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Resumen

Nuestro objetivo fue comparar los niveles de expresién de la proteina E2 del virus de la diarrea viral bovina (VDVB), expresada
mediante transformacién estable o transitoria, en plantas de tabaco. Ademas, se determin la capacidad de induccién de anti-
cuerpos neutralizantes anti-E2 en ganado mediante la inmunizacién con una vacuna experimental formulada con extracto de
hojas de tabaco agroinfiltradas que expresan transitoriamente una versién de la proteina E2 de retencién en reticulo endoplas-
matico (E2-ER). Los callos y las suspensiones celulares obtenidos luego de la transformacién estable expresaron las versiones de
la proteina E2 direccionada al apoplasto (E2-Apo) y de retencioén en reticulo endoplasmatico. Los niveles de expresion en callos
fueron de 3 pg/g de peso fresco (PF), lo que equivale a 1,15 % de las proteinas totales solubles (PTS). Ambas versiones de la protei-
narecombinante, E2-Apo y E2-ER, fueron detectadas en la biomasa de las suspensiones celulares, pero en niveles muy inferiores
alos obtenidos para callos. La inmunizacion del ganado con una vacuna experimental, conteniendo extracto de hojas de tabaco
agroinfiltradas (60 pg de E2-ER) y el adyuvante Al(OH)3 Hydrogel (90:10), indujo un alto nivel de anticuerpos anti-E2, con un
87,5 % de seroconversién y un titulo promedio considerado inmunoprotector. Podemos concluir que los niveles de expresién
de la proteina E2 en callos son significativamente mayores que los obtenidos en suspensiones celulares, pero menores que los
obtenidos mediante la expresién transitoria en hojas agroinfiltradas. El ganado inmunizado con la vacuna experimental mostrd
una respuesta humoral fuerte, lo que predice que puede ser utilizada en el desarrollo de una vacuna a subunidades contra VDVB.

Stable expression of the E2 protein from the bovine viral diarrhea virus
in invitro cultures from tobacco and the humoral immune response
induced in cows by tobacco-agroinfiltrated leaf extracts

Summary

Our goal was to compare transient y stable plant expression strategies for the production of the E2 protein from Bovine Viral
Diarrhea Virus (BVDV) and to test the ability to induce the production of neutralizing anti-E2 antibodies in cattle from an ex-
perimental vaccine containing agroinfiltrated tobacco leaf extracts expressing the E2-ER version. Stably transformed tobacco
calluses y cell suspensions expressing the apoplast-directed (E2-Apo) y endoplasmic reticulum-retained (E2-ER) E2 protein
versions have been established. The E2 expression levels in calluses were similar for both versions and were estimated to be
3 ug/g fresh weight (FW), corresponding to 115 % of total soluble protein (TSP). The E2-Apo y E2-ER proteins were detected
in the biomass of cell suspension cultures but only after sample concentration, indicating that calluses produce higher levels
of E2 than cell suspension cultures. On the other hand, immunization of cattle with an experimental vaccine constituted by
an aqueous extract containing E2 transiently expressed in tobacco leaves (60 pg of E2-ER) and Al(OH)3 Hydrogel adjuvant
(90:10) produced a high level of anti-E2 antibodies (87.5 % seroconversion) with titers considered to be immunoprotective.
The E2 expression levels in calluses were significantly higher than those obtained in cell suspension cultures but lower than
those attained by transient expression in agroinfiltrated leaves. The immunized cattle developed a strong humoral response
showing the potential of the plant-made E2 protein to develop a subunit vaccine against BVDB.

Palabras clave: Virus de la diarrea viral bovina — proteina E2 — cultivos in vitro de tabaco — vacuna a subunidades
Key words: Bovine viral diarrhea virus — E2 protein — tobacco in vitro cultures — subunit vaccine
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Introducciéon

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) causa una de las
enfermedades virales mas comunes en el ganado, responsa-
ble de importantes pérdidas econémicas en todo el mundo
(Richter y col,, 2017). Se trata de un virus a ARN de cadena
positiva perteneciente al género Pestivirus de la familia Flavi-
viridae. Los VDVB son genética y antigénicamente diversos.
La enfermedad infecciosa es controlada mediante dos es-
trategias principales: la eliminacién de los animales persis-
tentemente infectados y la vacunacién. Se han desarrollado
vacunas a virus inactivados y a virus atenuados, pero poseen
desventajas en cuanto a costos, riesgos y efectividad ademas
de ofrecer una protecciéon incompleta contra dicho virus
(Ridpath, 2013). Una alternativa atractiva son las vacunas a
subunidades utilizando la glicoproteina E2, una proteina de
la cubierta que es el principal inmunégeno del virus (Bolin,
1993). Se ha demostrado que los anticuerpos neutralizantes
dirigidos contra E2 juegan un rol fundamental en la defensa
contra la infeccién por VDVB (Thomas y col.,, 2009). Por este
motivo, dicho antigeno ha sido expresado en diversas plata-
formasy suinmunogenicidad evaluada en diferentes mode-
los animales (Cai y col,, 2018; Chung y col., 2018; Hossain y
Rowly, 2018; Bellido y col., 2020; Jia y col., 2020).

Las plataformas vegetales ofrecen diversas ventajas so-
bre otros sistemas de expresion en lo que se refiere a vacu-
nas a subunidades, incluidas el bajo costo de la generacién
de biomasa y la rapida escalabilidad, los riesgos minimos
de contaminacién con patdgenos animales y toxinas y la
capacidad de producir modificaciones post-traduccionales
complejas (Sabalza y col., 2014; Fahad y col.,, 2015; Moustafa
y col., 2016). Por otra parte, una estrategia para incrementar
los rendimientos de proteinas recombinantes es la direccién
de la expresion de la proteina a diferentes espacios subcelu-
lares tales como el reticulo endoplasmatico o el apoplasto
(Ferraro y col., 2008; Laguia-Becher y col., 2010).

La proteina E2 fusionada a una molécula dirigida a célu-
las presentadoras de antigeno ya fue expresada en alfalfa y
se obtuvieron niveles altos de anticuerpos neutralizantes es-
pecificos en cobayos y ganado (Pérez Aguirreburualde y col.,
2013). Por otra parte, nuestro grupo logré la expresion tran-
sitoria de una versién truncada de la glicoproteina E2 direc-
cionada al reticulo endoplasmatico (E2-ER) del VDVB-tipo
1 Singer, una de las variantes que se encuentran en nuestro
pais infectando al ganado vacuno, en hojas de tabaco (Nel-
son y col,, 2012). La acumulacién en las hojas agroinfiltradas
fue de 20 pg/g de peso fresco (PF). También formulamos una
vacuna experimental conteniendo el extracto de las hojas
agroinfiltradas que expresaban E2-ER y un adyuvante acuo-
so u oleoso que indujo la produccién de anticuerpos neutra-
lizantes en cobayos (Nelson y col., 2012).

Estd demostrado que los cultivos in vitro son una de las
plataformas alternativas para la produccién de proteinas
recombinantes en plataformas vegetales (Martinez y col,,
2005, Lopez y col,, 2010). Estos sistemas tienen, ademas de
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las ventajas mas arriba mencionadas, otras ventajas intrin-
secas. Por ejemplo, como el medio de cultivo se caracteriza
por tener bajos niveles de proteinas, la extraccién de la pro-
teina de interés es mas sencilla y econémica cuando ésta
se secreta al medio ambiente (Doran, 2006). Asimismo, al
desarrollarse en ambientes controlados es posible trabajar
en condiciones de Buenas Practicas de Manufactura (BPM)
y de Laboratorio (BPL) tal como es requerido por la industria
farmacéutica (Fischer y col., 2012; Merlin y col,, 2014). Por ese
motivo, en este trabajo avanzamos en nuestros estudios y
ademas de construir una version direccionada al apoplasto
(E2-Apo) de la glicoproteina E2 truncada, establecimos cul-
tivos in vitro (callos y suspensiones celulares) que expresan
una de las versiones que desarrollamos y comparamos los
niveles de expresion en cada una de las plataformas vegeta-
les establecidas (hojas agroinfiltradas, callos y suspensiones
celulares).

Para concluir, avanzamos en los ensayos de inmuniza-
cién estudiando la induccién de anticuerpos neutralizantes
en ganado bovino al que se inoculd la vacuna experimental
formulada y ensayada previamente en cobayos.

Materiales y Métodos

El plasmido pK-2S2-tE2-His-KDEL (pK:E2-ER) conteniendo
la secuencia codificante para la proteina E2-ER se constru-
y6 como fue descripto previamente (Nelson y col., 2012).
Para obtener la version dirigida al apoplasto, la region 2S2-
tE2-His (E2-Apo) se amplificé por PCR desde el plasmido
pK:E2-ER. La amplificacién se realiz6 con los primers FwE2
5°-aaccatggcaaacaagctcttccte-3' y RvE2 5'-ctcgagtcaatgat-
gatgatgatgatgggactcagcgaagtaatc-3°, conteniendo los sitios
de restriccién para Ncol y Xhol (subrayados). Los productos
de PCR fueron clonados en el vector pGEM-T Easy (Prome-
ga) y secuenciados. Luego de la digestién con las enzimas
Ncol y Xhol, el fragmento E2-Apo se subcloné en los mismos
sitios del vector de entrada pENTR4 (Invitrogen). El plas-
mido resultante pENTR4:E2-Apo se recombiné con el vector
binario de expresion en plantas pKyWG2 (pK) haciendo uso
de la tecnologia de clonado Gateway (Karimi y col., 2002).
Finalmente, el plasmido pK:E2-Apo se introdujo en la cepa
EHA101 de Agrobacterium tumefaciens por electroporacién.

Transformacion y establecimiento de callos

Las lineas de A. tumefaciens transformadas con los plasmi-
dos pK:E2-ER y pK:E2-Apo se crecieron a 28 °C en medio
YEB. Las células se cosecharon por centrifugacién y se res-
uspendieron en buffer MMA (sales MS, MES 10 mM, saca-
rosa 20 g/, acetosiringona 200 uM, pH 5,6) hastauna DO,
de 0,8 (Nelson y col., 2012; Laguia-Becher y col., 2019). Como
explantos se emplearon discos de hojas maduras de plantas
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de Nicotiana tabacum cv. Xhanti crecidas in vitro. Dichos ex-
plantos fueron sumergidos en una suspensién de A. tume-
faciens recombinante, secados en papel de filtro y transferi-
dos a medio s6lido MS (Murashige y Skoog, 1962). Luego de
48 h los explantos fueron transferidos a medio MSRT s6li-
do (Nigra y col., 1989) suplementado con: 2 mg/ml de aci-
do naftalenacético (ANA) y 0,2 mg/1 de kinetina (Kin) para
inducir la desdiferenciacion y desarrollo de callos, 50 mg/1
de kanamicina para seleccionar aquellas células portadoras
del transgén, y 200 mg/1 de cefotaxima para eliminar a A.
tumefaciens. Luego de 4-6 semanas los callos resistentes a
kanamicina fueron separados y transferidos a idéntico me-
dio fresco sin cefotaxima. Los callos fueron subcultivados
a medio fresco cada 3 semanas por 3 meses.

Analisis de las lineas celulares

E1 ADN genoémico se extrajo de las lineas de callos resistentes
a kanamicina como se describi6 previamente (Laguia-Becher
y col, 2019). La presencia de los transgenes E2 en el genoma
de los callos se verifico por PCR empleando los primers FwE2
y RvE2. Finalmente, la expresién de las proteinas E2-Apo y E2-
ER en los callos que dieron positivo por PCR se analiz6 me-
diante ELISA sandwich y se realizé una semi-cuantificacién
por Western blot tal como se describe mas abajo.

Suspensiones celulares

Para iniciar los cultivos en medio liquido se utiliz6 un inéculo
de 5% (p/v) de callos friables en su etapa de crecimiento expo-
nencial, los cuales fueron transferidos a medio MSRT conte-
niendo como reguladores de crecimiento ANA (2 mg/1) y Kin
(0,2 mg/]). Estas suspensiones fueron mantenidas en Erlen-
meyers en un agitador orbital (100-120 rpm) y subcultivadas
cada 3 semanas. Para realizar la curva de crecimiento se to-
maron muestras por triplicado los dias 1, 4, 7,10, 14, 17y 24. La
biomasa obtenida en cada punto se evalud por peso seco (PS).
La expresioén de E2-Apo y E2-ER se analiz6 por Western blot.

Extraccion de proteinas

Las proteinas totales solubles (PTS) se extrajeron de los ca-
llos o de las suspensiones celulares (biomasa) utilizando 2
volimenes (p/v) de buffer PELP frio (PBS 1X, leupeptina 10
mg/1, PMSF 5 mM, EDTA 50 mM, pH 7,0-7,2). Los extractos se
centrifugaron a 17000 xg por 20 minutos a 4 °C. Los niveles
de PTS en el sobrenadante se estimaron por el método de
Bradford (1976).

ELISA sandwich

La deteccién de E2 en las lineas de callos transgénicos se rea-
liz6 tal como describimos anteriormente (Nelson y col.,, 2012).
Brevemente, se sensibilizaron placas de 96 pocillos con el an-
ticuerpo monoclonal (mAb) anti-E2 2.9H y se adicionaron los

extractos de proteinas tanto de las lineas de callos transgé-
nicas como salvaje (WT, wild type) por duplicado. La proteina
recombinante E2 expresada en baculovirus (bE2) fue usada
como control positivo (Marzocca y col.,, 2007). Luego, las pla-
cas se incubaron con suero VDVB positivo de vacas infectadas,
y se us6 IgG anti-bovino-HRP (horseradish peroxidase) como
anticuerpo secundario. Los inmunocomplejos se revelaron
con H O /ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylenbenzothioline-6-sulonic
acid). Finalmente, la reaccién se detuvo con SDS 5% (p/v) y se
midio la DO, . Los resultados se expresaron como porcentaje
de positividad (PP) relativa al control positivo usando la fér-
mula: PP = [DO (callos) - DO (WT)] / [DO (bE2) - DO (WT)] x
100. Los valores de PP > 14 se consideraron positivos.

Western blot

Se realiz6 tal como se describié previamente (Marzocca y col.,
2007). Brevemente, las muestras de proteinas fueron separadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) 10 % y transfe-
ridas a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Estas
membranas fueron tratadas con el mAb anti-E2 2.9H y el anticuer-
po 1gG anti-ratén-HRP. Los complejos inmunoreactivos se detecta-
ron por quimioluminiscencia (Bio-lumina, P-BL). La acumulacion
de las versiones E2-Apo y E2-ER de la proteina E2 se estimaron
semi-cuantitativamente empleando concentraciones conocidas de
bE2 como proteina estandar para confeccionar una curva de cali-
bracion y el software Gel-Pro analyzer (Media Cybernetics) (Del
L Yéacono y col., 2012; Albarracin y col., 2015; Laguia-Becher y
col., 2019).

Formulacién de la vacuna e inmunizacién del ganado

Se agroinfiltraron plantas de N. tabacum cv. Xhanti con A. tume-
faciens conteniendo el plasmido pK:E2-ER tal como se describid
previamente (Nelson y col., 2012). Las hojas agroinfiltradas se co-
secharon al 4° dia y las PTS se extrajeron con buffer PELP. La
concentracion de E2-ER en los extractos se cuantific por Western
blot y ELISA como se describié mas arriba. Ocho vacas Aberdeen
Angus seronegativas para VDVB de 3 aflos de edad se inmuni-
zaron subcutaneamente con 3 ml de extracto de hojas de tabaco
conteniendo 60 pg de E2-ER combinado con el adyuvante acuoso
Al(OH), Hydrogel en una relacion 90:10. A los 15 dias se realizo
una inmunizacion de refuerzo. Como control, los animales fueron
inoculados ambas veces con 0,5 ml de extracto de hojas de tabaco
salvajes mas el adyuvante. Se tomaron muestras de sangre los dias
30 y 45 para obtener suero. Durante todo el ensayo los animales
fueron evaluados clinicamente.

Deteccion de anticuerpos por ELISA

Los ensayos se realizaron de acuerdo con Marzocca y col. (2007),
con ligeras modificaciones. Brevemente, se sensibilizaron placas
de 96 pocillos con el mAb anti-E2 2.9H y se incub6 a 4 °C durante
16 h. La proteina bE2 se agregd de manera alternada en los pocillos
de las placas y se incub6 durante 1 ha 37 °C. Luego, se adicionaron

35



Laguia-Bechery col.

las muestras de suero de las vacas inmunizadas (tanto en los poci-
llos recubiertos como no con el antigeno bE2) en diluciones seria-
das 1:4, desde 1:4 hasta 1:4096, y se incubd durante 1 h a 37 °C.
Se incluyeron controles positivo y negativo en cada placa. Como
anticuerpo secundario se utilizé IgG anti-bovino-HRP (30 min a
37 °C). Finalmente, la reaccion se desarrollé con H,O,/ABTS, se
detuvo con SDS 5 % (p/v) y se midi6 la DO, .. Los valores de DO
de cada suero se determinaron restando a la DO de los pocillos re-
cubiertos la DO de los pocillos no recubiertos con bE2. Cada suero
se analiz6 por duplicado. Los titulos de los sueros se determinaron
como la reciproca de la dilucion en la que la DO correspondi6 al
doble del valor de la DO del suero control negativo. Cuando el
titulo fue mayor a 0,6 se considero al suero positivo.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el software GraphPad Prism 5.0. Las
diferencias entre los grupos se evaluaron por ANOVA seguida de la
prueba Tukey. Se considero significativo a valores de p < 0,05.

Resultados y Discusion
Construccién E2-Apo

El transgén E2-Apo contiene, ademas de la secuencia para la ex-
presion de la glicoproteina E2 truncada (Nelson y col., 2012), la se-
cuencia consenso Kozak para promover la iniciacion de la traduc-
cion y la secuencia sefal 2S2 de semilla de Arabidopsis thaliana
para dirigir a la proteina hacia el apoplasto. La secuencia E2-Apo
se clond entre el promotor y el terminador 35S del virus del mosai-
co del coliflor (CaMV) en el vector de expresion binario pK. La fi-
gura 1 muestra una representacion esquematica de la construccion.

Figura 1.- Representacion esquematica de las regiones del
ADN de transferencia (ADN-T) de A. tumefaciens usadas para
expresar las proteinas E2-ER y E2-Apo en plantas de tabaco

A: proteinas E2-ER; B: proteina E2-Apo. tE2, versién truncada de la
glicoproteina E2 sin su dominio transmembrana; 252, péptido sefial
de la proteina de almacenamiento en semilla de A. thaliana; His, tag
de 6 histidinas; KDEL, secuencia de retencién en el reticulo endo-
plasmatico; RB y LB, bordes derecho e izquierdo del ADN-T; p35S
y t35S, promotor y terminador del 35S del CaMV; nptll, neomicina
fosfotransferasa II (gen de resistencia a kanamicina).
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Analisis de las lineas de callos transgénicas

Los plasmidos pK:E2-Apo y pK:E2-ER (Fig. 1) se introdujeron
separadamente en explantos de hojas de tabaco por transformacion
estable mediada por A. tumefaciens. Luego de 3 meses en cultivo
en medio solido conteniendo kanamicina para la seleccion de las li-
neas transformadas, se establecieron un total de 17 lineas de callos
independientes para la construccioén E2-Apo (1 a 17) y de 14 lineas
de callos independientes para la construccion E2-ER (18 a 32). Los
clones 1, 19, 25, 28 y 30 mostraron el mejor rendimiento en términos
de morfologia y crecimiento celular. Los clones resistentes a kanami-
cina fueron analizados por PCR para detectar la presencia del trans-
gén E2. El fragmento esperado de 1121 pb fue amplificado en 10/17
clones E2-Apo y en 10/14 clones E2-ER (Fig. 2A). La expresion de
las proteinas recombinantes E2-Apo y E2-ER en las lineas de callos
transgénicos se evaluaron por ELISA sandwich (Fig. 2B). Solo la
linea 16 resulto negativa para E2, mientras que la linea 1 (E2-Apo)
y la linea 25 (E2-ER) mostraron los niveles mayores de expresion.
Estas dos lineas fueron caracterizadas por Western bol (Fig. 2C).
Bajo condiciones no reductoras las proteinas E2-Apo y E2-ER se
expresaron como dimeros de aproximadamente 80 kDa al igual que
el control positivo bE2. Un patrén de expresion similar se observo
luego de la expresion transitoria de la proteina E2-ER en hojas de
tabaco (Nelson y col., 2012). El nivel de acumulacion de E2 en los
callos fue estimado de manera relativa comparando las bandas in-
munoreactivas correspondientes a E2-Apo y E2-ER con la curva de
calibracion confeccionada a partir de cantidades conocidas de la pro-
teina bE2. Los niveles de expresion de ambas lineas fueron similares
y se estimaron en 3 pg/g PF, lo que corresponde a 1,15 % PTS (Fig.
2C). Estos valores resultaron menores a los obtenidos previamente
mediante expresion transitoria (20 pg/g PF) (Nelson y col., 2012).

Analisis de las suspensiones celulares

Las lineas de callos transgénicos 1y 4 (E2-Apo) y 19, 25 y 30 (E2-
ER) fueron seleccionadas para iniciar cultivos en medio liquido en
base a su crecimiento y los niveles de expresion de E2. Solamente
los cultivos establecidos a partir de las lineas 1, 25 y 30 se adaptaron
al cultivo en medio liquido en Erlenmeyers. De ellas, se selecciona-
ron las lineas 1 de E2-Apo y 25 de E2-ER para los ensayos subsi-
guientes. Se realizé una curva de crecimiento para cada una de dichas
lineas, determinando el PS durante 24 dias (Fig. 3A). Ambas lineas
mostraron un comportamiento semejante caracterizado por la ausen-
cia de una fase lag y un periodo de crecimiento continuo hasta el dia
17 del cultivo. En el caso de la linea 1 de E2-Apo la velocidad espe-
cifica de crecimiento () fue de 0,24 d* y el tiempo de duplicacion
(td) de 4,2 dias. Por otra parte, para la linea 25 de E2-ER los valores
fueron de 0,168 d* y 6 dias, respectivamente. Se analizo el contenido
de proteinas en el medio de cultivo por Western blot durante la fase
de crecimiento exponencial sin detectarse la presencia de la protei-
na E2. Cuando se concentraron las muestras, se observo una sefal
débil en la biomasa al dia 14 (Fig. 3B). En este caso, las proteinas
se corrieron en condiciones reductoras y se vio la presencia de E2
monomérica (40 kDa) y dimérica (80 kDa). El control positivo bE2
mostrd el mismo patron. La banda de menor peso molecular podria
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Figura 2.- Expresion de las proteinas E2-Apo y E2-ER
en callos

A: amplificacién por PCR del genoma de los callos transgénicos E2-
Apo (6 a14) y E2-ER (15 a 19); (-), control negativo de PCR; (+), control
positivo: plasmido pGEM:E2-Apo; WT, callo de N. tabacum wild type;
M, marcador de peso molecular (1 Kb plus DNA). La flecha indica el
tamano esperado del producto de amplificacién (1121 pb). B: ELISA
sandwich para determinar la presencia de las proteinas E2-Apo (1 a
13) y E2-ER (16 a 31) en callos transgénicos. Los extractos de protei-
nas fueron diluidos 1:100. Cada barra corresponde al porcentaje de
positividad relativa (PP) respecto al control positivo. La linea hori-
zontal indica el punto de corte (cut off = 14). C: Analisis por Western
blot de las lineas de callos 1 (E2-Apo) y 25 (E2-ER). Se separaron 3,5
ug de proteinas por electroforesis en condiciones no reductoras en
un SDS-PAGE 10 %. La acumulacién de las proteinas E2-Apo y E2-ER
se calcul6 por densitometria usando una curva de calibracién con-
feccionada con bE2 (25, 50, 100, y 200 ng). Los resultados mostrados
corresponden a uno de tres experimentos independientes. WT, callos
wild type de N. tabacum; M, marcador de peso molecular.

deberse a la degradacion ocasionada por el proceso de concentracion
de la muestra. Se deben realizar mas estudios tendientes a analizar el
motivo por el que no se detecto la proteina E2-Apo en el medio de
cultivo. Estos resultados muestran que los niveles de expresion de las
proteinas E2-Apo y E2-ER en suspensiones celulares no son compa-
rables al de los callos, esto podria deberse a la heterogeneidad de los
mismos (James y Lee, 2006). Experimentos futuros seran dirigidos a
aumentar los rendimientos de la proteina E2 en suspensiones celula-
res optimizando, por ejemplo, las condiciones de cultivo.

Figura 3.- Cultivos en suspensién de la linea 1 (E2-Apo)
y la linea 25 (E2-ER)

A: Curva de crecimiento. La biomasa se determiné como peso seco (PS).
Cada punto representa la media + DS de tres réplicas. El experimento se
realiz6 por duplicado. B: Analisis por Western blot. Tanto el medio de cul-
tivo (MC) como la proteina total soluble extraida de la biomasa se con-
centraron por ultrafiltracién (MWCO: 15 kDa). Las proteinas (40 ug) se
sometieron a electroforesis en condiciones reductoras en un SDS-PAGE
10 %. Los resultados mostrados son representativos de dos experimentos
independientes y corresponden al dia 10 de iniciado el cultivo. bE2, 2 ug.

Inmunizacion de ganado

Ya demostramos que el extracto de hojas de plantas de tabaco
que expresan de manera transitoria la proteina E2-ER es capaz
de inducir una respuesta inmune humoral especifica en cobayos
(Nelson y col., 2012). En este caso, analizamos si esta capacidad
se mantenia al inocular dicho extracto en ganado bovino. Para
iniciar el estudio se realizé una seleccion de aquellos individuos
que no se hubieran expuesto anteriormente al VDVB mediante
la deteccion por ELISA de anticuerpos anti-E2 de tipo IgG en
sangre. Las vacas seronegativas fueron inmunizadas subcutanea-
mente con la vacuna experimental que contenia extracto de hojas
expresando E2-ER y como adyuvante Al(OH), Hydrogel. El plan
de inmunizacion consistié en una administracion inicial seguida
de un refuerzo a los 15 dias. Este adyuvante se eligi6 debido a que
en combinacion con extracto de hojas E2-ER dio la respuesta mas
robusta en cobayos (Nelson y col., 2012). La figura 4 muestra que
el titulo promedio de anticuerpos anti-E2 es significativo en los
animales vacunados luego de 45 dias de iniciado el esquema de
inmunizacion, correspondiente a un 85,7 % de seroconversion.
Cabe desatacar la importancia de la segunda dosis de refuerzo en
el incremento del titulo de anticuerpos. Por otro lado, los niveles
de anticuerpos especificos neutralizantes en los animales control
mostraron titulos por debajo de 0,6. No se observo una reaccion
local ni sistémica adversa en los animales. El titulo promedio en
vacunos (1,38) fue mayor al obtenido previamente en cobayos
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Figura 4.- Respuesta inmune humoral en ganado
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Las vacas (n = 8) fueron inmunizadas a los dias 0 y 15 con extracto de
hojas de tabaco agroinfiltradas conteniendo 60 ug de E2-ER y el ad-
yuvante A1(OH)3 Hydrogel. El grupo control recibi6 extracto de hojas
de tabaco WT con Al(OH)3 Hydrogel. A los dias 30 y 45 se midi6 en
suero la respuesta especifica de IgG anti-E2 por ELISA. Cada barra
representa la media del titulo + 95 % intervalo de confianza. * p 0,05.

(0,7), empleando la misma formulacion de vacuna. La serocon-
version también fue mayor en vacunos que en cobayos (85,7 % vs
75 %, respectivamente). Se considera que titulos de anticuerpos
anti-E2 mayores a 1,2 son inmunoprotectores (Bolin y Ridpath,
1996; Fernandez y col., 2009). En estudios futuros se optimizara
la formulacion de la vacuna (concentracion de E2, nimero de do-
sis) y se analizard la respuesta inmune celular luego de una ronda
de desafio con el virus.
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