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Vacunas para la salud humana y animal

Las vacunas consisten en antigenos, normalmente proteinas o agentes in-
fectivos atenuados, que inducen una respuesta inmune que protege frente a in-
fecciones por microorganismos. La aplicacion de las vacunas en la prevencién
de infecciones tiene una excelente relacion beneficio: coste. Las vacunas conti-
ndan siendo un objetivo de interés para la industria farmacéutica, fundamental-
mente porque: a) el niimero de muertes debidas a enfermedades inmunizables
es muy alto; b) muchas vacunas en uso tienen efectos laterales y riesgos eleva-
dos; ¢) continuamente aparecen agentes infecciosos nuevos; d) se han desarro-
llado nuevas tecnologias que permiten el disefio de vacunas mds efectivas y se-
guras; e) hay una tendencia a reconvertir muchas vacunas a formas administra-
bles por via oral, por su mayor comodidad y porque por esta via se induce con
mayor facilidad inmunidad en mucosas; y, f) el consumo de vacunas crece, da-
do que se incorporan a su administracion los paises en vias de desarrollo.
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Durante el siglo pasado se desarrollaron dos vacunas para el 4drea de la sa-
tud humana, que protegian frente a la rabia y la viruela. Durante el siglo veinte
se han obtenido otras 17 vacunas (Figura 1). Se espera que en los préximos 20
afios se desarrollen unas 20 vacunas para salud humana. Las vacunas en uso
frecuente son distintas en los paises desarrollados respecto a los paises en desa-
rrollo, también llamados pafses del Norte y del Sur, respectivamente, siendo
también distintos los grupos a los que van dirigidas (Tabla 1).

Todas las vacunas empleadas en salud humana son vacunas clésicas, es de-
cir, se basan en agentes infectivos atenuados o inactivados siguiendo procedi-
mientos experimentales no controlados. Existe una sola excepcion, la vacuna de
la hepatitis B, obtenida por ingenieria genética. Muchas de las vacunas utiliza-
das en salud humana o animal en uso producen efectos secundarios, teniendo
ventajas distintas segln se trate de vacunas inactivadas o vivas (infectivas) (Ta-
bla 2). Se estdn desarrollando nuevas vacunas por ingenieria genética, con mo-
dificaciones definidas, para la mayor parte de las vacunas cldsicas en uso. Estas
vacunas serdn m4s seguras y tendrdn costes de produccién inferiores a los de
las vacunas clésicas.
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Figura 1. Vacunas desarrolladas desde Jenner
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TABLA 1. Vacunas en uso

Paises del norte Paises del sur
Difteria Difteria
Tosferina Tosferina
Sarampién Sarampién
Polio Polio
Paperas BCG
Rubeola

VACUNAS PARA PERSONAS EN EDAD AVANZADA
Gripe

Neumococcidiosis

VACUNAS PARA VIAJEROS

Tifus

Célera

VACUNAS PARA GRUPOS DE RIESGO
Hepatitis

TABLA 2 Ventajas y desventajas de las vacunas

PROPIEDAD INACTIVADA VIVA
Respuesta desequilibrada + -
Respuesta inmune sistémica y local desequilibrada + -
Inmunizacién intramuscular inefectiva en la

induccién de respuesta en mucosas + -
Inmunizacidn de corta duracién + -
Respuesta T citotdxica baja + -
Induccién de DTH + -

Virulencia residual
Contaminacién con otros virus -

Inestabilidad genética -

Existen vacunas de muchos tipos (Tabla 3). Normalmente se dividen en va-
cunas vivas e inactivadas. Las primeras son por lo general formas atenuadas de
los agentes infectivos. Las segundas pueden ser sintéticas o biosintéticas, segin
se obtengan quimicamente, o por expresion de los antigenos utilizando vectores
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TABLA 3 Tipos de vacunas

VIVAS ATENUADAS Mutantes sensibles a temperatura
Mutantes especificos de hospedador
Mutantes adaptados al frio
Mutantes de deleccién

Recombinantes
VIRULENTAS
INACTIVAS VIRIONES
SUBUNIDADES Purificadas
Sintetizadas quimicamente
Biosintéticas
Mimotopos Sintéticos

Biosintéticos
ANTI-IDIOTIPICAS

vivos. La tendencia actual es desarrollar vacunas biosintéticas utilizando siste-
mas de expresién procaridticos (como Escherichia coli) o eucariéticos (como
baculovirus, poxvirus, o adenovirus). Posiblemente, las vacunas de las proxi-
mas décadas se basardn en la construccién de virus defectivos, es decir, virus
que cuando entran en una célula producen el antigeno inmunizante, pero que no
dan lugar a viriones progenie. Ello las convierte en vacunas de alta seguridad.
El disefio de nuevas vacunas casi siempre va precedido de un conocimiento
profundo de la estructura y la biologia molecular del virus. En la actualidad los
procedimientos de obtencién de vacunas son muy diversos y utilizan desde di-
sefios por ordenador, basados en programas gréficos, hasta la construccién por
ingenieria genética de nuevos microorganismos autoreplicativos.

Nuestro laboratorio trabaja en el estudio de las bases moleculares para la
proteccién frente a enfermedades producidas por coronavirus, particularmente
por el virus de la gastroenteritis porcina transmisible (VGPT), que ocasiona ele-
vadas pérdidas en la cabaifia porcina. Se ha determinado la estructura antigénica
del VGPT y ésta se ha correlacionado con la estructura fisica del virus, lo que
ha permitido conocer los determinantes implicados en proteccién (Correa y
col., 1990; Sufié y col., 1990; Gebauer y col., 1991). Posteriormente se han de-
terminado los antigenos més conservados, y por tanto con mayor potencial para
inmunizar frente a un ndmero elevado de virus (Sanchez y col., 1990). Entre los
fines aplicados de nuestra investigacion se encuentra el desarrollo de vacunas
que induzcan inmunidad en mucosas y secretoria, para proteger frente al VGPT
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y coronavirus relacionados, y en la obtencién de animales transgénicos resisten-
tes a infecciones por coronavirus (Enjuanes y Van der Zeijst, 1992).

Disefio de vacunas para la induccién de inmunidad en mucosas

La mayor parte de los virus infectan las mucosas o las utilizan como via de
entrada. Por ello es interesante el desarrollo de vacunas que induzcan inmuni-
dad secretoria. Este tipo de inmunidad se estimula preferentemente presentando
el antigeno en centros linfaticos asociados al tracto gastrointestinal. Esta pre-
sentacién dirigida se puede realizar fundamentalmente por dos procedimientos:
disefiando complejos antigénicos que tengan afinidad por células epiteliales in-
testinales, o desarrollando vectores vivos con tropismo por tejido linfoide aso-
ciado al tracto gastrointestinal. Un procedimiento distinto de los anteriores, pa-
ra proporcionar anticuerpos en mucosas es el desarrollo de animales transgéni-
cos que produzcan anticuerpos de especificidad definida, que alcanzarian las
mucosas a través de las glandulas mamarias. En nuestro laboratorio se estén de-
sarrollando estas estrategias. Los vectores con tropismo entérico utilizados son
de dos tipos: a) vectores procaridticos (formas atenuadas de Salmonella typhi-
murium); y, b) vectores eucaridticos (adenovirus humanos). Estos vectores,
cuando se administran oralmente, actian como vehiculos que viajan hasta los
érganos linfaticos asociados al intestino e infectan estos tejidos, expresando los
antigenos del virus de la GPT. Asimismo, se estdn desarrollando vectores basa-
dos en coronavirus porcinos con un tropismo por tracto gastrointestinal.

Existen formas avirulentas de S. typhimurium con uso potencial como va-
. cunas. Estas bacterias son dobles mutantes Acya Acrp, incapaces de producir
AMPc o su receptor (CRP) (Nakayama y col., 1988; Curtiss y col., 1990). Estos
mutantes son completamente avirulentos, pero mantienen su inmunogenicidad
y su tropismo, siendo capaces de colonizar el tejido linfoide asociado al tracto
gastrointestinal y persistir en esta localizacion hasta tres semanas. Uno de estos
mutantes se ha utilizado para clonar y expresar varios fragmentos de la proteina
S del VGPT. Estos fragmentos contienen determinantes antigénicos potencial-
mente implicados en proteccion. El gen que codifica la proteina S del VGPT se
cloné previamente en el vector Bluescript (Correa y col., 1990). Tres fragmen-
tos parcialmente solapantes del gen, que en conjunto lo contienen en su totali-
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dad, de 1587, 2.195 y 1298 pb, asi como el gen completo, de 4628 pb, fueron
subclonados en el pldsmido de expresién pYA292 (Curtiss y col., 1990; Naka-
yama y col., 1988), bajo el control del promotor Ptrc, obteniéndose los pldsmi-
dos recombinantes pYATS-1, pYATS-2, pYATS-3 y pYATS-4, respectivamente.
El pldsmido pYA292 lleva como marcador de seleccién el gen asd que codifica
el enzima aspartato B-semialdehido deshidrogenasa, implicado en la sintesis del
dcido diaminopimélico (DAP), un componente de la pared de bacterias gram
negativas. La mutacién Aasd es una mutacién letal, ya que la ausencia del DAP
conduce a la lisis celular. La combinacién de bacterias Aasd con pldsmidos
asd* constituye un sistema ideal para el mantenimiento estable de plasmidos
evitando la utilizacién de marcadores de resistencia a antibidticos. Los pldsmi-
dos pYATS-1, pYATS-2, pYATS-3 y pYATS-4 se clonaron en S. typhimurium
Acya Acrp Aasd a través de dos sistemas bacterianos intermedios (Figura 2). En
primer lugar se introdujeron por electroporacion en E. coli 6097 F(Aasd Afpro-
lac] 80 lacZ AM15) (Nakayama y col., 1988) con el fin de aumentar la eficien-
cia de transformacién, que en Salmonella es muy baja. En una segunda etapa
los plasmidos recombinantes multiplicados en E. coli se electroporaron en S.
typhimurium 3730 pYA232 (Aasd hsdLT hsdSA hsdSB). Esta bacteria tiene mu-

E. coli X6097 F' S. typhimurium X3730 o o e
Aasd A[pro-lac] 980 dlacZ AMIS Nasd hsd LT . typhimurium
[ ] hsdSA hsdSB Aasd Ncya Derp

Figura 2. Obtencién de Salmonella t);pfzi;nurium recombinante q{le expfesa anﬁ’genos del VGPT
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tados los tres sistemas de restriccion de Salmonella, pero no los sistemas de
modificacion, y su funcién es modificar convenientemente el ADN para que no
sea degradado en la cepa final. Por ultimo, los pldsmidos se electroporaron en
S. typhimurium 3987 (Acya Acrp Aasd). Las dos bacterias intermedias 6097 y
3730 llevan el gen lacI9, que codifica el represor del promotor Ptrc, por lo que
la expresién de los pldsmidos derivados de pYA292 en estos sistemas sélo se
induce en presencia de IPTG. Por el contrario, en la Salmonella 3987 la expre-
sién de los plasmidos recombinantes es constitutiva. Se analiz6 la expresion de
los cuatro pldsmidos pYATS en los tres sistemas bacterianos mediante electro-
transferencia e inmunoadsorcién, utilizando anticuerpos policlonales contra el
VGPT y monoclonales contra la proteina S (Tabla 4). Los fragmentos aminoter-
minal, producto de pYATS-1, y la proteina S completa, producto de pYATS-4,
fueron las construcciones que se expresaron mds eficientemente, tanto en siste-
mas inducibles como en Xx3987. El fragmento intermedio, producto de pYATS-
2, se expres6 adecuadamente en sistemas inducibles, pero se perdié la expre-
sién en X3987. Finalmente, el fragmento carboxiterminal mostré una elevada
toxicidad en los tres sistemas bacterianos utilizados, no llegdndose a detectar su
expresion. Ello podria ser debido a la falta de anticuerpos especificos con titu-

TABLA 4 Expresion de antigenos del VGPT mediante plamidos recombinantes en
diferenes sistemas bacterianos

ANTICUERPO
Policlonal MAD MAD
BACTERIA PLASMIDO VGPT-especifico proteina-S Protefna-N
X6097 pYA292 - - -
PYATS] +++ +++ -
PYATS2 +++ ND -
pYATS3 - ND -
PYATS4 +++ +++ -
X3730 pYA292 - - -
PYATSI] ++ +++ -
PYATS2 +++ 4+ -
PYATS3 - ND -
PYATS4 ++ ++ -
X3987 pYA292 - - -
PYATSI] + +++ -
PYATS2 - - -
PYATS3 - ND -
PYATS4 + + -

189



los altos contra esa zona, que mostrd en experimentos previos baja inmunogeni-
cidad (Correa y col., 1988).

Se seleccionaron en un principio las construcciones X3987 pYATS-1 y
x3987 pYATS-4 como las mds adecuadas para ser utilizadas como vectores in
. vivo, dados los niveles de expresién constitutiva que presentaban. Se estudio la
estabilidad de la expresién de los productos recombinantes antes de adminis-
trarlos in vivo. Para ello se cultivaron de cada una de las cepas seleccionadas
10, 25 y 50 generaciones y se analiz6 el porcentaje de colonias que mantenian
la expresién en cada caso. La cepa 3987 pYATS-1 resulté ser la mds estable,
‘con un 100% de colonias que expresan un producto recombinante a las 25 ge-
neraciones y un 60% después de 50 generaciones. Sin embargo, la bacteria
transformada X3987 pYATS-4 mostr6 niveles de estabilidad més bajos, puesto
que a las 50 generaciones s6lo un 20% de las bacterias mantenfan la expresion.
Dados estos resultados se seleccioné 3987 pYATS-1 para estudiar su inmuno-
genicidad y capacidad de colonizacién in vivo. Experimentos preliminares en
cerdos y ratones mostraron que se produjo colonizacién bacteriana en el tracto
digestivo, higado y bazo, y se pudo detectar respuesta inmune anti-Salmonella
en los animales inoculados. Se estd evaluando la respuesta contra el VGPT

En la proteina S del VGPT existen secuencias lineales cortas que son capa-
ces de ser reconocidas por anticuerpos monoclonales. Entre ellas se encuentra
la secuencia correspondiente al sitio antigénico D (Correa y col., 1988). Este es
un sitio lineal capaz de inducir anticuerpos neutralizantes, que consta de una se-
cuencia central de 7 aminoacidos SYGEIPFG, incluida en una secuencia de 27
amino4cidos flanqueada por dos cisteinas. Estas dos cisteinas probablemente
forman un puente disulfuro, dando lugar a una estructura con forma de lazo, en
la que la secuencia central quedaria altamente expuesta. Se ha demostrado que
péptidos sintéticos que representan el sitio D son capaces de inducir anticuerpos
neutralizantes en conejos (Posthumus y col., 1990; C. Smerdou y L. Enjuanes,
resultados no publicados). El oligonucleétido se cloné en el pldsmido de expre-
sién pYA3048 (Jagustzyn-Krynickat y Curtiss, resultados no publicados) en fa-
se con el extremo carboxiterminal del gen LT-B, que codifica la subunidad B de
la toxina termoldbil de E. coli, bajo el control del promotor Ptrc. Esta toxina ac-
tia como un potente adyuvante en la induccién de respuestas en el tracto gas-
trointestinal, induciendo preferentemente el isotipo IgA de las inmunoglobuli-
nas. Su eficacia estd basada en la formacién de pentdmeros con afinidad por el
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gangliésido GM1, muy abundante en la superficie de las células epiteliales in-
testinales, lo que facilita la presentacién intestinal del antigeno asociado. Se ob-
tuvo una coleccién de pldsmidos recombinantes que se denominaron pYALT-D,
que inclufan construcciones en las que el oligonucledtido del sitio D se habia
introducido en forma de monémero o polimero (Figura 3). Se analizé la expre-
sién de los pldsmidos pYALT-D en los dos sistemas bacterianos inducibles E.
coli X6097F" y S. typhimurium %3730 pYA232 mediante electrotransferencia e
inmunoadsorcién con AcMs especificos del sitio D, 1DG3 y 8DH8 (Jiménez y
col., 1986). Se seleccionaron cuatro construcciones del sitio D que expresaron
la subunidad LT-B con uno a cuatro sitios D en el extremo carboxiterminal. To-
dos estos productos recombinantes se asociaban formando pentimeros que ex-
presaban de 5 a 20 sitios D por complejo, respectivamente. La estabilidad de
los complejos despues de 50 generaciones era proxima al 100%. En la actuali-
dad se esta analizando su potencial inmunogénico in vivo.
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Figura 3. Productos de fusidn entre la subunidad B de la toxina labil de E. coli y el sitio
antigénico D.

La expresién en vectores eucaridticos como adenovirus es importante en el
caso de los antigenos del VGPT dependientes de glicosilacién, como los sitios
A y B. Los adenovirus tienen tropismo entérico y un genoma ADN, lo que faci-
lita su uso como vectores (Graham y Prevec, 1992). La expresion heterdloga,
usando adenovirus, se puede conseguir mediante la recombinacién entre el ge-
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noma de un adenovirus defectivo y secuencias de adenovirus que flanqueen un
gen heterélogo clonado en un pldsmido. Se ha utilizado la regién dispensable
E3 del adenovirus Ad5 para clonar antigenos del VGPT. En nuestro laboratorio
se han clonado en AdS nueve fragmentos del gen S (Figura 4). Se recuperaron
virus Ad5 recombinantes que contenfan secuencias del VGPT después de co-
transformar células humanas 293 con dos plasmidos que codifican las porcio-
nes derecha e izquierda, respectivamente, det genoma del adenovirus humano.
De ellos, tres expresaron antigenos del virus GPT. Interesantemente, el recom-
binante AdS-PS-3 inoculado en hamsters, indujo anticuerpos neutralizantes pa-
ra el VGPT. Ello indica que estos vectores pueden ser muy Utiles para la protec-
cién frente a la GPT.

Desarrollo de animales transgénicos productores de substan-
cias activas o resistentes a infecciones virales

Los animales transgénicos se obtienen normalmente por introduccién de
genes en animales convencionales o por modificacién de genes preexistentes,
de forma que la alteracién genética se transmita a la descendencia. Los anima-
les transgénicos se pueden considerar como biorreactores con una capacidad de
multiplicacion ilimitada, y con un elevado potencial productor de formacos, a
bajos costes. Hasta hace poco, el desarrollo de estos animales modificados ge-
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Figura 4. Fragmentos del gen S del VGPT colnados en AdS.
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néticamente se consideraba un proyecto lejano. Actualmente, varios tipos de
animales transgénicos se encuentran a las puertas de la comercializacién.

Obtencién de animales transgénicos

La introduccién de genes en las lineas germinales de mamiferos se puede
realizar por varios procedimientos: a) microinyeccién del ADN directamente en
el pronicleo de huevos fertilizados (Figura 5); b) infeccién de embriones im-
plantados previamente con retrovirus portadores de los genes de interés; ) pro-
duccién de animales quiméricos por combinacién de células de los embriones
de varios animales; y, d) utilizacion de células progenitoras embrionarias para la
introduccién de genes exdgenos en blastocistos. No obstante, la microinyeccién
directa del ADN en el prond-
cleo de huevos fertilizados es
la técnica mds usada.

El primer articulo des-
cribiendo la obtencién de

animales transgénicos se pu-
blicé en 1980. Posteriormen-
te, se mostré que los genes

EMBRION EN ESTADO ~ .
DE PRONUCLEO .extrafios se integraban en los

cromosomas celulares y pa-
saban a la progenie via linea
germinal. En los siguientes
aflos muchos investigadores
IMPLANTACION EN EL obtuvieron animales transgé-

nicos, incluyendo ratones,
ovejas, cerdos, conejos, va-
cas, cabras, y peces. Normal-
\ 114 oias O cestacion  mente el desarollo de anima-

@e Figura 5. Obtencién de cerdos
transgénicos
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les transgénicos es un proceso largo y costoso. Por ejemplo, la obtencién de un
cerdo transgénico puede tardar cinco afios y costar 50 millones de pesetas. Esto
impone una limitacién seria sobre el néimero y tipo de animales transgénicos a
generar. Ello hace que los ADNSs extrafios que se quieran introducir en los ani-
males deben construirse y seleccionarse cuidadosamente antes de iniciarse la
obtencién del animal transgénico. Para ello, estd siendo de gran ayuda el desa-
rrollo de sistemas de transformacién por proyectiles de tungsteno recubiertos
con DNA, que se aceleran mediante sistemas de gases comprimidos (biolistica).
Estos proyectiles al introducirse en los tejidos de animales vivos producen lo-
calmente una expresion transitoria del producto de interés, lo que permite anti-
cipar si el animal transgénico que se proyecta construir va a funcionar.

Tipos de animales transgénicos

Los animales transgénicos pueden ser de tres tipos: a) productores de subs-
tancias activas sobre el propio animal, como la hormona del crecimiento; b)
productores de substancias de interés farmacoldgico; y, ¢) animales resistentes a
enfermedades. Ejemplos de productos obtenidos en animales transgénicos de
los dos primeros tipos se resumen en la Tabla 5. El enfisema pulmonar se pro-
duce por la falta de o-1-antitripsina. Un paciente con esta deficiencia requiere
al afio 200 g de antitripsina para su tratamiento. Teniendo en cuenta que existen
- 20.000 enfermos de este tipo, se deducird la importancia de unas ovejas trans-
génicas desarrolladas que secretan este farmaco en la leche. Asimismo, se han
obtenido cabras transgénicas productoras del activador del plasminégeno, un
farmaco 1til en el tratamiento de la oclusién coronaria. Se han obtenido cerdos
transgénicos productores de la hormona bovina del crecimiento. Estos animales

TABLA 5 Productos farmacolégicos obtenidos en animales trasgénicos

¢-1-Anti-tripsina = Enfisema pulmonar
Activador del plasminogeno = Oclusién coronaria
Lactofenina o Antibacteriano
Hormona crecimiento o Desarrollo
Inmunoglobulinas (=) Terapia
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crecen mds deprisa que los normales y producen menos grasa, pero presentan
problemas fisiolégicos cuando son adultos. Las vacas producen anualmente
10.000 litros de leche; se han disefiado vacas transgénicas que secretan farma-
cos de alto valor en la leche. Teniendo en cuenta que se pueden obtener 30 g de
un fArmaco por litro de leche, una sola vaca produciria 300 kg de este producto
por afio. Esto convierte a este tipo de animales transgénicos en biorreactores de
alto interés. '

Los animales tipicamente productores de leche como las vacas, ovejas y
cabras, tienen la ventaja de poder ser convertidos en animales transgénicos que
secreten productos farmacéuticos. Los cerdos, que habitualmente no se explo-
tan como animales productores de leche, tienen grandes ventajas para ser trans-
formados en animales transgénicos por varias razones: a) el nimero de 6vulos
fertilizados obtenido de una cerda prefiada es superior al que se puede obtener
de las vacas, ovejas y cabras; b) los cerdos son multiparos y pueden ser recepto-
res de un mayor nimero de embriones por animal; c) la eficiencia en la produc-
cién de cerdos transgénicos por 6vulo inyectado es del 0.3%, una eficiencia
aniloga a la obtenida en otras especies; y, d) los intervalos de generacién de los
cerdos son de 11 meses, mientras que para las cabras y vacas oscilan entre 11 y
24 meses. Globalmente, la ventaja del uso de cerdos en la obtencién de anima-
les transgénicos, repecto a las otras especies, se podria estimar de 6 a 1. En el
caso de los cerdos transgénicos, de alto interés socioeconémico, la tendencia se
centra en la actualidad en el desarollo de animales resistentes a infecciones vi-
rales. La idea es construir animales supertransgénicos con resistencia a diversas
enfermedades. Estos animales transgénicos son de varios tipos, algunos de los
cuales se describen a continuacién.

La inmunidad intracelular estd basada en la expresién de una proteina viral
anomala que interfiere en la replicacion del virus salvaje. Se han obtenido ani-
males transgénicos que expresan este tipo de proteinas interferentes y evitan la
replicacidén del virus salvaje, originando un nuevo tipo de inmunidad que actiia
a nivel intracelular. Esta inmunidad no se basa en la induccién de anticuerpos o
linfocitos citotéxicos, como la respuesta inmune habitualmente conocida. Ello
ha permitido el desarrollo de células con resistencia a los virus Herpes, al virus
productor del sida, y a los virus causantes de la leucosis aviar y de la gripe.

Otro tipo de animales transgénicos resistentes a enfermedades se basa en la
existencia de la proteina Mx1 en ciertas estirpes de animales, lo que les confie-
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re resistencia a la infeccién por virus como el de la gripe. Esta proteina se indu-
ce por el interferén, que a su vez se produce como respuesta a ciertas infeccio-
nes virales. Se han obtenido ratones transgénicos en los que se ha introducido €l
gen de la proteina Mx1. Cuando estos animales se infectan por ciertos virus, se
induce interferén, lo que activa la resistencia a la infeccion.

Un tercer tipo de animales transgénicos, productores de inmunoglobulinas
secretadas en la leche, se estd desarrollado en nuestro laboratorio. El objetivo es
obtener cerdas transgénicas que secreten en la leche anticuerpos monoclonales
que confieran proteccién a la progenie, contra infecciones por coronavirus u
otros virus intestinales. Muchos virus y bacterias infectan a los animales recién
nacidos en un momento en el que su sistema inmune no estd desarrollado para
desencadenar una respuesta inmunolégica protectora. La proteccién en estos
casos se proporciona a los recién nacidos a través de la leche. Durante la lactan-
cia, las madres inmunizadas activamente antes del parto, secretan inmunoglo-
bulinas, que son adsorbidas por la progenie en las primeras horas después del
nacimiento (inmunidad lactogénica). El virus de la GPT infecta a los lechones
recién nacidos y causa su muerte en unos pocos dfas. Se ha determinado que ia
administracién oral de inmunoglobulinas purificadas especificas para el virus
proporciona proteccion frente a la GPT. Asimismo, se han obtenido anticuerpos
monoclonales que reconocen un determinante antigénico altamente conservado
en el virién. Estos anticuerpos neutralizan la infectividad viral muy eficiente-
mente. El proyecto que se estd desarrollando propone la expresion de los genes
que codifican las cadenas pesadas y ligeras de este anticuerpo monoclonal, bajo
el control del promotor wap. Este promotor controla la expresion de una protei-
na muy abundante en la leche y el calostro, y s6lo se activa en gldndulas mama-
rias durante la lactancia. Ello permitird la obtencién de animales transgénicos
que transfieran en la leche, a los lechones recién nacidos, un anticuerpo neutra-
lizante para el virus GPT, proporciondndoles resistencia a la infeccién por este
virus. La resistencia de estos animales transgénicos a infecciones virales, se
puede ampliar a otros agentes patégenos que infecten el tracto gastrointestinal
durante los primeros dias de vida.

El desarrollo de animales transgénicos es una tarea compleja que requiere
1a colaboracién de al menos tres equipos con experiencia en la biologia molecu-
lar e inmunologifa del virus, el control de la expresién génica especifica de teji-
do, y la obtencién de animales transgénicos. Grupos expertos en estas dreas
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existen en Espafia, por lo que mediante una colaboracién adecuada, se puede
conseguir en nuestro pafs el desarrollo de estos animales.

Conclusiones

El disefio de procedimientos para la induccién de inmunidad en mucosas y
lactogénica se considera de alto interés. Uno de los métodos mds efectivos es la
obtencién de vectores bacterianos o virales con tropismo por tejido linfoide
asociado al tracto gastrointestinal. Vectores con estas caracteristicas, basados en
formas avirulentas de S. typhimurium o adenovirus han dado resultados prome-
tedores. El disefio de nuevos vectores, basados en virus defectivos con tropismo
entérico se considera una tendencia clara en el desarrollo de nuevas vacunas.

La obtencién de animales transgénicos es una realidad y estd préxima a la
comercializacion. Estén particularmente avanzados los animales productores de
farmacos de interés, o de substancias que influyen en el desarrollo de razas con
un mayor rendimiento. Se prevé que el interés de los animales transgénicos va-
ya en aumento. En un futuro préximo se utilizardn animales que produzcan
substancias activas sobre ellos mismos, con preferencia a animales a los que se
les administran estas substancias en la dieta. El desarrollo de animales transgé-
nicos requiere la colaboracidn entre varios equipos, preferentemente de organis-
mos piiblicos de investigacion y del sector privado.
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