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Semliki Forest Virus: unvectorviral con multiples aplicaciones
Luis FeLipe Henao, BioLt2, FasliAN CorTEs, Bact?3, Maria CrisTiNna Navas24, M.Sc., D.Sc.

RESUMEN

Sehanutilizadolosalfaviruscomo vectoresde expresion, entreestosseencuentrael Semliki Forestvirus(SFV), queesunvirus
envuelto, el cual, ademasdereplicarse en el citoplasma, tienela propiedad de expresar por separado |as proteinas estructurales de
lasno estructurales, permitiendo un mayor control delaexpresion. Losvectores derivadosdel SFV pueden tener unagamaamplia
deaplicaciones. Sepueden obtener altostitul osviralesparalaexpresion eficientede proteinasen diferenteslineascel ulares. Pueden
infectar un espectro amplio de células de mamiferos, asi como de tejidos. Son prometedores para ser usados en laterapiagénica
como vehiculos para el envio de genes especificos in vivo o invitro, tanto en la terapia contra el cancer como en la neuronal,
especialmente cuando solo sea necesaria una expresion acorto plazo. Sus aplicaciones en la produccion de vacunas profilacticas
0 terapéuticas, es otro aspecto estudiado; se ha demostrado la generacion de respuestas inmunes importantes contra diferentes
enfermedadesviralesy tumorales. El desarrollo de nuevos vectores no citopéticos, de otros regulados por temperatura, asi como
también de otros con replicacion persistente; permitiran la prolongacion de la expresion. Debido a estas nuevas ventgjasy alas
yaconocidas, gradual mente se podrian ampliar losusos paralos vectoresderivadosdel SFV amedidaque se controlen susefectos
no deseados.

Palabras clave: Virus delos bosques de Semliki; Transduccion genética; Expresion génica.
Semliki Forest Virus: aviral vector with multiple applications
SUMMARY

Recently, Alphavirus have been used as expression vectors, among these, Semliki Forest virus (SFV), an enveloped virus,
besides replicating itself in the cytoplasm, has the property to express structural proteins separately from nonstructural proteins,
allowing a greater expression control. Vectors derived from SFV can have abroad range of applications. High viral titers can be
obtainedtoefficiently expressproteinsindifferent cell lines. They caninfect awide spectrum of mammalian cells, aswell astissues.
They are promising to be used on genetherapy asvehiclesfor specific genedelivery invivo or invitro, asmuch asin therapy against
cancer as neurona therapy, especially when a short term expression is necessary. Another studied aspect is SFV vectors
applications in prophylactic or therapeutic vaccine production; the generation of important immune responses against different
viral and tumor diseases s still been discussed. Development of new non-cytopathic vectors, temperature-regulated vectors, as
well asotherswith persistent replication, will alow prolongation of expression. Dueto these new advantagesand to othersalready
known, uses for vectors derived from SFV could be extended gradually, aslong as undesired effects are controlled.

Keywords: Semliki forest virus; Transduction genetic; Gene expression.

El uso de vectores para la produccion de proteinas  de expresion. Los virus recombinantes son la herramienta
heter6logas se conoce como sistemas de expreson. La  més eficiente para la produccion de proteinas en células
expresion génica en cultivos de céulas de mamiferos estd  eucariotessuperiores. L oss stemasvira esdisponiblesanivel
limitadapor |apobreeficienciaenlatransfeccion,unlimitado  comercia oendesarrolloparainvestigaci onesbiomédicasse
rangodecélulashospederas,y lacompleidaddelossistemas  basan principa mente en los adenovirus (AV), virus adeno
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Cuadro1
Propiedades delas proteinas del SFV

Proteinas del SFV Tamafio (aa)

Descripcién/Funcién

No estructurales

nsP1 537 Metil transferasa (cap), sefial iniciacion ARN(-)
nsP2 798 Autoproteasa, sefial de empaquetamiento, actividad
citopatica
nsP3 482 Fosfoproteina, funcion desconocida, ¢neurovirulencia?
nsP4 614 Actividad ARN polimerasa
Estructurales
Capside 267 Nucleocapside, autoproteasa
El 438 Glicoproteina espicular. Fusion de proteinas de membranas
P62 482 Precursor de E2/E3
E3 64 Porcion N terminal de p62. Media formacion complejo
espicular
E2 418 Glicoproteina espicular. Antigeno mayor reconocimiento
receptor
6K 60 Asociada a membrana. Sequencia sefial para E1. Posible-
mente media ensamblaje, gemacién
5 3"
Cap={ ¢ nsP2 nsP3 | nsP4 " c |es| g2 |ek| g1 [POyA
| - L |
Fromotor 265 pEQ

Figura 1. Organizacion gendmica del SFV

asociados(VAA), retrovirus(RV), lentivirus(L V), herpesvirus
(HV)yvacciniavirus(VV),loscuaespermitenlaexpresion
heter6logaen cdulas de mamiferos, y losbaculovirus (BV)
en cdulas de insectos. Estos sistemas tienen ventgjas y
limitaciones, d tiempo de expresion, el tipo celular que
infectan, el riesgo de bioseguridad®®.

L osalfavirushan emergido como unaherramientaditil
enlaproduccionrapiday eficientedeproteinasheterdlogas.
El género Alfavirus pertenece a la familia Togaviridae,
estos virus se replican tanto en células de vertebrados
comodeinvertebrados. El virusSindbisy e Semliki Forest
Virus (SFV, de sus siglas en inglés; el virus del bosque
Semliki, de su traduccion a espariol) son ampliamente
conocidos como model os de estudios anivel de biologia
molecular y celular. Ambos han sido considerados como
excelentessi stemasdeexpres éndebidoaquesusgenomas
seautoamplificany solorequierendelamaquinariatraduc-
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cional del hospedero parareplicarse®.

En estarevision se describen ampliamente las propie-
dadesdeunvector viral poco conocido en Colombiaque
puede tener importantes aplicaciones médicas a corto o
mediano plazo. Se pretende hacer unarevision enlacual
se presentan tanto | os posi bl es beneficios como los posi-
bles problemas del uso del SFV paralasalud humana.

BIOLOGIA MOLECULAR Y CICLO
REPLICATIVO DEL SFV

El SFV esunvirusenvueltodeuntamaiiode 70nm. Su
genoma consta de ARN de cadena simple con polaridad
positiva (ARN+) de aproximadamente 11.5 kilobases,
codificapara9 proteinas, 4 no estructurales (nsP1-4) y 5
estructurales (Cdpside, p62[E3,E2], 6K, E1) (Figural),y
esautoamplificable(sereplicay transcribesinlaayudade
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Figura 2. Replicacién del genoma del SFV

proteinas celulares). En el Cuadro 1 sedescriben las pro-
piedades de |as proteinas del SFV”.

La particula viral madura del SFV contiene una sola
copiadeARN enunacépsideicosahédrica(nucl eocdpside)
formadapor 240 proteinasdelacapside (C), rodeadapor
una bicapa lipidica (envoltura) que contiene 80 hetero-
trimerosdelasglicoproteinasE1, E2y E3 (espiculas)?, se
adhiere alasuperficie celular por medio de las proteinas
delaespicula(E2), penetrandolacélulapor unprocesode
endocitosis dependiente de receptor. La fusion de la
envolturaviral y lamembranaendosomal, mediadapor E1,
permite laliberacion de lanucleocdpside, que es descap-
sidada, conlaposterior salidadel genomaviral a citoplas-
macelular®.

En el citoplasma, el ARN gendémico del SFV sirve
inicialmente como ARNm. Después, se traducen los dos
tercios5’ del ARN viral aunapoliproteina, que luego es
cortada en 4 proteinas no estructurales que forman el
complejoreplicasareguerido paralareplicaciondel ARN.
El complejoinicialareplicacion de cadenascompletasde
ARN con polaridad negativa(ARN-) en el extremo 3’ del

ARN gendmico, las cuales en € curso de la infeccion
generan multiples copias de ARN+ gendmico (42S). Las
cadenas negativas también sirven como molde para la
sintesisdeun ARN subgenomico (26S), que corresponde
al ultimo tercio del genomay que codifica las proteinas
estructural es, graciasal reconocimientodel promotor 26S
inmediatamente anterior a los genes estructurales (pro-
motor 26S). Estaregion subgendmicaestraducidaauna
poliproteinaprecursoraqueescortadacotraduccional mente
por lafuncion autoproteasadelaC, generandolaproteina
delaCy el complgjo delas glicoproteinas de la espicula
(p62, 6K, E1). Laproteinade laC reconoce una sefial de
encapsidacion que esté en la region codificadora para
nsP2y junto con el ARN+ compl eto constituyelanucleo-
cépside, mientrasqueel compl ejo espicular estransl ocado
cotraduccionalmente al reticulo endoplasmético rugoso
(ER) vy las glicoproteinas son dirigidas a la membrana
plasmética (MP) através del complejo de Golgi, donde
p62 es cortada a su formamaduraE2 y E3. EnlaMP se
da el proceso de gemacion que es necesario para que el

virusadquieralabicapalipidica, formandoselaparticula
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Figura 3. Mapa del clon infeccioso pSFV4, plasmidos pSFV1-3y pSFV-helper

viral infecciosa que sale a medio extracelular®
(Figura2).

SISTEMAS DE EXPRESION DERIVADOS
DEL SFV

El sistema original de expresion del SFV utiliza un
plasmido en el que el promotor bacteriofago SP6 se
encuentra corriente arribadel ADN copia (ADNCc, sinte-
tizadoapartir del ARNm) del genomadel SFV, conel que
seconstruy0 el plasmido pSFV 4, quesirve paraproducir
transcritos completos para replicacion en células anima:
les’ (Figura 3).

Para la produccion de proteinas heterélogas, e SFV
utiliza dos plésmidos subclonados a partir del ADNc del
genomadel SFV . El primeroesel vector replicén, pSFV 1-
3, en el cual un gen heterdlogo (insertado en un sitio de
policlonacion) reemplaza la secuencia que codifica las
proteinasestructuralesviral es, pero conservael promotor
subgendmico 26S que permite una ata expresion de la
proteina heterdloga. Paralaproduccién de las particulas
recombinantes, el vector replicon estranscrito invitro a
&cido ribonucleico (ARN) y luego cotransfectado por
electroporacion o lipofeccion en células de mamiferosin
vitro con el transcrito correspondiente al vector helper
(pSFV-helper), que proporciona las secuencias de las
proteinas estructural esentransal vector replicdn, aunque
carece de la secuencia que codifica las proteinas no
estructuralesnecesariasparalareplicacionviral, dondees
amplificado. Segeneran grandescantidadesdelaproteina
requerida a partir de la region subgendmica, hasta un
mill6n de copias por ciclo. Las particul as que se generan
invivo contienen un genomadef ectuoso (sélo contieneel
ARN replicon) y aunque son capaces de replicarse, no
producen particulasdenovo, garanti zando labi oseguridad
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del sistema. Cuando tal es particul as recombinantes (par-
ticulas suicidas) se usan paratransducir célulasanimales,
soloel complejodereplicaciony laproteinaheterdlogason
expresados’ (Figura4).

Sedesarrollaron varias estrategias paraevitar laposi-
ble formacion de particulas virales silvestres durante €l
empaquetamiento, debido alarecombinaciénentrelosdos
tiposde ARN o a co-empaguetamiento: vectores hel per
(pPSFV -hel per-2) con mutacionespuntual esen p62, permi-
tiendolaobtencién departicul ascon capacidadinfecciosa
limitada; el empaguetamiento de ARN recombinantedel
SFV esun sistema de dos ARN helper, uno que expresa
la proteina de la cépside (pSFV-helper-C) y otro que
expresalas glicoproteinas virales (pSFV -hel per-E) 3 (Fi-
gura 5), e cual luego fue modifcado para lograr altos
nivelesdeexpresion delasglicoproteinasvirales(simila-
resalosdelacgpside), seintrodujo la secuencia «Cenh»
antesdep62y lasecuenciaquecodificalaproteasa?A del
virus de lafiebre aftosa (FMDV, de sus siglas en inglés)
entreéstas, paragenerar unsitio proteolitico, dandoorigen
alos plasmidos pSFV-hel per-S&.

Otra edtrategia disefiada con € fin de mgorar la esta
bilidad genética del vector y evitar la sintesis de particulas
viraesslvestresfuelaclonacion deun gen heterdlogo en el
plésmido quecontienelosgenesdd compleoderepli-cacion
sin la posterior co-transfeccion del vector «helper». Una
limitante de esta estrategiafue lograr laexpresi6n sostenida
del gen deinterés, parata efecto EGFP fue insertado entre
losgenesnsP3y nsP4, y flanqueado por duplicacionesdd sitio
de reconocimiento de la proteasansP2 (launion nsP3/4), y
aunquelareplicacion fue menoseficiente comparado con el
virus slvestre, hubo cambios menores en € fenotipo y
aumentoenlaestabilidad genéticadd genreportero, luegode
varios pases en € modelo in vivo™,

Avances en € desarrollo de vectores basados en €
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Figura 4. Sistema de expresiéon del SFV. Representacion esquematica de la formacion
departiculasrecombinantes suicidas
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Figura 5. Representacidon esquematica de los vectores replicén y helper del sistema de expresion con
dos helper. El circulo negro alaizquierda de cada ARN representa el CAP,
PSindicael promotor subgendmico 26S

V. Aunque los vectores basados en e SFV tienen una
amplia gama de aplicaciones, tienen caracteristicas, que
hastacierto punto, limitansuuso. L osnive esextremadamen-
teatosdeexpresion génicaobtenidosapartir devectoresdel
SFV, no son comparablescon losnivel esfisiol 6gicos®™.

La alta toxicidad de los vectores para las céulas
hospederaspuede, deciertomodo, limitar laexpresionde
proteinasreporterasdebido alaapoptosisinducidapor la

replicacion viral. Este efecto limitalos estudios sobre la
cinéticadeexpresiony lasviasdetransduccion de sefial .
Por esta razon, se han desarrollado novedosos vectores
menoscitotdxicoscon ataexpresion génica, basadosenel
SFV, comoel SFV(PD), al queseleindujeron mutaciones
en nsP2'>%,. También se ha disefiado un vector no cito-
patico con tres mutaciones puntuales en nsP2, el
SFV(PDE,,), que ha demostrado tener un fenotipo sen-
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Figura 6. Diferencias entre el plasmido pSFV-LacZ
(transcripcidninvitro, promotor de SP6),y el plasmido
pSCADb (transcripcionin vivo,promotorde CMV, pA),
el cual se derivé del pSFV-LacZ. pA: sefial de
poliadenilacién de SV40.

sible alatemperatura en células BHK y neuronas, en las
gue a una temperatura de 31°C induce niveles altos de
expresion de proteinas. Este vector puede ser Util para
aplicaciones en neurobiologia, porque in vivo a mayor

temperatura infecta preferentemente interneuronas y a
menor temperaturacél ulaspiramidal es, enlasquenormal -

mente generaexpresion génicael vector silvestre, permi-

tiendo abordar temascomo €l control delaactividad dela
red neuronal por medio delaactividad interneuronal ™.

Otracaracteristicadelos vectores del SFV, lanatura-
leza transitoria de la expresién, es un impedimento si se
deseaunaexpresion duradera®. Se obtuvo un vector con
unamutacion puntual ennsP2, mediantelatransfecciénde
células BHK con replicones del SFV con mutaciones al
azar en los genes no estructurales, que permitia una
expresion més prolongada. Este vector se caracterizd por
unareplicacion persistentey unamuy bajacitotoxicidad,
puede ser de particular interésparaprolongar estudiosde
expresioninvivo anivel neuronal®. Losvectoresbasados
en Alfavirus generalmente muestran una marcada prefe-
rencia por infectar neuronas.

Para evitar la etgpade latranscipcion invitro, lacud es
costosay requi eredecondi cionesespeci alesparasumanego,
sehan disefiado vectoresde ADN que permitenlatranscrip-
cion in vivo (ADN/ARN) llamados pSCA. Se reemplaza gl
promotor SP6 por e enhancer/promotor inmediatamente
temprano del citomegalovirus (CMV), dependiente de la
ARN polimerasall, € cua vaaconducir latranscripcionin
vivo apartir del ADNc del vector® (Figura 6).
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APLICACIONES DEL SFV

El ampliorangodehospederos, lainfeccioneficientede
célulaseucariotes, indispensable paralasmodificaciones
postraduccionaesdelaproteinadeinterésy lacapacidad
para producir un ato nivel de proteinas, utilizando la
maguinaria celular casi que exclusivamente para este
proposito, hacen del SFV un vector muy eficiente; ade-
maés, tiene otras ventajas como lareplicacion del ARN en
el citoplasma, unarelativaaltacapacidad de clonacion (4-
7kb)y efecto citopéticotardio (72-96 horas), por loquese
utilizaparalaexpresion de diversas proteinas, nucleares,
citoplasméticas, de membranay secretadas, en diversos
estudiosdebiologiamolecul ar eincluso enlaproduccién
comercial de diferentes productos génicos; los vectores
del SFV también se han comenzado a usar para el desa-
rrollo de vacunas y para la terapia génica®>%,

Expresion de proteinas recombinantes. En el Gltimo
decenio se han utilizado para expresar de manera eficaz
diferentesproteinasdemamiferos, permitiendolaproduc-
cion de numerosos receptores funcionales® y la adapta-
cion de latecnologia del SFV en cultivos de células en
suspension; hafacilitado laproduccion de grandes canti-
dades de receptores para posibles usos en la generacién
de medicamentos™#. Por medio de vectores del SFV
también se han expresado, muchas veces de manera
eficaz y funcional, diferentes proteinasviral es?#. Henao
et al.? usd el sistemade expresiondel SFV paraexpresar
demaneraeficaz proteinas heterdlogas, como laproteina
verdefluorescente (GFP), enlalineade hepatomahuma-
no HepG2. También se han realizado ensayos para la
expresiondelaproteinaCoredel virusdelahepatitisC; sin
embargo, se observo en los diferentes ensayos una dife-
rencia marcada en €l nivel de expresion de esta proteina
viral comparado con €l nivel de expresion de GFP. Estan
en curso estudiosadicional esparadeterminar si unefecto
toxico estaimplicado en labagjaeficienciadel sistemade
expresion parala proteina Core del VHC.

El usodel SFV permiteestudiar laspropiedadesdepro-
teinas implicadas en mecanismos de patogénesis. Y epes
et al.%, utilizando el SFV paralaexpresion transitoriade
laproteinaCore del VHC en célulasHepG2, logro deter-
minar cambios en laexpresion diferencial de ARN men-
sgjero en células transducidas vs. no transducidas.

Por otra parte, la transferencia de genes a tejido
nervioso es una poderosa herramienta para andizar la
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Cuadro 2
Aplicaciones del SFVenterapiagénica

Vacunasdirigidas atumores

ARN desnudo 32,56
ADN/particulas 33,34,35,37
Células dendriticas pulsadas 36,38
Envio especifico de genesinvivo 40

Lineas celulares de tumores 31

Modelostumorales

Ratén/melanoma B16 33
Ratén/varios modelos tumorales 34
Ratén/adenocarcinoma de colon 35

Raton/carcinoma de pulmén humano 30

funciondeciertasproteinasen el sistemanervioso central.
El SFV induce una expresion transgénica rgpida en
neuronas con un alto nivel de expresion?®.

Aplicaciones en terapia génica. Son llamativas las
posiblesaplicacionesdel SFV enterapiacontrael cancer,
pues se havisto que puedeinducir apoptosisen lineasde
gliomay gliosarcomade rata® y en lineas de tumores de
préstata humana®. Se ha demostrado que la preinmuni-
zacioncon ARN deunreplicon del SFV comounmodelo
deantigeno tumoral, pudo proteger ratones contrael reto
tumoral o inducir lareduccion de tumores®. Incluso, en
varios estudios en que seinvestigd laeficaciaterapéutica
antitumoral del SFV, seencontrd que en ratones vacuna-
doscon particul asrecombinantesdel SFV parael antigeno
tumoral P815A (rSFV/E-P1A) o paralassubunidadesp40
y p35 de IL-12 (rSFV/IL12) se indujo la regresion de
tumores, con el efecto restringido alazonadel tumor®*,
ademés de lainhibicion de la metastasis en ratones con
carcinogénesis avanzada® y se planea usar vectores del
SFV que expresan IL-12 encapsulados en liposomas en
ensayos clinicos (Fase | y Il) para € tratamiento de
diferentes tumores. También se usan células dendriticas
pulsadas con IL-18 unidaa SFV elL-12 contraratones
B16 para generar respuestas inmunoldgicas antitu-
moral es®.

Los vectores del SFV se usan ademas en estrategias
de inmunizacién en contra del cancer cervical, que esta
asociado conel virusde papilomahumano (V PH), usando
constructos con los oncogenes E6 y E7 del VPH en
ratones, generando fuertes respuestas inmunesy efectos
antitumoral es importantes®”. Un constructo de ADN ba-
sadoenel SFV quecodificaparalaproteinadefusion E7-
BCL-xL al ser transfectado en células dendriticasinduce
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inmunidad antitumoral especificadeantigeno®.

L osensayosinvivo demuestran quel osvectoresbasados
en d SFV inducen una respuesta efectiva en modelos
antitumorales, sin efectos colaterales detectables™.

Latransferenciade genespor medio devectoresvirales,
también se usa para inhibir efectos nocivos en lesiones
vasculares. Previamentesehabiainformado delaespecifici-
dad invitro deunvector basadoenel SFV por lascélulasno
endotelidesanivel cardiovasculart. Se demostro la capaci-
dad de un vector recombinante del SFV paratransferir de
manera selectivagenesin vivo acélulas de aortade ratacon
lesionesvascul ares, por medio desitiosde union especificos
paradl SFV enlascé ulasdel tejidodafiado, demostrandoque
este vector puede redlizar unainfeccion en células especifi-
casen un mismo tipo detejido®.

Una aplicacion de especia interés es el uso potencial
del SFV en € tratamiento de desordenes del sistema
nervioso central (SNC) dado su marcado neurotropismo.
L aesclerosismultiple esunaenfermedad autoinmunedel
SNC ampliamenteestudiadaen model osmurinos. Recien-
temente, y medianteel usodeuncloninfecciosoavirulento
que portaba el gen TGF-31, se logro la replicacion del
vector en e SNC de animales de experimentacion y la
expresion local de TGF-[31, llevando aladisminucién del
proceso patogeénico. Estos resultados soportan la utiliza-
ciondel SFV enlainmunomodul acion deprocesosinflama-
torios autoinmunes del SNC*.

Estudioscomparativosconvectoresdeadenovirus, sugie-
renconsiderar al SFV comounvector dternativoparapoten-
cides estudios en terapia génica, ya que la cinética de
expresion fue mas eficiente y con un nivel de citotoxicidad
Smilart®,

Diferentes caracteristicas de los vectores del SFV,
como el que no se integren al ADN cromosémico, los
hacen unaherramientapromisoriapararespuestasinmu-
nes seguras contratumores, lo que podriafacilitar latera-
pia génica contra el cancer®.

En el Cuadro 2 secitan estudios sobrelasaplicaciones
del SFV en terapia génica.

Produccion de vacunas. Los vectores basados en el
SFV se han considerado como candidatos potenciales
paralageneraciondevacunas. Lainoculacionintravenosa
de particul as recombinantes del SFV o de ARN desnudo
(implicamayor bioseguridad por larapidadegradacionde
éste) o vectores de ADN (inducen un mayor nivel en la
respuesta inmune, por su ato nivel de replicacion y de
expresion deproteinas, comparadoscon losplésmidosde
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Cuadro 3
Estudiosdeinmunizaciénconvectores del SFV
Formato delvector Antigeno Modelo animal Respuestainmune Reto Referencia

Particulas env, gag, pol, nef, rev VIS Primate Humoral/celular Si 25
Particulas (VAM, Gag, pol, tat, rev, env, nef Primate Celular
ADN) VIS Si 53
Particulas Pr56(gag) VIS/gp120VIH Primate Humoral/celular Si 50
Particulas gp160VIH Primate Humoral Si 49
Particulas VIH clada A Ratén Celular No 51
Particulas VIH clada C Raton Celular/humoral No 52
Particulas PrME/NS1LIV Raton Humoral/celular Si 47
Particulas PrM/EVEVM Ratén Humoral Si 48
Particulas HA/NP Influenza Raton Humoral/celular Si 45
ARN NP Influenza Raton Humoral/celular Si 46
Particulas NS3 VHC Ratén Celular No 55
Particulas NS3 VHC Primate Celular No 57
(Refuerzo AV)

VIS: virus de inmunodeficiencia simia. VAM: virus Vaccinia cepa Ankara modificado. VIH: virus de inmunodeficiencia humana.
LIV: Louping ill virus. VEVM: virus de la encefalitis del Valle Murray. VHC: virus de la hepatitis C.

ADN convencional) o particulas virales que expresaban
antigenosdediferentesviruscomo el delainfluenzao de
flavivirus, [levaron aunos niveles altosy especificos de
respuestainmuney/oalaproteccion contrael retoviral en
ratonesy chimpancés™. Endiferentesestudios, macacos
inmunizados fueron protegidos contra retos letales con
cepasvirulentasderetrovirus, demostrando disminucion
delacargavira y generando respuestasinmunes; aunque
nofueron protegidoscontralainfeccionviral, si sedemos-
trélaexitosainfeccion conlosSFV srecombinantespor la
inducciondeanti cuerposespecificoso por laactivacionde
células Th especificas luego de la inmunizacion con
SFV%4%2 Recientemente, se usaron en estrategias de
vacunacion con multiples vectores contraretrovirus®.
Otralineadeimportanciaen lageneracion devacunas
basadas en &cidos nucleicos es €l virus de la hepatitis C
(VHC). Como las terapias existentes tienen beneficios
limitadosy son costosas, el desarrollo deunavacunapara
el VHC representa una prioridad®. En varios estudios se
obtuvieronrespuestasinmunescel ul aresespecificascon-
tralaproteinano estructural 3 (NS3) del VHC despuésde
lainmunizacion con diferentes vectores recombinantes
del SFV, conel proposito degenerar vacunasterapéuticas
con inmunégenos del virus (NS3)*%, aunque no fue
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suficienteel usodel SFV paragenerar respuestasinmunes
robustas en macacos a menos que la vacunacion fuera
reforzada con vectores de adenovirus®™. Por otro lado, se
ha puesto en duda la capacidad de induccion de una
respuesta inmune especifica contra las proteinas Core y
E2 del VHC utilizando particul as recombinantesy vacu-
nasdeADN derivadasdel SFV, enunestudioenel queno
se obtuvo unarespuesta detectabl e de anticuerpos contra
estos antigenos®.

Aunque resultados preliminares en ratones y pollos
indican que la persistencia de las vacunas basadas en
particulasdel SFV esde menosde 7 diasy su dispersion
esmuy limitadaapartir del sitio deinoculaciéon, vacunas
basadas en ADN demostraron persistencia alargo plazo
y unadispersionrépiday generalizada®, perolautilidad del
SFV como medio devacunacion puede versedisminuida
por los efectos citotdxicos que alin se presentan en los
model os murinos en | os que se ha probado®.

Enel Cuadro 3 secitanlosestudios deinmunizacionde
animales con vectores del SFV.

Otras aplicaciones. Los vectores del SFV pueden
tener aplicacionesen enfermedades degenerativas, como
la de Creutzfeldt-Jakobs, el sindrome Gerstmann-
Straussler-Scheinker y el insomniofatal familiar, lascua-
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les son causadas por priones; con vectores de ARN y
ADN y particulas recombinantes del SFV se han genera-
do anticuerpos contra estos®.

De otraparte, ratones que sobreviven alainfeccion con
lacepaavirulentadel SFV, presentandesmielinacioncausada
por el virus. Lainfeccionexperimental deratonesconlacepa
avirulentadel SFV, ha permitido su uso como modelo de
enfermedades desmielinantes en humanos tales como la
esclerosis multiple, observandose ciertaimportanciade las
células Thl en lainmunidad protectora®.

Otraaplicacionimportante, puedeser lageneracionde
lineas celulares diagndsticas que se puedan utilizar para
agilizar el tiempo de deteccion de virus en muestras cli-
nicas. Tal acercamiento yase hahecho conrepliconesdel
virus Sindbiscuyaexpresion esreguladapor promotores
del herpesvirus (HV), por lo que el replicdn sdlo expresa
proteina reportera en respuesta alainfeccion de lalinea
celular con el HV®, Aprovechando €l rapido sistema de
expresiondel SFV sepodrianproducir grandescantidades
de proteina reportera, que es facilmente cuantificada y
comparada con un estandar de referencia. Estas lineas
tambi én podrian ser (tilesparadeterminar lostitulosdelas
preparaciones de particulas viraes, lo que facilitaria la
comercializacion de este tipo de vectores virales.

CONCLUSIONES

Los vectores basados en el SFV tienen a su favor la
produccién de virus de unamanerafacil y abundante, el
rango dehospederosy el envio degenes. Sinembargo, en
su forma actual muestran un claro patron de expresion
transitorio. Lanaturalezatransitoriadelaexpresiongénica
mediadapor el SFV sehaconsideradoamenudo comouna
desventgja. Es necesario analizar si 10s nuevos vectores
con replicacion persistente pueden extender sustancial-
mente laduracién delaexpresiony permitir el uso delos
vectores para una expresion persistente. Pero la expre-
sidntransitoriapuede ser ventajosaen ciertas &reas como
laterapiagénica, donde unaexpresion cortaes suficiente
y adecuada, |0 que unido asu capacidad parainfectar de
formaespecificaneuronasy otrascélulasinvivo lo hacen
atractivo paraestas aplicaciones. Ademés, laadministra-
ciondel vector enlaformade ARN desnudo conunavida
mediarel ativamente cortay sin capacidad deintegracion
cromosomi caaumentaconsi derablementelabioseguridad
del vector. El SFV se usa extensivamente para generar
fuertes respuestas inmunes en animales, y aunque estan
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por discutirselosresultadosdeestudiosqueindicanqueno
Se generan respuestas inmunogénicas contra el SFV
después de repetidas dosis, su uso potencial para la
producciéndevacunaspodriacentraseanivel antitumoral .
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