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1 Resumen de las ideas clave

En este articulo veremos coOmo expresar en plantas un antigeno de
interés (epitopo de un patégeno) mediante el empleo de un vector
viral, para el desarrollo de vacunas humanas o animales.

La presentacion de epitopos en plantas constituye una estrategia
prometedora para el desarrollo de vacunas por las siguientes razones:
() la proteina de cubierta del virus vegetal actia como soporte para
la exposicidon de los epitopos deseados al sistema inmune de una
manera abundante y organizada, y (ii) los virus de las plantas no son
infecciosos para los humanos y animales, lo que reduce el riesgo de
seguridad asociado con su despliegue y escalabilidad.

2 Introduccion

El uso de plantas para la producciéon de vacunas constituye una
alternativa atractiva a los sistemas tradicionales de produccion de
vacunas, debido a que resultan mas baratas, seguras y faciles de
administrar. Algunas ventajas de los sistemas de expresion vegetal son
la ausencia de contaminacion con patégenos humanos y animalesy
la produccion de grandes cantidades de vacuna, que incluso podria
usarse como vacuna comestible en frutas y hortalizas, a bajo coste,
eliminando la necesidad de extraccion y purificacion, lo que
supondria una importante ventaja para satisfacer las grandes
demandas de los paises en vias de desarrollo.

Existen dos sistemas para expresar las vacunas en la planta; una es la
transformacion genética estable y la otra es la expresion transitoria
usando virus de plantas (Sainsbury y col., 2005). Este articulo docente
esta centrado en la segunda estrategia, y mas concretamente, en la
presentacion de epitopos fusionados a la proteina de cubierta del
virus vegetal.

3 Objetivos

Una vez que el alumno lea con detenimiento este documento, sera
capaz de:

e Entender cOmo expresar proteinas inmunogénicas completas en
el interior del citoplasma de las células vegetales.
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e Entender cOmo expresar péptidos antigenicos fusionados a la
proteina de cubierta del virus.

4 Desarrollo

Para la expresion péptidos inmunogénicos empleando vectores
virales existen dos estrategias.

4.1 Expresion de proteinas completas

Para expresar proteinas completas en el interior del citoplasma de
las células vegetales a través de vectores virales se pueden
emplear diferentes estrategias: "reemplazo de genes", "insercion
de genes" y “complementacion” (Figura 1) (Gleba y col., 2007).
Estas estrategias de expresion de proteinas se describen en el
articulo docente titulado “Desarrollo de vectores virales para la

expresion de proteinas recombinantes en plantas”.

Virus representativo ==| = = =
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Figura 1. Comparacion de las estrategias empleadas para expresar proteinas
inmunogénicas completas en el interior del citoplasma a partir de diferentes
virus. Los rectangulos rosas representan los genes foraneos y los marrones
representan los genes virales. Esquema adaptado de Scholthof y col. (1996).

Este enfoque facilta la acumulacion de las proteinas en
cantidades superiores al 10% de las proteinas solubles totales,
durante un corto periodo de tiempo, y las proteinas sintetizadas
podrian estimular la respuesta inmune humoral y celular.
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4.2 Presentacion de epitopos

Esta estrategia consiste en la expresibn de pequefios péptidos
mediante el sistema de "presentacion de epitopos” fusionados a
una proteina viral, generalmente, a la proteina de cubierta del
virus (Figura 2).
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Figura 2. Estrategia de presentacion de epitopos. La fusion traducional de la
secuencia que codifica el epitopo (rectangulos rosas) al gen que codifica la
proteina de cubierta del virus puede realizarse: a) en el interior del gen; b) en
el extremo 5-termional; o c) en el extremo 3’-terminal. Los rectangulos
marrones representan los genes virales. Esquema adaptado de Scholthof y col.
(1996).

La presentacion de epitopos en las particulas virales se emplea
para la producciéon de antigenos y el desarrollo de vacunas
contra diversas enfermedades humanas o animales. Esta
estrategia consiste en la expresion de pequeios péptidos
fusionados a la proteina de la cubierta viral, de manera que se
proyecten en la superficie de los viriones completos (Figura 3).

La fusidon interna de los péptidos (Figura 2a) requiere que la
modificacion no interfiera con las funciones normales de la
proteina viral. Alternativamente, la fusion puede realizarse en los
extremos 5° o 3" terminales del gen que codifica la proteina de
cubierta (Figura 2b y c]. Tanto las partes N como las C-terminales
de las proteinas de cubierta de muchos virus estan expuestas en
la superficie de las particulas viricas haciéndolas muy
inmundgenicas (Liy col., 2014).
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Figura 3. Representacion esquematica de la presentacion de epitopos (discos
rosas) sobre la superficie de un virus con forma isométrica (Virus del mosaico del
caupi, CPMV) y de un virus con forma de varilla (virus del mosaico del tabaco,
TMV). Esquema adaptado de Scholthof y col. (1996).

La fusidn de un péptido grande en la superficie puede afectar al
montaje de la capsida o al movimiento del virus quimérico a
través de los plasmodesmos, pudiendo provocar una baja
acumulacioén y un retraso en la infeccion sistémica. Ademas del
tamafo, la composicion de aminoacidos y punto isoeléctrico de
los péptidos fusionados también afectan el movimiento de célula
a célula y al movimiento a larga distancia de estos virus
quimeéricos.

El éxito de estas estrategias depende de un conocimiento
detallado a nivel molecular del genoma viral y a nivel de la
estructura del viribn. Actualmente, se han desarrollado ya
numerosos virus de plantas como sistemas de presentacion de
epitopos y se han utllizado para expresar una amplia gama de
antigenos de patégenos humanos y animales, tanto en virus
flamentosos como icosaédricos. El virus mas ampliamente usado
es el del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic virus, TMV), debido
al alto numero de copias de la proteina de cubierta en una
particula viral y a la alta capacidad de acumularse en los tejidos
vegetales, lo que conlleva la obtencion de grandes cantidades
de epitopo. El virus puede inocularse a un gran numero de plantas
y se pueden purificar grandes cantidades de virus utlizando
procedimientos de extraccion sencillos, a partir de plantas donde
se ha desencadenado la infeccion viral sisttmica dos semanas
después de la inoculacion. Ademas, las particulas resultantes son
estables y su repeticion regular facilita la induccion de fuertes
respuestas inmunes celulares y humorales.

La presentacion de epitopos es mucho mas eficaz activando la
respuesta inmunitaria humoral y celular de animales y humanos
que la utlizacion de proteinas enteras. Los péptidos

Pagina 5 de 6



2y UNIVERSITAT
] POLITECNICA
DE VALENCIA

recombinantes suelen ser inestables y poseen una actividad
antigénica débil. Sin embargo, su unién a un soporte de alto peso
molecular como es la proteina de cubierta del virus y la
presentacion del epitopo del patdégeno en la superficie le aporta
estabilidad e inmunogenicidad. El péptido expuesto en la
superficie puede ser facilimente reconocido por el sistema inmune
de mamiferos y servir como vehiculos para producir anticuerpos
especificos.

5 Cierre

La utilizacion de virus de plantas como plataforma para la
presentacion de epitopos utilizados en medicina y veterinaria para la
preparacion de vacunas es una de las aplicaciones mas
prometedora de la bioingenieria

Las principales ventajas de los virus vegetales para este fin son la
posibilidad de producir grandes cantidades de péptidos baratos y
seguros, debido a su no infectividad y no toxicidad para las células
animales y humanas por la ausencia de patbgenos comunes entre los
seres humanos y las plantas.
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