et al.,
2010).

En los Ultimos afios se han desarrollado herramientas bioinformaticas, englobadas
dentro de la “vacunologia computacional”, que facilitan el proceso de identificacion antigénica

de manera predictiva. La mayoria de las herramientas bioinformaticas utilizadas se centran en
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la presentacion y el procesamiento de antigenos, con el objetivo de direccionar la respuesta
hacia las células T y B. Aunque el mapeo y la identificacién de los epitopes altamente
inmunogénicos en antigenos blanco es importante, varios pasos adicionales deben ser
considerados al disefar racionalmente nuevas vacunas. Los problemas comunes encontrados
durante el desarrollo de vacunas incluyen el bajo rendimiento de las proteinas seleccionadas

y, por consiguiente, la baja inmunogenicidad.

3. La vacunologia estructural y el uso de particulas tipo virales (VLPs, virus-

likeparticles) como plataformas vacunales

La vacunologia estructural es una disciplina emergente que tiene como objetivo
identificar, disefiar y evaluar antigenos con potencial vacunal, basada en los estudios de la
biologia estructural, la biologia computacional, la inmunologia y la serologia (Dormitzer et al.,
2012). Sumado a esto, el desarrollo actual de la transcriptomica y la protedmica permiten
escrutar el conjunto de antigenos expresados por un patégeno bajo condiciones especificas,
examinando el ARN mensajero y las proteinas de un organismo, respectivamente. El analisis
puede centrarse Unicamente en el subconjunto de proteinas que estan expuestas a la
superficie (proteoma de superficie) o en el subconjunto de genes que son funcionalmente
importantes para la infeccion (genémica funcional) (Rinaudo et al., 2009).

Asimismo, existen nuevos campos de estudio que se centran en dilucidar el conjunto de
antigenos que interactian con el sistema inmune del huésped y los mecanismos implicados
en estas interacciones (inmundmica), asi también como la forma en que el sistema
inmunoldégico del huésped individual responde a una vacuna (vaccinomics o vaccindmica). Si
bien cada uno de estos enfoques tiene limitaciones, todos ellos han surgido como poderosas
herramientas en el desarrollo de vacunas y se vinculan directamente con la vacunologia
estructural.

En comparacion con las vacunas del siglo XIX y principios del XX a partir de patdogenos
muertos, inactivados o vivos atenuados, las vacunas modernas contienen subunidades
proteicas antigénicas aisladas, altamente purificadas y mas seguras; sin embargo, los niveles
de inmunidad protectora que suelen inducir son menores.

Un enfoque que intenta superar esta desventaja es el uso de particulas tipo virales o
VLPs (del inglés Virus-likeparticles), las cuales son conjuntos de polipéptidos que presentan
multiples copias de antigenos de subunidad en ordenamientos bien organizados con
orientaciones definidas que pueden imitar la repetitividad, la geometria, el tamafio e incluso la

forma de la superficie natural en la que interaccionan el huésped y el patdégeno.
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Estas VLPs, compuestas de antigenos virales unicos o multiples, en algunos casos
anclados en una bicapa lipidica, pueden ser generadas por proteinas estructurales de
diferentes microorganismos y han servido como plataforma para la presentacion de epitopes
inmunogénicos: la proteina plll del fago filamentoso f1 (De La Cruz et al.,, 1988), el
componente Ty de Saccharomy cescerevisiae (Burns et al., 1992), las proteinas de superficie
o de capa del virus bluetongue (BTV, del inglés bluetongue virus) (Belyaev and Roy, 1992), el
parvovirus humano B19 (Brown et al., 1994), el virus del mosaico del tabaco o (TMV, del
inglés tobacco mosaic virus) (Hwang et al., 1994a) y el virus del papiloma humano (HPV, del
inglés human papilloma virus) (Paavonen et al., 2017), y estos son sdlo algunos ejemplos.

El uso de estas VLPs con capacidad de autoensamblarse se ha combinado eficazmente
con la disciplina emergente de la vacunologia estructural para lograr el maximo impacto en el

disefo racional de antigenos vacunales.

3.1.VLPs: impacto en la vacunologia

Las VLPs son asociaciones supramoleculares que no llevan ninguna informacioén
genética, no son replicativas, pueden producirse en sistemas de expresion heterdloga a gran
escala e incorporan las caracteristicas inmunoldgicas clave del virus incluyendo patrones y
estructuras de superficie repetitivos con potencial para la induccidén de inmunidad innata y
adaptativa. Esto ultimo tiene lugar mediante la activacion de receptores de reconocimiento de
patrones y receptores de células B antigeno-especifico, respectivamente (Blanco, 2013).

Muchos antigenos pueden ser expuestos en la superficie de las VLPs, pudiendo estar
genética o quimicamente fusionados a ellas (Kim et al., 2011; Lin et al., 2014). De esta forma,
estas construcciones se presentan como potentes herramientas en el campo de la
inmunologia y vacunologia, ya que son consideradas muy eficientes como plataformas
vacunales y sistemas de delivery terapéutico.

El reconocimiento de la inmunogenicidad y el potencial comercial de las VLPs ha
acelerado considerablemente las investigaciones y su desarrollo. Se ha reportado que las
VLPs estimulan el sistema inmune de manera completa: a) estimulan la inmunidad innata a
través de los receptores tipo Toll (TLRs, del inglés Toll-likereceptors) y de los receptores
reconocedores de patrones (PRRs, del inglés Pattern recognition receptors) debido a la
expresion de estructuras multivalentes; b) induccion de una fuerte respuesta humoral y
también de IgM en células T de manera independiente; ¢) aumento de la afinidad, el
procesamiento y la presentacion por las APCs (del inglés, antigen presenting cells) a través de

la via de presentacion cruzada de los MHC | (del inglés, major histocompatibility complex class
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l) y MHC Il (del inglés, major histocompatibility complex class Il) debido a la naturaleza
particulada de las VLPs (Kiindig et al., 2015).

3.1.1. Estructura de las VLPs

Se han generado VLPs con potenciales aplicaciones a partir de una gran cantidad de
virus que infectan animales y humanos (Kushnir et al., 2012). Estan compuestas por una o
mas proteinas estructurales (o de la capside) con propiedad de autoensamblarse en
estructuras morfolégicas idénticas o similares a los viriones de origen. Comparadas con los
viriones completos, cuentan con la ventaja de ser bioseguras al no replicar ni infectar las
células del huésped, debido a la ausencia de material genético. Ademas, se ha reportado que
pueden ser utilizadas sin la necesidad de adyuvantes artificiales, como si ocurre en las
vacunas comerciales convencionales (Liu et al., 2012; Zeltins, 2013).

Las proteinas estructurales responsables de la generacion de VLPs varian dependiendo
de la biologia del virus de origen: a) capsides virales simples con una o dos proteinas
estructurales principales (ej: Parvovirus, HPV, Circovirus, Calcivirus, el virus de la hepatitis E
(HEV, del inglés, hepatitis E virus) y Poliomavirus); b) capsides virales complejas, formadas
por varias capas de proteinas virales, codificadas por diferentes ARNm o generadas a partir
de un unico polipéptido (ej: Picornavirus); c) capsides virales con envoltura lipidica derivada de
la célula huésped incluyendo espiculas glicoproteicas de superficie (ej: Influenza, HIV,

hepatitis C, HCV, del inglés hepatitis C virus y arenavirus) (Roy and Noad, 2009).

3.1.2. Procesamiento de las VLPs por el sistema inmune

Las VLPs pueden ser inoculadas de manera subcutanea o intramuscular. Su pequeno
diametro facilita la entrada en sistema linfatico y drenan directamente a los nddulos locales.
Una vez en el nédulo linfatico, las VLPs son procesados por las células dendriticas (DCs, del
inglés dendritic cells); la captura mediada por las DCs se ve aumentada por la forma y el
tamafo de las VLPs, idénticas a las de los viriones infecciosos. Una vez procesadas,
estimulan las células T-CD4" a través de la via del MHC Il y la via del MHC I, induciendo

primeramente a la inmunidad innata.

3.1.2.1. Induccion de la inmunidad innata

En algunos casos, las VLP no requieren el uso de adyuvantes para lograr una

estimulacion inmune eficiente. Los efectos autoadjuvantes son inherentes a su tamafio
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adecuado para la captacion por las DCs, su posterior procesamiento y presentacion por MHC
de clase Il y para promover directamente la maduracién y migracion de DCs, esenciales para
la respuesta inmune innata (Fifis et al., 2004; Gamvrellis et al.,, 2004). Las VLPs también
pueden ser captadas y procesadas a través de la via del MHC clase | (presentacion cruzada)
para la activacion de células T-CD8', esenciales para la eliminacién de patdgenos
intracelulares. La capacidad de las VLPs para dirigir DCs es una ventaja importante de las
vacunas de VLPs, ya que ahora se entiende que la orientacién de este tipo de células es
esencial para activar las respuestas inmunes innatas y adaptativas.

Por otro lado, las VLPs que retienen sus regiones de union al receptor son capaces de
ingresar a las células a través de su receptor normal y son captadas por las APCs como
antigenos exdgenos para la presentacion en MHC clase |. Se ha demostrado que la captacion
mediada por receptor ocurre en los paramyxovirus y en el HIV (Beignon et al., 2005; Zeng et
al., 2002).

En el caso de la estimulacion de las DCs para producir citoquinas, como el interferon-
a/B, no requiere la replicacion del virus, sino mas bien una envoltura intacta de un virus
inactivado (Frank et al., 2002) o la de una VLP intacta no envuelta, como en el caso del HPV
(Lenz et al., 2001). En este contexto, las VLPs pueden tener ventajas muy importantes sobre
los virus vivos afines para la activacion inmune, porque se sabe que varios virus que se
replican en las DCs bloguean la activacion y maduracion de la célula a través de la expresion
de proteinas virales particulares (Ostrowski et al., 2005) e incluso el virus Ebola inactivado y el
virus Marburg interfieren con la activacion de DCs, lo que sugiere una proteina viral presente

en el virus y no la VLP es la responsable de esta interferencia.

3.1.2.2.Induccion de la inmunidad adaptativa

Con el fin de inducir inmunidad adaptativa o humoral en altos titulos de anticuerpos, los
antigenos blanco deben estar expuestos en la superficie de las VLPs en altas densidades. Las
VLPs son comunmente mas inmunogénicas que los inmundégenos de subunidad o las
proteinas recombinantes y son capaces de estimular tanto la respuesta inmune humoral como
la celular. Poseen una estructura espacial que permite la correcta visualizacién de los epitopes
conformacionales y, al imitar la estructura del virus nativo, aumentan con ello la produccién de
anticuerpos neutralizantes. Esto es especialmente importante para las proteinas superficiales
de parasitos y virus envueltos, donde las VLP envueltas permiten que las proteinas se
presenten en su estado natural como proteinas ancladas a la membrana, mas que como los

ectodominios en solucién (Bachmann and Jennings, 2010a).
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Es por esto que las VLPs pueden ofrecer un abordaje seguro y eficaz para la induccién
de anticuerpos a proteinas de superficie donde las formas solubles de las proteinas no han
sido eficaces. Algunas VLPs también tienen la capacidad de presentar multiples proteinas
vacunales al sistema inmune. Por ejemplo, a pesar del éxito de la vacuna contra el virus de la
hepatitis B (HBV, del inglés hepatitis B virus), se ha buscado optimizar su eficacia mediante la
inclusion de otras dos proteinas de la envoltura en la particula HBsAg, imitando asi la
envoltura auténtica de virion que contiene estas tres proteinas. Las vacunas de HBV que
incluyen estas proteinas de envoltura adicionales estimulan la producciéon de anticuerpos de
manera diferente, pero mas especificamente proporcionan epitopes de células T adicionales
que promueven una respuesta a-HBsAg mas completa y mejoran la tasa de seroproteccion
superando la falta de respuesta a la vacuna HBsAg (Madalinski et al., 2001).

Otro ejemplo importante es el HIV para el cual se han hecho grandes esfuerzos para
recrear la envoltura del viridon en una forma que permita la induccién eficiente de anticuerpos
neutralizantes. Se produjeron VLPs en forma de proteoliposomas sintéticos en perlas
microesféricas solidas con el fin de imitar el entorno de la membrana lipidica para la
presentacion de la glicoproteina HIV GP160 (Grundner et al., 2002), asi como VLPs imitando
la particula de HIV intacto, que contiene las proteinas de la envoltura asociada con la proteina
Gag (Doan et al., 2005). Esto, sumado a los avances aportados por la vacunologia inversa, ha
ayudado al entendimiento de que los dominios clave asociados con la entrada viral y las
regiones conservadas, probablemente no experimenten variacion antigénica a pesar de la
presion inmunolégica neutralizante. Recientemente, la investigacion se ha centrado en la
presentaciéon de epitopes altamente conservados y neutralizantes de la proteina de la
envoltura GP41 del HIV-1 en una conformacién de pre-fusion, que sélo se expone brevemente
durante la entrada viral (McGaughey et al., 2004).

Es probable que estos objetivos especificos para el desarrollo de vacunas requieran
experimentacion con la amplia variedad de VLPs existentes y en todos los sistemas de
expresion disponibles, el uso de ensayos funcionales, tales como la union al receptor,
reactividad a anticuerpos especificos de conformaciéon y lo mas importante la induccién de

neutralizacién cruzada de anticuerpos.

3.2. VLPs como plataformas vacunales

Ademas de ser vacunas potenciales contra los virus de los que derivan, las VLPs
también pueden ser utilizadas para presentar epitopes individuales de otros organismos al
sistema inmune. Esto puede realizarse mediante la fusién génica y la posterior expresion de la

proteina recombinante resultante o mediante la conjugacion quimica entre el antigeno blanco
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y la proteina estructural generadora de VLPs, ofreciendo nuevas perspectivas en el desarrollo
de vacunas.

Uno de los logros mas recientes del desarrollo de VLPs como plataformas vacunales es
el de la vacuna contra la malaria, compuesta por la proteina circumsporozoito de Plasmodium
falciparum fusionada al antigeno de superficie de la hepatitis B con capacidad de generacion
de VLPs, para obtener VLPs recombinantes quiméricas (rVLPs, del inglés recombinant virus-
likeparticles). Esta vacuna candidata, denominada RTS-S, ha alcanzado la fase Ill de ensayos
clinicos e induce una proteccién de aproximadamente 30-50% (Agnandji et al., 2011). A pesar
de esta moderada eficacia, que puede explicarse por la baja expresion del antigeno en la
superficie de las VLPs, la RTS-S es la primera vacuna que ha generado una proteccion
significativa contra la malaria, donde otras estrategias como péptidos sintéticos y vectores
virales han fallado hasta el momento.

De forma similar, se han utilizado otras plataformas para vehiculizar antigenos foraneos,
usando estructuras simples conformadas por proteinas con capacidad de autoensamblarse
tales como la proteina HBcore, la proteina de la envoltura del virus del mosaico de la alfalfa, la
proteina L1 del HPV o el bacteriéfago Qb y se ha demostrado que estimulan eficazmente
respuestas inmunes especificas contra los antigenos vehiculizados (Gao et al., 2013; Jones et
al., 2013; Mati¢ et al., 2011; Spohn et al., 2010). En particular, la eleccién del patégeno del que
derivan las proteinas estructurales para la formacion de la VLP es crucial ya que influye en la
inmunogenicidad global y estos estudios demuestran el gran potencial de las rVLPs ya que
muchas de ellas ya han llegado a la fase de ensayo clinico (Kushnir et al., 2012).

Con el avance en el conocimiento de los virus mas complejos, las rVLPs derivadas de
virus envueltos ofrecen también un panorama alentador para integrar antigenos blancos
presentados sobre las particulas en la envoltura, es decir, anclados en su membrana.

Otra estrategia viable para la vehiculizacion antigénica es el pseudotipado, donde
utilizando herramientas de ingenieria genética, se anclan antigenos foraneos, decorando
particulas pseudovirales. Es importante destacar que los pseudovirus, a diferencia de las
VLPs, son virus completos que portan proteinas ajenas a las codificadas en su genoma
aportando funciones extras al momento de infectar, que no estaran presentes en la progenie
viral. Este enfoque presenta dos ventajas importantes: a) un medio para la presentacion
ordenada en la conformacion nativa de los antigenos blanco y, b) un medio para optimizar la
captacion del vector por las APCs. Los nucleos retrovirales han demostrado ser adaptables
para este enfoque. Se han desarrollado rVLPs basados en oncoretrovirus simples (retroVLPs,
del inglés retrovirus-likeparticles), mediante el uso del retrovirus de la leucemia murina (XMRV,
del inglés Xenotropic murine leukemia virus). La expresion celular de la proteina Gag, la

proteina de matriz retroviral, es suficiente para generar particulas pleomoérficas envueltas de
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un diametro de 80-120 nm, que pueden ser pseudotipadas con glicoproteinas retrovirales o de
otras familias virales, incluyendo el virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV, del inglés
lymphocytic choriomeningitis virus), el virus de la necrosis del bazo (SNV, del inglés spleen
necrosis virus), el virus de la estomatitis vesicular (VSV, del inglés vesicular stomatitis virus), el
HCV, el virus de la fiebre amarilla (YFV, del inglés yellow fever virus), el virus West Nile (WNV,
del inglés West Nile virus), el virus Influenza, el HIV y el citomegalovirus (CMV) (Bellier and
Klatzmann, 2013; Dalba et al., 2007), sin perjudicar su funcionalidad.

Curiosamente, las retroVLPs pueden adaptarse mediante tecnologia recombinante para
incorporar alta densidad de antigenos en su superficie, lo que constituye una optimizacion

significativa que mejora su inmunogenicidad.

3.3.Sistemas de expresién de VLPs

La seleccion del vector de expresion es uno de los factores mas importantes en la
generacién de VLPs. Ha sido reportada la produccion exitosa de 174 VLPs diferentes, un 28%
en bacterias, 20% en células de levadura y 28% en células de insectos, un 15% en animales y
un 9% en plantas. Estos dos Ultimos sistemas se aplican para el caso de VLPs con

propiedades particulares (Zeltins, 2013).

3.3.1. Sistemas bacterianos

Los sistemas bacterianos comerciales de uso convencional incluyen los vectores de
expresion y las cepas de Escherichiacoli aptas para expresar altas cantidades de VLPs no
envueltas. En comparacion con otros sistemas, la produccion en bacterias es altamente
eficiente en cuanto a cantidad (Joshi et al., 2013). Sin embargo, a pesar de las ventajas
cuantitativas, muchas veces los sistemas bacterianos no son aptos para la produccion de
VLPs con potencial vacunal debido a varios factores: a) incapacidad de generar proteinas
recombinantes con modificaciones postraduccionales similares a las de células de mamifero;
b) fallo en la formacion de puentes disulfuro; c) cambios en la solubilidad de la proteina; y d)
adicién de lipopolisacaridos (LPS, del inglés lipopolysaccharide) o endotoxinas a las proteinas
recombinantes.

Sin embargo, las proteinas de la cubierta (CPs, del inglés coat proteins) de algunos virus
pueden ser producidas eficientemente en cuerpos de inclusion insolubles, purificadas bajo
condiciones desnaturalizantes, renaturalizadas y autoensambladas, como se ha reportado
para el caso de las VLPs del parvovirus B19, y en varios virus de plantas (Hwang et al., 1994b,

1994a). Un cambio sutil en las condiciones de cultivo, como la baja temperatura, puede
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resolver el problema de los cuerpos de inclusién e inducir la formaciéon de VLPs solubles,
como se logré para el virus Y de la papa (PYV, del inglés potato Y virus) (Kalnciema et al.,
2012). Algunos factores, como los marcadores de resistencia de los plasmidos de expresion o
la composicion de los medios de cultivo también pueden alterar el ensamblaje de las VLPs.
Otra estrategia aplicada para incrementar los niveles de expresién y solubilidad implica utilizar
diferentes sistemas de proteinas de fusion, como por ejemplo la glutation-S-tranferasa (GST) o
proteinas de fusion como L1 de HPV (Middelberg et al., 2011).

También pueden utilizarse otros procariotas para generar VLPs, como Lactobacillus
(Zeltins, 2013). El ensamblaje intracelular de VLPs de L1 del HPV subtipo 16 ha sido
reportado en Lactobacillus casei, una cepa de expresion inducible mediante lactosa (Kushnir
et al.,, 2012). Ademas, mediante la produccion de VLPs de L1 en Lactobacillus se han
desarrollado nuevas vacunas de profilaxis via mucosas (Aires et al., 2006).

Otro sistema de expresion alternativo a E. coli es Pseudomonas fluorescens (P.
fluorescens). Esta bacteria es utilizada por su comodidad en el manejo de los cultivos, la alta
produccién de proteina soluble y la posibilidad de cultivar a gran escala. Sin embargo, existen
diferencias entre P. fluorescens y E. coli como el tamafo del genoma y metabolismo que
pueden influenciar la generacion de proteinas recombinantes. La proteina de la capside de un
bromovirus de plantas, el virus del moteado clorético de caupi (CCMV, del inglés cowpea
chlorotic mottle virus), ha sido expresada de forma soluble en P. fluorescens y ha sido capaz
de ensamblarse en VLPs de forma auténoma in vivo, siendo estas VLPs de estructura similar

a la de los viriones naturales (Phelps et al., 2007).

3.3.2. Sistemas de levadura

Los sistemas de expresidn eucariota son una alternativa importante a la expresion en
bacterias debido a la ausencia de endotoxinas bacterianas para el desarrollo de vacunas. De
hecho, la primera vacuna basada en VLPs aprobada contra el HBV fue desarrollada en
levaduras (Burns et al., 1992). Lo mas importante de este sistema es que las VLPs no se
autoensamblan durante el cultivo celular, sino que en Picchia pastoris se completa el
ensamblado durante el proceso de purificacion posterior de las proteinas (Linsdorf et al.,
2011).

El sistema de P. pastoris ha sido utilizado para expresar las glicoproteinas de pre-
membrana y envoltura del virus del Dengue tipo 2 (DENV-2) (Liu et al., 2010). Otro de los
avances en el sistema de expresion en levaduras, fue el desarrollo de métodos de expresion
multigénicos. Se han expresado tres genes estructurales de rotavirus a partir de un Unico

vector de expresion que permitid la generacion de VLPs trilaminadas en Saccharomy
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cescerevisiae (Rodriguez-Limas et al., 2011). Sin embargo, la multimerizacion de las proteinas
en VLPs derivadas de virus envueltos no ha sido exitosa en el caso de las Gag-VLPs del HIV-
2, lo que sugiere que este sistema de expresion carece de los factores esenciales como
huésped para generar VLPs envueltas.

En resumen, si bien este sistema de expresion tiene la ventaja de poseer modificaciones
postraduccionales similares a las de células de mamifero y no aportan endotoxinas
caracteristicas de los procariotas para el desarrollo de plataformas vacunales, la construccion
de los vectores de expresion es aun dificultosa y los patrones de glicosilacion son erraticos
comparados con los de las células de mamiferos, siendo unicamente util para la generacion

de VLPs no envueltas.

3.3.3. Células de insecto

Otro sistema utilizado para producir VLPs es el de baculovirus en células de insecto
debido a las ventajas de rapido crecimiento, posibilidad de cultivos a gran escala, las
modificaciones postraduccionales similares a las de las células de mamiferos y posibilidad de
generar VLPs envueltas y no envueltas. Existen en el mercado varias vacunas basadas en
VLPs producidas en células de insecto, como Cervarix ®, la vacuna contra el HPV y otras
basadas en VLPs envueltas estan en la etapa de ensayos clinicos (Roy and Noad, 2009). La
principal limitacion de este tipo de sistema, son las eventuales contaminaciones con particulas
proteicas de los propios baculovirus, lo que sugiere el desarrollo de mejores métodos de
purificacién. Se ha documentado la expresién exitosa de cuatro genes del virus de la influenza
humana H3N2 en este sistema de expresion y que las VLPs generadas indujeron proteccion
contra H3N2 en ratones desafiados (Galarza et al., 2005). Estos resultados sugieren que se
podria desarrollar una vacuna basada en VLPs contra el virus de la influenza HON2 y otros
subtipos de influenza aviar. Las VLPs no infecciosas de SAV (del inglés salmonid alphavirus)
también fueron generadas usando baculovirus recombinantes que expresaban la proteina de
la capsula y dos glicoproteinas inmunodominantes E1 y E2 en células de insecto (Metz et al.,
2011).

3.3.4. Células de mamiferos

Por mas de dos décadas se han desarrollado lineas celulares de mamiferos como fuente
de proteinas terapéuticas comerciales para aplicaciones clinicas debido a su habilidad de
plegar, ensamblar y modificar las proteinas de manera postraduccional de manera correcta

(Wurm, 2004). Las desventajas de este modelo incluyen los costos de produccion y
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mantenimiento de las lineas celulares y la bioseguridad. En un principio, se utilizaron lineas
celulares de mamiferos para producir VLPs del virus de la influenza como plataformas
vacunales, incluso se desarrollaron lineas estables que expresan proteinas estructurales de
influenza que permitieron generar VLPs hibridas conteniendo la proteina de matriz y las
glicoproteinas de superficie de los tipos H3N2 y H5N1 (Wu et al., 2010).

Otros ejemplos incluyen la producciéon de VLPs a partir del virus de la enfermedad de
Newcastle (NDV, del inglés Newcastle disease virus) en células ELL (East Lansing Line) y de
VLPs de circovirus (PCV, del inglés porcine circovirus) y parvovirus (PVV, del inglés porcine
parvovirus) porcinos, y de los virus Lassa (LASV, del inglés Lassa virus), Marburg (MARV, del
inglés Marburg virus) y Ebola (EBOV, del inglés Ebola virus), en células HEK 293T (del inglés
human embryo kidney) (Swenson et al., 2005). También se ha documentado la produccion de
VLPs del bacteriofago T7 en células HepG2 (linea celular de hepatocitos de cancer de
higado), de HIV-1-VLPs en células COS-7 (CV1-Origin-SV40) y Vero (linea celular epitelial de
rindn de Cercopithecus aethiops) y de HBV-VLPs en células CHO (del inglés chinese hamster

ovary) (Assateerawatt et al., 1993).

3.3.5. Sistemas de expresién en plantas

Los sistemas de expresion en plantas se utilizan para expresar productos génicos
especificos. Se han utilizado plantas recombinantes de tabaco, tubérculos de papa, entre
otras, para la generacion de antigenos vacunales. Los antigenos expresados en plantas tienen
la particularidad de formar puentes disulfuro y oligomerizar de manera correcta para formar
VLPs y son capaces de expresar VLPs envueltas y no envueltas, tanto multiméricas como
quiméricas. La alta expresién de VLPs en plantas es simple y rapida si se utiliza el sistema de
replicon de ARN de TMV o el sistema de replicon de ADN del virus del poroto amarillo enano

(BYMV, del inglés bean yellow mosaic virus) (Chen and Lai, 2013).
4. VLPs derivadas del virus Junin (JUNV-VLPs) en la UNQ

En nuestro laboratorio hemos generado VLPs arenavirales utilizando la capacidad de
brotacion de la proteina de matriz Z del virus Junin (Borio et al., 2012) transfectando de
manera transitoria células HEK 293T (Figura 5). A partir de estos resultados y basandonos en
la interaccidon entre la proteina Z y el resto de las proteinas del virion, hemos disefiado y
desarrollado una plataforma en forma de vector plasmidico que permita la expresion

heterdloga de antigenos foraneos anclados a la membrana de las VLPs.
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VLP de ZGFP

Genoma de JUNV

Figura 5: Esquema de la obtenciéon de JUNV-VLPs fluorescentes en el AVEZ-LIGBCM de la
UNQ.

Mediante herramientas de biologia molecular se construy6é un vector plasmidico pZ-
GFP que codifica una fusién proteica entre la proteina de matriz Z de JUNV y GFP; luego
de la transfeccion transiente de células HEK 293T se pudo observar la correcta expresion
de la proteina recombinante Z-GFP y la generacion de JUNV-VLPs fluorescentes mediante
microscopia confocal (Borio et al., 2012).

El disefio incluyd los elementos gendmicos minimos de anclaje y direccionamiento a
membrana del complejo de las glicoproteinas de JUNV capaces de interaccionar ademas con
Z que garanticen su incorporacion en las VLPs (De Ganzo, 2017). Este vector fue denominado
pResAg, por plasmido presentador de antigenos.

Si bien hemos sido capaces de clonar diferentes antigenos virales en pResAg (el
ectodominio de la hemaglutinina del virus del sarampién y la proteina NS1 del virus de Saint
Louis) y hemos comprobado su correcta expresion con anticuerpos especificos (De Ganzo,
2017), la validacion del modelo se esta llevando a cabo con la proteina indicadora GFP debido
a sus obvias ventajas fluorescentes y por sus propiedades de conferir estabilidad a las
proteinas heterdlogas que incluyen su secuencia. Actualmente, se esta ensayando la co-
expresion de pResAg y la proteina Z con el fin de generar VLPs fluorescentes debido a la

insercion de GFP en sus membranas. Estos ensayos, junto a la inoculacion de animales de
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laboratorio y la evaluacién de la respuesta inmune generada in vivo, nos permitira evaluar la

capacidad de pResAg de ser utilizado como plataforma vacunal a futuro.

5. Limitaciones de aplicacion de las vacunas basadas en VLPs

Como se describié anteriormente, las VLPs se pueden considerar como sistemas de
presentacion antigénica que inducen respuestas inmunitarias potentes y amplias contra
diversos antigenos blanco, teniendo, ademas, ventajas de bioseguridad e inmunogenicidad
frente a los enfoques tradicionales. Existe una clara tendencia hacia el uso de VLPs como
plataformas para el desarrollo de muchas vacunas profilacticas. Sin embargo, existen
consideraciones técnicas y practicas que pueden limitar la aplicacion de vacunas de VLPs. En
primer lugar, debido a su naturaleza particulada, las vacunas basadas en VLPs s6lo pueden
ser eficaces contra epitopos de células B o T especificas que estan altamente conservadas.
Debido a que muchos patdgenos experimentan variacion antigénica en respuesta a las
presiones inmunitarias del huésped durante el curso de la infeccion, las VLPs, por lo tanto, no
inducirian respuestas inmunitarias de larga duracion contra antigenos variantes. En segundo
lugar, teniendo en cuenta el estrés inmunoldgico o la baja velocidad de biodegradabilidad, no
debe ignorarse la posible toxicidad de las VLP en el organismo. Los estudios de toxicidad
deben disefiarse para maximizar las posibilidades de evaluacién los efectos toxicos
resultantes de la accion farmacoldgica primaria o secundaria de las vacunas de VLPs
(Bachmann and Jennings, 2010b). Por ultimo, pero no menos importante, los anticuerpos
preexistentes 0 maternos contra las VLPs pueden afectar adversamente la inmunogenicidad,

lo que resultaria en una falla en la vacunacion (Chackerian, 2007).

6. Conclusiones y discusion

La vacunologia inversa ha acelerado la identificacion de nuevos epitopes antigénicos en
agentes infecciosos, tumores y alérgenos, y ha impulsado el disefio racional de vacunas
basadas en epitopes aislados de su entorno natural (Chiang et al., 2015; Lin et al., 2014). Sin
embargo, la conversion de estos antigenos en inmundgenos eficientes continlda siendo un
desafio. En este aspecto, las VLPs se presentan como una alternativa prometedora ya que
pueden ser desarrolladas con las mas avanzadas herramientas de ingenieria genética,
biologia molecular y biologia estructural. Las VLPs de virus antropozoonéticos formadas por
elementos estructurales de los viriones maduros han recibido considerable atencién durante
las ultimas dos décadas (Crossey et al., 2015; Espinosa et al., 2017; Fan et al., 2018; Schickli
et al., 2015; Zhang et al., 2016). De hecho, los datos de campo sugieren que las VLPs son
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mas efectivas que muchos otros tipos de vacunas de subunidad contra diferentes patologias
infecciosas. En un futuro cercano, la industria biofarmacéutica entrara en una nueva era con el
desarrollo de las VLPs como una poderosa herramienta en el campo de la vacunologia.
Recientemente se han comenzado a desarrollar vacunas terapéuticas basadas en VLPs con el
objetivo de inducir respuesta humoral contra moléculas que estan involucradas en patologias
0 procesos cronicos (Chackerian, 2007). Cuatro de estas vacunas humanas basadas en VLPs
han sido evaluadas clinicamente y se ha logrado un objetivo primordial: la reduccion de la
presion sanguinea en pacientes hipertensos. Asimismo, para facilitar las pruebas clinicas
preliminares, se han desarrollado nuevos programas de estudio no clinicos (Bachmann and
Jennings, 2010b). Las vacunas preventivas y las terapéuticas también se pueden aplicar en el
campo veterinario para aliviar el sufrimiento de animales que padecen enfermedades cronicas
y no pueden ser sacrificados considerando el bienestar animal (Melegari et al., 2018).

Otra de las funciones primordiales de la vacunologia inversa es la optimizacion de
vacunas preexistentes o el mejoramiento de la respuesta inmune protectora inducida por
vacunas de VLPs desarrolladas a través de esta tecnologia. Este es el caso de la vacuna
contra el virus de la hepatitis B HBcAg-VLPs donde la adiciéon de residuos en el extremo
carboxilo de la proteina recombinante generadora de VLPs ha conferido una mayor estabilidad
al conjunto y se ha optimizado su rendimiento (Schumacher et al., 2018).

Asimismo, en los Ultimos afios se han suscitado epidemias virales extremadamente
peligrosas por la agresividad de las infecciones y sus altas tasas de mortalidad, como es el
caso de las epidemias de EBOV y DENV. Ante estas emergencias sanitarias y la inexistencia
de vacunas preventivas o terapéuticas, se han desarrollado modelos vacunales mediante
técnicas de vacunologia reversa basadas en VLPs con excelentes resultados (Hoenen and
Groseth (eds.), 2017; Lazaro-Frias et al., 2018; Metz et al., 2018; Ren et al., 2018; Reynard
and Mateo, 2017; Tripathi et al., 2015).

En conclusidn, se han reportado numerosos casos exitosos y se siguen describiendo
nuevas aplicaciones a las VLPs, siendo el uso de VLPs como plataformas vacunales, el

campo mas prometedor en la medicina preventiva durante el siglo XXI.
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