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Introduccion. En la actualidad no existe una vacuna
disponible contra el virus dengue. La proteina de
envoltura (E) es el blanco antigénico mas importante de
la respuesta inmune contra el virus dengue, ya que es la
proteina més expuesta en la superficie del virus maduro.
La glicoproteina E consiste de tres dominios (I, Il, Il
estructural y funcionalmente distintos. Se ha demostrado
que el uso del dominio Ill es capaz de inducir anticuerpos
neutralizantes protectores (1). Sin embargo, su empleo
ha dado una baja respuesta, con requerimientos de un
mayor numero de dosis y fuertes adyuvantes. Para
mejorar la respuesta inmune, en este trabajo se propone
de manera novedosa el empleo de un anticuerpo dirigido
contra el receptor DEC-205 de las células dendriticas. El
receptor endocitico DEC-205 estd involucrado
directamente en la captura, procesamiento Yy
presentacion de antigenos (2).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad
inmunogénica de la fusion scFv anti DEC205 con el
dominio Il del virus dengue obtenido en plantas.

Metodologia. Se ensamblaron los cassettes de
expresién con las fusiones scFv antiDEC205 con el
dominio Il de la proteina E en el vector pICH31070. Se
transformaron cepas de Agrobacterium tumefaciens con
los vectores de expresion. Por ensayos de expresion
transitoria en plantas de N. benthamiana se obtuvieron
las proteinas recombinantes. El andlisis de la expresion
de las proteinas se realizd por SDS-PAGE y western blot,
La purificacion de las proteinas se realiz6 por geles
preparativos. Se inmunizaron ratones BALB/c con dosis
de 10-25 ug de proteina recombinante con 2
inmunizaciones. La deteccion de anticuerpos especificos
se llevo a cabo mediante ELISA indirecta y ELISA de
captura. Por ensayos de reduccion de placas al 50%
(PRNTsp) se determind la presencia de anticuerpos
neutralizantes.

Resultados. Las proteinas recombinantes se expresaron
de manera exitosa en plantas de N. benthamiana. Se
obtuvieron las  proteinas  recombinantes  scFv
antiDEC205-Elll (48 KDa) y scFv antiDEC205-ollas (28
KDa) como control. Los sueros de los ratones
inmunizados con la proteina scFv antiDEC205-ElIl fueron
capaces de reconocer al virus dengue en su forma
nativa, asi como a la proteina E completa.

Fig. 1. Modelacion de la proteina scFv antiDEC205-Elll y andlisis de su
expresion en plantas de N. benthamiana.

Las proteinas recombinantes también pudieron reconocer
sueros de pacientes infectados con el virus dengue. En
ensayos de neutralizacion del virus dengue por reduccion
de placas, los ratones inmunizados con las proteinas
recombinantes mostraron una mayor capacidad de
neutralizacién del virus.
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Fig. 2. Ensayos PRNT con sueros de ratones inmunizados con
proteinas recombinantes contra el DENV-2.

Conclusiones. Esta es la primera vez que se reporta
una fusion de un anticuerpo scFv anti DEC-205 con un
antigeno del virus dengue en plantas con alta
inmunogenicidad y capacidad protectora. La aplicacion
de dosis pequefas y tan sélo dos inmunizaciones generé
una respuesta inmune prolongada y de memoria frente al
virus dengue sin requerir la adicion de adyuvantes.
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