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Resumen

El virus de la fiebre aftosa produce una de las enfermedades mas temidas del
ganado debido a su amplia distribucion geografica y a su naturaleza altamente
contagiosa.

La vacuna utilizada actualmente es polivalente y con virus inactivado. Las
investigaciones relativas a la produccion de vacunas antiaftosas estan dirigidas
hacia la obtencién de vacunas de elaboracion mas facil y econémica y que
eviten la manipulacion de grandes cantidades de virus.

El uso de plantas transgénicas como sistema de expresion de antigenos
relevantes ha sido evaluado para la produccion de vacunas. El grupo de trabajo
de los autores ha trabajado con el virus de la fiebre aftosa como modelo para
evaluar la posibilidad de utilizar plantas transgénicas como sistema de
expresion de antigenos virales y para desarrollar vacunas experimentales.

El objetivo de este trabajo es mostrar los resultados del grupo en la expresién de

antigenos del virus de la fiebre aftosa en plantas transgénicas.
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Introduccion

El virus de la fiebre aftosa produce una de las
enfermedades mas temidas del ganado debido a su amplia
distribucion geografica y a su naturaleza altamente
contagiosa.

Actualmente no hay incidencia de la enfermedad en
Europa, América Central y del Norte, pero la fiebre aftosa
sigue siendo un grave problema en Sudamérica, Asia y
Africa. Argentina no ha presentado focos de la enfermedad
desde 2003, y tiene el estatus de pais libre de fiebre aftosa
con vacunacion. No obstante, existe un riesgo de
introduccion de virus infeccioso debido a la proximidad
geografica con zonas endémicas.

La infeccion por el virus de la fiebre aftosa induce una
respuesta celular y humoral en el hospedador, siendo el
elemento mas importante de la respuesta la produccion de

anticuerpos neutralizantes (AcN) especificos contra las
proteinas estructurales del virus.

La vacuna utilizada actualmente es polivalente y con virus
inactivado, y aunque ha demostrado ser una herramienta
eficaz para la prevencion de la enfermedad, su produccion
es costosa y de alto riesgo debido a la manipulacion de
cantidades masivas de virus infeccioso que puede resultar
en su diseminacion (5). Por ello, las investigaciones
relativas a la produccion de vacunas antiaftosas estan
dirigidas hacia el logro de vacunas de elaboracion mas
facil, economica y seguras.

Con ese fin, los autores han investigado el desarrollo de
métodos alternativos de produccion de vacunas antiaftosa,
utilizando plantas transgénicas como vectores.

Desde tiempos muy remotos se han utilizado las plantas
como fuente de compuestos medicinales que han sido de
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gran utilidad desde el punto de vista sanitario. No
obstante, nuevos desarrollos en biotecnologia han vuelto a
hacer pensar en las plantas como productos de utilidad
terapéutica o preventiva. El uso de plantas transgénicas
como sistema de expresion de antigenos relevantes ha sido
ampliamente evaluado, dada la posibilidad de utilizar
plantas modificadas genéticamente para la produccion de
vacunas (2, 6, 7, 16, 18, 23, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37,38, 39, 40). Se piensa que las vacunas a base de plantas
seran mas baratas y mas faciles de elaborar en grandes
cantidades. Estas vacunas se podrian producir en paises en
desarrollo sin necesidad de instalaciones sofisticadas y
costosas como las que se necesitan en la actualidad. Por
otra parte, estas vacunas eliminarian el riesgo de virus
contaminantes que conllevan las vacunas producidas en
lineas celulares de mamiferos, ya que los posibles virus de
plantas contaminantes no constituyen un peligro potencial
ni para el hombre ni para los animales. Adicionalmente, las
plantas transgénicas que expresen antigenos en sus tejidos
comestibles podrian ser usadas como sistemas de
produccion de vacunas orales a muy bajo costo (2, 16, 18,
23, 35, 36, 39).

La transferencia de genes a plantas se puede realizar por
métodos directos, vectores virales y vectores bacterianos.

Los métodos directos incluyen cocultivo con acido
desoxirribonucleico (ADN), electroporacion, biolistico,
microinyeccion, fibras de siliconas y siliconas.

Los virus vegetales son vectores atractivos para la
introduccion de genes en plantas. Su principal ventaja
radica en que estan evolutivamente adaptados para
expresar sus proteinas virales en la planta infectada. Se
pueden construir genes quiméricos fusionando un
fragmento de ADN que codifica para un epitope
determinado a un gen de la capside del virus de planta. El
virus recombinante se utiliza para infectar plantas de modo
que la replicacion y propagacion del mismo permiten la
expresion transitoria de la proteina quimérica. Las
particulas virales que expresan el epitope foraneo en su
superficie se purifican a partir de las plantas infectadas.

El sistema de transferencia de genes basado en la bacteria
Agrobacterium tumefaciens es el mas empleado para
introducir ADN foraneo en plantas. Durante la infeccion
por A. tumefaciens, un segmento de ADN llamado ADN de
transferencia (ADN-T) es transferido desde la bacteria a la
célula vegetal (Fig. 1) (42). El ADN-T contiene el gen de
interés asociado a secuencias regulatorias y un gen
marcador de seleccion que en general codifica para la
resistencia a un antibiotico.

La integracion del ADN-T en el cromosoma vegetal ocurre
por recombinacion ilegitima, siendo el sitio de integracion
azaroso. El gen de interés es, entonces, establemente
integrado en el cromosoma nuclear de modo que las
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plantas resultantes expresan el antigeno foraneo en todos o
algunos de los tejidos vegetales. Las plantas asi obtenidas
pueden ser utilizadas para la extraccion y purificacion del
antigeno o como alimento directo.

El grupo de los autores ha utilizado el virus de la fiebre
aftosa como modelo para evaluar la posibilidad de usar
plantas transgénicas como sistema de expresion de
antigenos virales y para el desarrollo de vacunas
experimentales.

El objetivo de este trabajo es mostrar los resultados
obtenidos en la expresion de antigenos del virus de la
fiebre aftosa en plantas transgénicas.

Evaluacion de la utilizacion de plantas
transgeénicas para la expresion de antigenos

Inicialmente se utilizo la proteina VP1 para evaluar la
posibilidad de usar plantas modificadas genéticamente
como fuente de produccion de antigenos. La proteina
estructural VP1 posee los epitopes responsables de la
induccion de anticuerpos neutralizantes (AN) y ha resultado
un inmunogeno efectivo al ser expresada en sistemas
procariotas y eucariotas (10, 15, 21, 41). Se ha demostrado
que la inmunizacion con VPl o péptidos sintéticos que
representan parte de su secuencia aminoacidica induce una
proteccion frente al desafio viral, tanto en el modelo murino
como en el hospedador natural (5).

El vector utilizado para la incorporacion de los genes
foraneos en el genoma vegetal (pROK-VP1) es un plasmido
binario que contiene el promotor 35S del virus del mosaico
de la coliflor (CaMV) para dirigir la expresion constitutiva
de los genes de interés. También contiene un marcador
seleccionable (nptll) el cual permite la seleccion de las
plantas transformadas en un medio que contiene
kanamicina. Tanto el gen viral como nptll se ubican en la
region del plasmido denominada ADN-T (Fig. 1).
Utilizamos el método de A. tumefaciens para transformar
plantas de Arabidopsis thaliana (especie modelo para la
generacion de plantas transgénicas), en papa y en alfalfa
(forrajera por excelencia para la obtencion de carne,
leche y lana).

En las tres especies estudiadas, se evaluo la presencia
de la proteina VPl recombinante por método
inmunoenzimatico (ELISA). Aproximadamente, el 10% de
las plantas de A. thaliana, 65% de papa y el 60% de las
plantas de alfalfa fueron claramente positivas. Estas plantas
se utilizaron para inmunizar ratones con extractos crudos
por la via parenteral. Todos los animales inmunizados
desarrollaron una fuerte y especifica respuesta inmune. El
efecto protectivo de la VP1 producida en plantas fue
evaluado mediante el desafio de los ratones inmunizados
con virus infeccioso. Los animales vacunados con las
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plantas que expresban la VP1 resultaron protegidos,
mientras que los controles inmunizados con plantas que
expresaban un gen no relacionado resultaron infectados
con virus de la fiebre aftosa (Cuadro 1).

Evaluacion de la utilizacion de plantas
transgénicas como inmundgenos orales

Muchos agentes infecciosos colonizan o invaden
membranas epiteliales; éstos incluyen bacterias y virus que
se transmiten en comida o agua contaminada o por
contacto sexual. Para ser efectivas contra estas infecciones,
las vacunas deberian estimular el sistema inmune de
mucosas a fin de producir inmunoglobulina A (IgA)
secretoria en superficies de mucosa tales como el epitelio
intestinal y respiratorio. En general, la respuesta inmune en
mucosa es mas efectiva cuando la inmunizacion se realiza
por via oral que parenteralmente. En comparacion con la
via intraperitoneal, la inmunizacion oral requiere una
mayor masa de antigeno para generar una respuesta
inmune. El reconocimiento del antigeno por las células M
es el primer paso para la induccion de una respuesta
inmune en mucosas. Estas células se ubican en tejidos
linfoides de las mucosas tales como las placas de Peyer. Asi,
las células M vehiculizan el antigeno a los tejidos
adyacentes donde las células presentadoras de antigeno
procesan y presentan el antigeno, activando, con ayuda de
las células T “helper”, a células B.

Los antigenos expresados en plantas tienen la ventaja de

sobrevivir al transporte a través del estomago, ya que la
pared celular de las células vegetales proporciona

Cuadro |
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proteccion frente a las secreciones gastricas. De modo que,
cuando esta barrera finalmente se rompe en el intestino, las
células gradualmente liberan el antigeno, el cual es captado
por las células M.

Estd bien documentado que las vacunas comestibles a base
de plantas inducen una respuesta inmune sistémica y de
mucosas (2, 13, 17, 18).

El grupo ha utilizado plantas de alfalfa que expresan la VP1
para evaluar su efectividad como inmunogeno oral. Es
importante destacar que, cuando se aliment¢ a ratones con
hojas frescas de dicha alfalfa, estos animales desarrollaron
una respuesta inmune sistémica al virus de la fiebre aftosa
la cual resulto protectora frente a la descarga con virus
infeccioso por la via parenteral, siendo ésta la primera vez
que un antigeno expresado en plantas, que no pertenece a
un microorganismo que habita el tracto digestivo, induce
proteccion en un modelo animal.

La eleccion de la especie vegetal para evaluar la produccion
de antigenos recombinantes constituye un punto critico
que se ha de evaluar, especialmente cuando se piensa en la
posibilidad de una vacuna de administracion oral. En este
sentido, la planta deberia poder comerse cruda para evitar
la desnaturalizacion del antigeno durante la coccion y
tener naturalmente un alto contenido proteico para
permitir un elevado nivel de expresion del transgen. En el
area veterinaria, las plantas forrajeras utilizadas para el
pastoreo constituyen un blanco optimo para desarrollar
vacunas animales a base de plantas transgénicas. En
particular, en Argentina, la alfalfa constituye una de las
principales fuentes de forraje para la obtencion de carne,

Evaluacion del efecto protectivo de los antigenos del virus de la fiebre aftosa producidos en plantas, mediante desafio de ratones

inmunizados con virus infeccioso

Planta utilizada para la inmunizacion y via de administracion ISN® Porcentaje de proteccion® Ref.
Arabidopsis thaliana— pROK VP1 (n = 14), i.p. ND 100 6
A. thaliana — pROK (n = 6), i.p. ND 0 6
Alfalfa — pROK VP1 (n = 20), i.p. ND 80 38
Alfalfa — pROK VP1 (n = 8), oral ND 75 38
Alfalfa — pROK (n = 6), i.p. ND 0 38
Alfalfa — pROK (n = 6), oral ND 0 38
Papa — pROK VP1 (n = 26), i.p. ND 87 7
Papa — pROK (n=10), i.p. ND 0 7
Alfalfa — pBI121VP-B-GUS (n = 10), i.p. 1,95+0,16 100 "
Alfalfa — pBI121 (n = 10), i.p. <11 0 "
Alfalfa — pROK P1.3C (planta A) (n = 13), i.p. 2,18 + 0,096 100

Alfalfa — pROK P1.3C (pool otras plantas) (n = 10), i.p. ND 90

Alfalfa — pROK (n = 10) <11 0

i.p. : via intraperitoneal

a) indice de seroneutralizacion. El titulo de anticuerpos neutralizantes se determing mediante el método de suero fijo-virus variable
b) Los ratones inmunizados fueron descargados con 10° DIRL (dosis infecciosa ratdn lactante) 50% de virus de la fiebre aftosa, cepa 01C, por la via i.p.
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leche y lana y ademas es un elemento fundamental para el
mantenimiento y recuperacion de la productividad de los
suelos. Es por ello que, luego de haber logrado resultados
positivos en las tres especies (A. thaliana, papa y alfalfa), el
grupo eligio a esta especie como sistema para la expresion
de genes de interés.

Optimizacion de los niveles de expresion

Uno de los principales problemas que posee este sistema
de expresion es que los niveles de proteina obtenida
en las plantas transgénicas son relativamente bajos,
lo cual hace dificil su generalizacion en una vacuna
de aplicabilidad real.

Una posible alternativa para solucionar dicho
inconveniente consiste en identificar a aquellos
individuos que presentan niveles excepcionalmente altos
de la proteina recombinante. Dado que la insercion
del transgen en el genoma vegetal ocurre al azar,
resultaba imprescindible desarrollar una metodologia que
permitiera evaluar un gran numero de individuos a fin
de seleccionar de modo sencillo y rapido aquéllos con
mayores niveles de expresion.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el
grupo desarrollé una metodologia que le permitio evaluar
un gran namero de individuos y seleccionar de un modo
facil y rapido aquéllos que presentan mayores niveles de
expresion de la proteina recombinante. Esta metodologia
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se baso en la expresion del gen de interés fusionado a un
gen reportero, codificante para la enzima B-glucuronidasa
(B-GUS), cuya presencia puede ser detectada
cuantitativamente por colorimetria. Utilizamos como
antigeno un péptido que comprende la zona mas
inmunogénica (residuos 135 a 160) de la proteina VP1 del
virus de la fiebre aftosa para generar la proteina de fusion
con la enzima B-GUS.

La secuencia nativa del gen fue adaptada al uso de codones
de plantas con el fin de optimizar la expresion del antigeno
de interés. El fragmento pl35-160 fue clonado en el
plasmido binario pBI121 (Clontech). El vector asi obtenido
(pBI121-p135-160-B-GUS) codifica para una proteina de
fusion que contiene en el extremo 5 el gen pl135-160
seguido por la secuencia completa del gen gusA (Fig. 1).

La introduccion de los transgenes se realizo mediante el
cocultivo de embriones y peciolos de alfalfa con
A. tumefaciens recombinante, obteniéndose 51 plantas
transformadas con pBI121-p135-160-B-GUS.

La seleccion de las plantas que presentan mayor nivel de
expresion de p135-160-B-GUS, se evalud por la actividad
de P-glucuronidasa en todas las plantas resistentes a
kanamicina. Se pudo observar una gran variedad en los
valores de actividad enzimatica entre los individuos
evaluados que van desde valores basicos hasta los maximos
niveles alcanzados (8% de los individuos) (Fig. 2). Esto se
debe a que la insercion del ADN-T en el genoma vegetal se
produce al azar y por lo tanto la expresion del transgen

N: plantas transformadas con un gen no relacionado
C: plantas transformadas con pBI121

Fig. 2
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Expresion de la proteina de fusion p135-160-3-GUS en alfalfa. Deteccion de la actividad 3-GUS en las plantas transgénicas

La actividad enziméatica de B-glucuronidasa (B-GUS) fue cuantificada mediante un ensayo fluorimétrico siguiendo el protocolo descrito por Dus Santos
y col. (11). Para ello, se maceraron 100 mg de hoja fresca en presencia de N, liquido y se resuspendi6 el macerado en buffer de extraccién GUS. Este
extracto, que contiene la enzima, se incub6 con el sustrato 4-metil-umbiliferil-B-D-glucurénido (MUG). La actividad enzimatica esta expresada como
nanomol de 4-metil-umbeliferone (MU) producido/min/mg de protefna total
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varia en cada planta. Aquellas plantas que presentaron los
mayores niveles de actividad enzimatica (plantas n° 5, 11,
12 y 29) fueron seleccionadas para analizar la expresion de
p135-160. En estas plantas se analizé por Western blot la
expresion del péptido pl35-160-f-GUS. Las plantas
n° 5y 29 presentaron los mayores niveles de acumulacion
de p135-160 (Fig. 3). Se estimo que la concentracion de
p135-160 expresada en la planta n° 5 fue de 0,5-1 mg/g de
proteina soluble total (PST). En esta planta también se
evaluo el patron de expresion de la proteina de fusion
mediante un ensayo histoquimico de actividad enzimatica.
La presencia de B-GUS pudo detectarse en los distintos
tejidos (Fig. 4).

Con el fin de estudiar la estabilidad del producto
expresado en alfalfa, se analizo la expresion de la proteina
de fusion en la planta n° 5 a lo largo del tiempo y en
diferentes plantas obtenidas por reproduccion vegetativa
de la misma. Todas las plantas fueron evaluadas mediante
el ensayo de actividad P-GUS. La expresion de
p135-160-B-GUS se mantuvo estable tanto a lo largo del
tiempo evaluado (26 meses), como en los 14 individuos
multiplicados vegetativamente.

La capacidad inmunogénica de p135-160 expresado como
proteina de fusion en plantas se evaludé inmunizando a
ratones con una vacuna formulada utilizando extracto
foliar de la planta n° 5. Se pudo observar que, luego de tres
inmunizaciones, todos los animales desarrollaron una
importante respuesta de anticuerpos, demostrado por su
reactividad en ELISA tanto frente a p135-160 como frente
a particulas virales completas y en Western blot utilizando
virus purificado como antigeno. Ademas y mas importante,
la inmunizacion indujo una respuesta de anticuerpos
neutralizantes que resulté completamente protectora frente
al desafio con virus infeccioso (Cuadro 1).

Expresion de estructuras virales

Hasta el momento, la mayoria de los antigenos expresados
en plantas transgénicas consisten en péptidos, proteinas
Unicas o estructuras muy simples. Sin embargo, la
produccion de antigenos vacunales en sistemas heterologos
requiere, en muchos casos, la expresion de estructuras
antigénicas complejas.

Los resultados obtenidos al expresar la proteina VP1 o un
péptido interno de la misma, nos llevaron a intentar
desarrollar en plantas de alfalfa transgénicas una vacuna de
aplicabilidad real.

En el caso del virus de la fiebre aftosa, una alternativa a las
vacunas convencionales es la preparacion de capsides
vacias que expresan y procesan la poliproteina precursora
en un sistema de expresion heterdlogo. Los resultados
obtenidos hasta ahora al expresar capsides vacias del virus
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Fig. 3

Expresion de la proteina de fusion p135-160-3-GUS en alfalfa.
Deteccion de p135-160-3-GUS en las plantas transgénicas
seleccionadas

Extractos de hoja fueron fraccionados por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y luego analizados por Western blot
utilizando un suero de ratén anti p135-160

de la fiebre aftosa en sistemas heterologos, con relacion a la
seguridad y conservacion de epitopes protectivos, las
convierten en antigenos candidatos para la formulacion de
vacunas (1, 3, 4, 8, 12, 20, 24, 25, 26, 27, 28). Sin
embargo, atin no se ha logrado un método de expresion
masiva de un inmunogeno eficaz que pueda ser utilizado a
campo, ya que los sistemas desarrollados hasta ahora
resultan costosos y poco aplicables a gran escala.

La construccion genética utilizada involucra la poliproteina
P1.2A (precursora de las cuatro proteinas estructurales del
virion), un fragmento de 2B (que funciona como
conector), 3B y la proteasa 3C (junto con unos pocos
aminoacidos de 3D). Se ha observado que la expresion de
P1.2A junto con 3C, en distintos sistemas de expresion, ha
permitido obtener capsides vacias conformacionalmente
correctas (1, 12). El fragmento de ADN que contiene los
genes necesarios para la formacion de capsides vacias fue
clonado en un vector binario (pROK), quedando su
transcripcion determinada por el promotor 35S (Fig. 1).
Las plantas de alfalfa transgénica se obtuvieron por el
meétodo de A. tumefaciens. Con estas plantas (que contienen
0,005-0,01% de PST) se inmunizaron ratones, quienes
luego de cuatro dosis, desarrollaron una respuesta inmune
especifica confirmada por ELISA contra el péptido p135-
160 y particulas virales completas.

Estos resultados permitieron seleccionar una planta
(denominada A) para continuar con el analisis antigénico e
inmunogénico del producto expresado en alfalfa. Se pudo
observar que ratones inmunizados con extractos de esta
planta desarrollaron anticuerpos contra las cuatro
proteinas estructurales del virus de la fiebre aftosa,
mostrando en un Western blot que utiliza virus de la fiebre
aftosa purificado como antigeno, el mismo patréon de
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Fig. 4

Expresion de la proteina de fusion p135-160-3-GUS en alfalfa.
Ensayo histoquimico

Se realizd un ensayo histoquimico para detectar la expresion de
[-GUS foliolos y rafces de las plantas n¢ 5, 11, 12y 29. La presencia
de actividad enzimatica se visualizé por la aparicion de una coloracién
azul en los tejidos, generada por el producto insoluble que se obtiene
en la reaccion. Como control se utilizaron explantes de una planta
transformada con un gen no relacionado. Se muestran fotos
representativas de los resultados obtenidos en todas las plantas

reactividad que sueros de animales infectados
experimentalmente con el virus. Ademas, la inmunizacion
con el producto expresado en alfalfa indujo respuesta de
anticuerpos neutralizantes. La eficacia de la respuesta
inmune generada qued6 comprobada por los niveles de
proteccion obtenidos al desafiar a los ratones inmunizados
con virus de la fiebre aftosa infeccioso: animales vacunados
con la planta A presentaron una proteccion completa
(100%), mientras que ratones vacunados con un pool de
otras plantas tuvieron un nivel menor de proteccion (90%)
(Cuadro I). Estos resultados indican que los epitopes
neutralizantes, responsables de proteger al raton contra la
infeccion por el virus de la fiebre aftosa estan conservados
en las proteinas expresadas en alfalfa transgénica.

Discusion y perspectivas

Teoricamente, cualquier proteina puede ser expresada en
plantas utilizando la tecnologia del ADN recombinante y la
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transferencia de genes por A. tumefaciens. La planta
transformada puede, entonces, considerarse como un
biorreactor en el cual el proceso de produccion involucra
unicamente el consumo de luz solar, tierra y agua. El
incremento en la produccion estarfa unicamente limitado
por la disponibilidad de tierra y la capacidad de
procesamiento del material, a diferencia de los
fermentadores que emplean cultivos de tejidos y de células,
para los cuales se requiere una inversion de capital
muchisimo mayor.

Las ventajas de este sistema de expresion son las siguientes:

— la posibilidad de administracion oral: los antigenos
expresados en plantas serfan capaces de sobrevivir al
transporte a través del estomago gracias a la presencia de la
pared celular;

— el tejido vegetal puede utilizarse fresco o liofilizado,
alternativamente, los antigenos pueden ser parcial o
totalmente purificados para su administracion;

— no se necesita cadena de frio;

— los antigenos expresados en plantas transgénicas son
capaces de inducir respuesta inmune sistémica y de
mucosas;

— el costo de produccion se veria reducido entre 100 y
1.000 veces con respecto a los métodos convencionales. Se
estima que los costos para producir IgG en alfalfa en un
invernadero de 250 m’ oscilan entre U$S 500-600/g,
mientras que la produccion en hibridomas es de
U$S 5.000/g (14)

— la existencia de protocolos de manipulacion genética
establecidos para la generacion de plantas transgénicas;
adicionalmente, la expresion de transgenes puede ser
optimizada mediante la acumulacion del antigeno en
compartimentos intracelulares (microsomas, cloroplastos);

— la facilidad de produccion y la posibilidad de aumentar
la produccion, dado que las plantas modificadas
genéticamente se pueden almacenar en semillas;

— la ausencia de contaminacion con patdgenos animales;

— las plantas transgénicas son ideales para un uso
veterinario.

Los resultados obtenidos al cabo de mas de 10 anos de
investigacion avalan el concepto de utilizar plantas
transgénicas como sistema innovador y seguro para la
produccion de vacunas. El hecho que ratones inoculados
parenteralmente con plantas transgénicas que expresan
antigenos recombinantes, y mas aun, alimentados con
hojas frescas, generen una respuesta inmune protectora,
demuestra claramente la factibilidad del empleo de plantas
transgénicas para la expresion y presentacion de antigenos
(6,7,11, 38).
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Sin embargo, algunas consideraciones se han de tener en
cuenta a la hora de utilizar plantas para la produccion de
productos farmacéuticos en general. La distribucion de
plantas y semillas debe someterse a los mismos controles que
cualquier droga. Las plantas deben crecer en condiciones
controladas para prevenir la contaminacion de productos
alimenticios y para garantizar la contencion del material
genético. En este sentido seria oportuno usar especies que
dispongan de variedades masculinas estériles para prevenir la
propagacion de los transgenes via polinizacion. También serfa
ventajoso emplear plantas que puedan propagarse
clonalmente, como es el caso de la papa, banana y alfalfa. Por
otro lado, un punto de discusion en relacion al cultivo de
plantas modificadas genéticamente es la presencia de genes
de resistencia a antibioticos (usados como marcadores de
seleccion). Por ello, se estan desarrollando estrategias para
generar plantas transgénicas que no lleven tales genes (9, 22).

Si bien este sistema de expresion constituye una alternativa
interesante a los métodos convencionales, su principal
inconveniente radica en la baja concentracion del antigeno
expresado. El grupo de los autores se enfrentd con ese
problema al buscar la expresion de antigenos virales en
alfalfa, siendo esto evidente por la dificultad de detectar la
proteina recombinante en el tejido vegetal asi como por la
necesidad de realizar multiples vacunaciones para generar
la respuesta inmune deseada.

Se han evaluado distintas estrategias para incrementar los
niveles de expresion, que involucran el mejoramiento de la
construccién genética por la adicion de secuencias
regulatorias (1, 23, 29, 39), la utilizacion de genes
sintéticos optimizados para la expresion en la célula vegetal
(11, 18) o el uso de secuencias que permiten la
acumulacion del antigeno en compartimentos
intracelulares o en tejidos especificos (35).

Alternativamente, los autores presentaron una metodologia
que permite producir plantas transgénicas que expresan
altos niveles de proteina recombinante, mediante la
optimizaciéon de la seleccion de los individuos que
producen mayor cantidad de proteina recombinante. Los
niveles de p135-160-B-GUS encontrados en la planta
n° 5 resultaron diez veces mas altos que los observados en
plantas transgénicas de alfalfa desarrolladas previamente,
que expresaban VPl y otras proteinas virales.
Consecuentemente, los titulos de anticuerpos alcanzados
en el modelo murino fueron marcadamente mayores que
los obtenidos previamente en animales inmunizados con
VP1 expresada en alfalfa, A. thaliana y papa (11). Ademas,
el namero de dosis necesarias para obtener dicha respuesta
fue menor. Es importante destacar que los epitopes del
virus de la fiebre aftosa incluidos en la proteina de fusion
p135-160-B-GUS, presentaron la misma eficiencia, en
términos de induccion de una respuesta inmune
protectora, que cuando son administrados en forma de
péptido sintético (41).
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Ademas, se pudo observar que los niveles de expresion en
la planta n° 5 seleccionada permanecen estables, tanto a lo
largo del tiempo como en ciclos de reproduccion asexual.
Esto es fundamental para poder mantener un suministro
continuo y constante del antigeno de interés.

Como se mencion6 anteriormente, la mayoria de los
antigenos expresados en plantas transgénicas constituyen
proteinas o estructuras simples. El antigeno de superficie
del virus de hepatitis B (23, 29), la proteina de la capside
del virus Norwalk (31) y la proteina de la capside del virus
de papiloma humano (34) son las tnicas estructuras
antigénicas con cierto grado de complejidad expresadas en
plantas transgénicas. Sin embargo, el uso practico de este
sistema de expresion para la produccion de antigenos
vacunales necesitara en muchos casos la produccion de
estructuras antigénicas complejas. Teniendo en cuenta esto
y a los fines de desarrollar una vacuna antiaftosa de
aplicabilidad real, el grupo obtuvo la expresion en alfalfa
de la poliproteina precursora de las cuatro proteinas
componentes de la capside viral (P1) y la proteasa (3C)
necesaria para su procesamiento. La produccion de
capsides vacias del virus de la fiebre aftosa requiere el
procesamiento proteolitico de P1 por 3C para generar las
proteinas estructurales, las cuales se autoensamblan
formando la capside (Fig. 5).

Las vacunas antiaftosa con virus inactivado constituyen
una herramienta efectiva para la prevencion de la
enfermedad. Sin embargo, su produccion es costosa y
existe riesgo de diseminacion viral debido al manejo de
cantidades masivas de virus infeccioso (5). Ademas, la
respuesta inmune a la vacuna interfiere con la habilidad de
detectar a animales vacunados que se han infectado y
pueden hospedar y diseminar virus, creando asi un
obstaculo para la recuperacion del estatus de libre de la
enfermedad en regiones donde se vacuna para controlar
posibles brotes. Muchos ensayos diagnosticos se basan en
la deteccion de anticuerpos contra proteinas no
estructurales, las cuales se encuentran en baja
concentracion en las vacunas convencionales contra la
fiebre aftosa, siendo, ademads, poco inmunogénicas. La
produccion de capsides vacias como antigeno vacunal
constituye la estrategia mas atractiva para solucionar estas
dificultades (8, 19).

La poliproteina P1 expresada en plantas de alfalfa fue capaz
de generar en un modelo experimental una fuerte
respuesta de anticuerpos neutralizantes, que son en
definitiva los responsables de la proteccion frente a la
infeccion  viral. Consecuentemente, los ratones
inmunizados presentaron proteccion completa al ser
desafiados con virus infeccioso, indicando que el producto
expresado en alfalfa conservo los epitopes protectores.
Resultados preliminares obtenidos del analisis de foliolos
por microscopia electronica revelaron la presencia de
estructuras esféricas con un tamafio de 30 nm en la planta
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Fig. 5

Representacion esquematica de la expresion del genoma del virus de la fiebre aftosa

que expresan P1. Dichas particulas no se encuentran en el
testigo y por su morfologfa y tamanio podrian corresponder
a capsides vacias de Picornavirus.

Los resultados obtenidos al expresar P1 y 3C en alfalfa
sugieren que la expresion de capsides vacias del virus de la
fiebre aftosa podria realizarse empleando este sistema de
expresion. Sin embargo, la cantidad de producto
expresado aun es escasa y no es aplicable al desarrollo de
una vacuna experimental. Es por ello que seguimos
abocados a la optimizacion de los niveles de expresion en
alfalfa transgénica.

Por comunicaciéon personal de Deborah Samac,
investigadora del grupo de transformacion de alfalfa del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos de
América — Universidad de Minesota, el grupo tomo
conocimiento de que el promotor del virus del mosaico
variegado de la casava (CsVMV) tiene en alfalfa un nivel de
expresion superior al del promotor 35S del CaMV y sus
derivados. Ensayos realizados por el grupo de los autores
para realzar la expresion en alfalfa mediante la expresion
de la proteina de fusion p135-160--GUS mostraron que
efectivamente el promotor de CsVMV presenta un nivel de
expresion significativamente superior al del 35S. Este
promotor constitutivo abre una interesante perspectiva
para mejorar la expresion de transgenes nucleares en

alfalfa. Hemos obtenido recientemente plantas de alfalfa
transgénicas que expresan P1 y 3C bajo la direccion de este
promotor. Resultados preliminares mostraron que fue
posible detectar la proteina foranea en el 40% de las
plantas, obteniéndose hasta el momento un maximo nivel
de expresion de 0,01% PST.

El grupo de los autores es el tnico, hasta el momento, que
ha obtenido la expresion de antigenos del virus de la fiebre
aftosa en plantas transgénicas. Los resultados obtenidos y
las perspectivas de futuro sugieren fuertemente que las
plantas de alfalfa pueden ser vectores para la produccion
de antigenos vacunales para el virus de la fiebre aftosa, asi
como otros patogenos humanos y animales.

Las investigaciones futuras indicaran si las vacunas a base
de plantas cumplen los requerimientos de calidad (pureza,
potencia, seguridad vy eficacia) definidos por la
Organizacion Mundial de la Salud. Asimismo, habra que
abordar las etapas de ensayos clinicos, proceso de
elaboracion, certificacion y comercializacion. Algunos
ensayos clinicos prometedores se han realizado en
humanos (30, 31, 32). El proceso de elaboracion requiere
que la planta produzca niveles altos de proteina foranea y
que se defina la forma de administracion de la vacuna. Con
respecto al incremento en los niveles de expresion, se han
investigado y se estan evaluando distintas estrategias
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tendientes a lograr ese gran objetivo. Inicialmente, la idea
fue utilizar la planta fresca como vacuna comestible, pero
actualmente este concepto se esta dejando de lado debido
a la dificultad de estandarizar la concentracion de antigeno
en distintas producciones. Ademas, los productos frescos
son perecederos. La tendencia actual consiste en utilizar
productos secos que podrian ser administrados como
pellet. Finalmente, en muchos paises del mundo, las
plantas transgénicas generadas con fines biofarmacéuticos
estan reguladas por las mismas leyes que las plantas
modificadas genéticamente con fines agronomicos, lo cual
dificulta la certificacion y comercializacion de las mismas.

Aunque esta metodologia se encuentra aun en etapas
tempranas de desarrollo, el conocimiento obtenido y la
demostracion experimental claramente presagian que las
vacunas a base de plantas pueden ser una realidad en los
proximos anos.

Rev. sci. tech. Off. int. Epiz., 24 (1)

En el caso del virus de la fiebre aftosa, si logramos expresar
las capsides vacias en niveles significativos, se contara con
una vacuna segura, marcadora y con una amplia
potencialidad de utilizacion en condiciones de campo.
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Expression of foot and mouth disease virus antigens in transgenic

plants

M.J. Dus Santos & A. Wigdorovitz

Summary

Owing to its geographical distribution and its highly contagious character, the
foot and mouth disease (FMD) virus is responsible for one of the most dreaded of
all livestock diseases.

The currently-used vaccine is polyvalent and is based on an inactivated virus.
Current research on FMD vaccines focuses on the creation of vaccines that
are easier and cheaper to produce, and that avoid manipulation of large

quantities of virus.

The use of transgenic plants to express relevant antigens has been evaluated for
the purpose of vaccine production. The authors” working group has taken the
FMD virus as a model to evaluate the feasibility of using transgenic plants to
express viral antigens and to develop experimental vaccines.

The purpose of this paper is to set forth the working group’s results in the
expression of FMD antigens in transgenic plants.

Keywords

Antigen — Foot and mouth disease — Transgenic plant — Vaccine — Virus.
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Expression d'antigenes du virus aphteux dans des plantes

transgeéniques

M.J. Dus Santos & A. Wigdorovitz

Résumé

Le virus de la fievre aphteuse est responsable de I'une des maladies du bétail les
plus redoutées, en raison de sa large distribution géographique et de son
caractere hautement contagieux.

Le vaccin actuellement utilisé est polyvalent et préparé a partir de virus
inactivés. Les études relatives a la fabrication des vaccins visent a simplifier et
a rentabiliser la production, tout en évitant la manipulation de grandes quantités
de virus.

Le recours a des plantes transgéniques a été évalué pour exprimer des
antigenes intéressants dans la fabrication des vaccins. Les auteurs et leur
équipe ont utilisé le virus de la fievre aphteuse comme modéle pour évaluer la
possibilité d'utiliser ce type de plantes comme systemes d'expression
d'antigénes viraux et pour développer des vaccins expérimentaux.

L'objectif de cet article est de présenter les résultats du travail des auteurs qui
sont parvenus a exprimer des antigénes du virus aphteux dans des plantes

transgeéniques.

Mots-clés

Antigene — Fievre aphteuse — Plante transgénique — Vaccin — Virus.
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