Desarrollo de vacunas vegetales comestibles Adrian Gracia Garcia

ANEXO |
MATERIAL PARA LOS ALUMNOS
DE PRIMARIA.

A. PRESENTACION DE KEYNOTE
B. PROTOCOLOS PARA LA SESION DE LABORATORIO.
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INTRODUCCION

LA INFECCION Y EL SISTEMA
INMUNITARIO

¢ QUE ES EL SISTEMA INMUNITARIO?

Una estructura dindmica de nuestro organismo que nos protege de diversos
agentes patégenos. Formado por un complejo conjunto de células, tejidos y
6rganos que trabajan juntos para prevenir la enfermedad.

VANUNACION

LINEAS DE DEFENSA DEL SISTEMA
INMUNITARIO

Tiene multiples lineas de defensa, entre las que se encuentra la barrera mucosal.
Cubriendo una inmensa superficie, aproximadamente de 400 m2

¢QUE ES LA MUCOSA?

La mucosa es una capa formada por epitelio y tejido conjuntivo, que
reviste las paredes internas de los 6rganos que estan en contacto

con el exterior del cuerpo. Presentan funciones de secrecién, t‘_

absorcion, e inmunolégicas muy desarrolladas y especializadas. ﬂx. ;

. — A

2

Se estima que el 70% de los agentes infecciosos entran en el huésped por las vias
mucosales, por lo que en ellas se produce una intensa actividad inmunoldgica.

MUCOSA
= GASTRICA
MUCOSA ORAL MUCOSA
Y RESPIRATORIA INTESTINAL
MUCOSA MUCOSA
URINARIA

GENITAL




TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A LAS MUCOSAS (MALT)

El inicio de las respuestas inmunitarias especificas al antigeno se produce en el
MALT. Se caracteriza por la presencia de numerosos foliculos linfoides.
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MUCOSA ORAL _,m=>_..mm_.wwv>
Y RESPIRATORIA INTESTINAL

MUCOSA MUCOSA
GENITAL URINARIA
BARRERA QUIMICA J

COMPONENTES:

v Proteinas secretada por las células
epiteliales y las células caliciformes

® | - v Acido gastrico, bilis, varias enzimas
. @ i 1 digestivas, y mucopolisacarido
IS ey sﬁ secretadopor el tracto digestivo
® ]
°
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La barrera de la mucosa intestinal se compone principalmente

de una barrera mecanica, una barrera quimica, una barrera
microbiana y una barrera inmunitaria
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COMPONENTES:
\Omvm de moco
v Células epiteliales intestinales
v Uniones estrechas entre células

v Lamina propia de la mucosa

UNIONES
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LAMINA
proPIA €

VACUNAS

QUE SON, DE QUE TIPOS
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Las vacunas son composiciones biologicas destinadas a estimular y
preparar el sistema inmunitario contra la infeccién o la enfermedad.
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METODO EN EL QUE SE UTILIZA EL AGENTE PATOGENO INTEGRO

Consiste en aislar el virus o la bacteria patégena, e
inactivarlos o destruirlos por medio de sustancias quimicas,
calor o radiacion.

£JEMPLO:
JACNACONTRA
£ EBOLA

Vacuna basada en

Vacuna inactivada Vacuna atenuada P
un vector virico

METODO EN EL QUE SE UTILIZA UNA SUBUNIDAD ANTIGENICA

\ S LR 4 ® Solamente se utilizan los fragmentos especificos del
S virus o la bacteria que es indispensable, el cual

oA reconocerd el sistema inmunitario. Poniendo en marcha
3 la respuesta inmunitaria.
W 3y HIDRATOS DE
4. ® \ CARBONO

ﬁ —>  PROTEINAS

YORIA
LA zw m_ Q,_m_,_gm_oam
VACUNAL SONDEE AGENTENO SUBUNIDAD
1PO COMPLETO ANTIGENICA

METODO GENETICO (VACUNAS DE ACIDO NUCLEICO)

Se utiliza material genético (ADN o S
ARN) para inducir la fabricacién de oﬁOZOOmﬁMCZP
proteinas especificas del virus o Z.OCZ?/:V 0
bacteria. Las cuales activaran la DE mmamasuo {

respuesta inmunitaria.

ADN ARNm PROTEINAS

“ RECONOCIMIENTO

Y ELABORACION
RESPUESTA

. . INMUNE
TRANSCRIPCION TRADUCCION

METODOS DE ADMINISTRACION

Principales sistemas de administracién de fdrmacos para superar las barreras
asociadas a cada via de administracién.

Ssistemas de
administracién
capsulares

N

Sistemas basados en
lipidos (liposomas)

N— 4
Nasal y pulmonar Oraly
gastrointestinal
Ssistemas de
microinyeccion \ \ \ |
. AP ’ TECNOLOGIAS

LY ) AVANZADAS
NG

Cutanea




COMPONENTES DE UNA VACUNA
:»ZIHfo: ® o

% e o
ESTABILIZANTES o0 “
COADYUVANTES

ANTIGENO SUSTANCIA
TENSOACTIVA

O\ O\ om VACUNA . ’

CONSERVANTES DILUYENTE

NO TODOS ELLOS

SON NECESARIOS

¢ QUE TIPO DE VACUNA
CREES QUE ES LA MAS

ADECUADA PARA DISENAR

- UNACOMESTIBLE?

FASES DE DESARROLLO (ensavos cLinicos)

Los ensayos clinicos tanto de vacunas como de cualquier farmaco, sélo se llevan a cabo
después de haber obtenido la aprobacién de la autoridad sanitaria/comité de ética del pais.

?m PRE. , i () g

‘ D'a FASE |
CINICA Eficacia \f)&l
) .rk ) Menos Dosisy
FASE Il Eficaca  Seguridad  de 100  administracién
3, ’A ) ( Masde 1000 |
\KJ FASE diferentes
Eficacia  Sequridad  Entre 200y 500 1] paises
FASE IV \m)W} @ 0 Aleatorias y
Suministro a toda X H‘ doble ciego
e la poblacion y Eficacia Seguridad
seguimiento ~ J
APROBADA

VACUNAS
VEGETALES
COMESTIBLES

COMO SE "HACEN" COMO
“"FUNCIONAN"...




¢ QUE ENTENDEMOS POR VACUNA
COMESTIBLE?

Las vacunas orales producidas en plantas, sellaman formalmente vacunas de
quinta generacién.

i CE PARTE
: comestiblesde  : ; SE —ZA”OU EN
e (COMOSE GORGANISMO
oral. DE UNA —vF_VZAP .
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¢ QUE ENTENDEMOS POR VACUNA
COMESTIBLE?

Las vacunas orales producidas en plantas, sellaman formalmente vacunas de
quinta generacioén.

kg NGENIERIA
: plantas como vacuna, : 2 =—.
 quese S_s_m porvia amzmd— o

: oral. ; =R
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METODOLOGIA DE DESARROLLO

@ 'dentificacién del componente del ﬁ
microorganismo que potencialmente
es mas patégeno.

AGENTENO SUBUNIDAD
COMPLETO ANTIGENICA

@ Construccién de la proteina quimera o transgénica, la cual es la que se
va a expresar en la planta.

COMOESIA \
mmm%ngv GENICA EXPRESION ESTABLE
o ;Sam_uv DEPENDE DE LA
QUIMERA! METODOLOGIA EXPRESION TRANSITORIA

Q)

EXPRESION NUCLEAR ESTABLE

. Consiste en generar transformantes nucleares estables,
N o.cmo & mediado por Agrobacterium tumefaciens. Un vector
nozﬁmqm. bacteriano, que infecta de manera natural a la planta e inserta
Um;mo_mmcBmﬁm:m_mm:mznomsm_mw:OBmo_o_m3mm3m.

Agrobacterium tumefaciens

PLASMICO CON LA
CONSTRUCCION QUE CODIFICA
LA PROTEINA QUIMERA

Tras hacer una herida en la planta la bacteria se
dirige hacia ella, originando una masa
indiferenciada de células transgénicas




REGION CODIFICANTE DEL
ANTIGENO DE INTERES: secuencia TERMINADOR
génica del antigeno patogénico

§' 3
— L
N—— —

PROMOTOR: Expresion REGION no_u__"_gz._..m um_.m.mz DE
b RESISTENCIA: permite seleccionar
estable en localizacién las ol han introducido dich
nudear y de formaa as plantas que han introducido dicha
constitutiva construccion génica. Es un gen de
) resistencia a antibicticos o herbicidas.

OBTENER PLANTAS TRANSGENICAS £y LAS
QUE EL MATERIAL GENETICO INTRODUCIDO
APARECE EN TODAS LAS CELULAS DE 15 PLANTA

SETRANSMITEA A DESCENDENCIA

EL
TRANSFORMAR LAS _u;z;m Oﬁm:mwm_mz
FRAGMENTO DE INTERES ?En_m%%wmogz
NTRO DEUN
OMOCIGOSIS DE i
" EXPRESADO DE FORMA CONSTITUT

Planta que contiene el
gendeinterés el
algunas de las células

Solo algunas de las semillas tendran
incorporado el gen de interés

Se les hace germinar en presencia del
s medio de seleccién. De esta forma crecen
las semillas que hayan incorporado la
7% construccion génica

INDIVIDUOS
HOMOCIGOTOS
=
— @ GERMINACION
EXPRESION NUCLEAR TRANSITORIA
i Consiste en generar transformantes nucleares transitorios,
wmz QUE mediado por virus como vectores de expresion de los cuales
CONSISTE?

hay una amplia variedad y pueden dirigirse a érganos

especificos o a toda la planta. NO se produce la insercién de
la construccién genética.

GENOMA DELVIRUS
CON CONSTRUCCION
QUE CODIFICALA
PROTEINA QUIMERA

REGION CODIFICANTE DEL
ANTIGENO DE INTERES: secuencia
génica del antigeno patogénico

Tras hacer una herida en la planta la
PROMOTOR: Expresion bacteria se dirige hacia ella, originando una
estable en localizacion nuclear masa indiferenciada de células
y de formaa constitutiva.

transgénicas




Planta que contiene el gen
de interés el algunas de
las células o partes

se consigueproducir
grandes cantidades de
INFECCION RNA mensajero

La p'lanta vuelve a e ‘
estar sana, es deir, n
no hay restos del
virus con la
construccion génica

PUEDE

ELEGIRSE EL MOMENTO DE( DESARROLLO

\DAD DE
R LAFUNCIONAL
EN'EL QUE SE DESEA INFECTAR (A PLANTA, VAL

UESE USAN PARA
CONSTRUCCIONES C ESTABLE,Y

Germinacién  Germinacion
epigeal hipogeal
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TN, TP

Nucleotide addition

!

Disrupted DNA

ESTRATEGIAS DE OBTENCION DE
ANTIGENOS

PURIFICACION

Purificarse, y una vez
obtenido el extracto puro
de proteinas, puede
administrarse bien por via
no oral u oral.

PROCESADO "AL NATURAL"

"Extraccion” de la materia

vegetal, la cual puede ser

procesada en una forma
comestible para su
administracion oral

Material vegetal comestible
que contiene un antigeno
puede administrarse por vig
oral con un procesamientg

previo minimo o sin él

ESTRATEGIAS DE OBTENCION DE
ANTIGENOS

PURIFICACION  / \

PROCESADO "AL NATURAL"

V4

Purificarse, y una vep “Extraccion” de la materia terial vegetal comestible

obtenido el extracto furo || vegetal, la cual puede ser contiene un antigeno
de proteinas, pueffie procesada en una forma e administrarse por via
administrarse bien gor via comestible para su oralficon un procesamiento
no oral u oB: administracién oral evio minimo o sin él




Ao-nogo —uczn—oz>2nv UNA VEZ EN EL INTESTINO... Antigeno

La eficacia de la via de inmunizacién de
la mucosa gastrointestinal se basa en gran
medida en elhecho de que las membranas
de la mucosas constituyen el mayor érgano
inmunogénico del cuerpo (GALT)

Linfocitos
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PROBLEMA DE LA ADMINISTRACION ORAL
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PROBLEMA DE LA ADMINISTRACION ORAL

Antigeno funcional
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Antigeno NO funcional

SOLUCION —————— AUMENTO DELADOSIS
= =5 = Grandes dosis de vacunas de subunidades
podria contrarrestar las ventajas de coste de

la administracién ora

ENCAPSILACION
La encapsulaciéon de las proteinas purificadas puede aumentar
considerablemente los costes de produccién de las vacunas.

SOLUCION =———————> AUMENTO DE LA
- = = Grandes dosis de
podria contrarre

la administracj

costes de pro as vacunas.
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ADYUVANTES

Los adyuvantes de las vacunas son sustancias
coadministradas simultdneamente con el antigeno, que
potencian las respuestas inmunitarias. Se consigue
estimular el reclutamiento y la activacion de las células
presentadoras de antigenos.

de

roteinas purificadas

los

subunidades

tajas de coste de

ACTUALMENTE NO
EXISTEN VACUNAS
ORALES CON

ADYUVANTES
AUTORIZADAS PARA
USO HUMANOA

VENTAJAS E INCONVENIENTES DE
LAS VACUNAS COMESTIBLES

INCERTIDUMBRE ALAHORA DE CALCULAR LADOSIS

ADMINISTRACION MENQS COMPLICADA QUE L0S ADECUADA
ORAL

METODOS CONVENCIONALES

~

LACONCENTRACION DF 14 PROTEINA VARIA E

NTRE
PLANTAAS Y FRUTOS

1

1

1

1
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£L MANTENIMIENTO Y DISTRIBUCION ES MAS :
FACIL :
|
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CIERTAS PLANTAS O PARTES DE PLANTAS NO SE COMEN .

CRUDAS, LO QUE PUEDE DESTRUIR LA MAYOR PARTE D

LAS PROTEINAS, Y PORLO TANTO DEJAR DE SER
INMUNOGENICAS.

ESTAN LIBRES DF TOXINAS, PATOGENOS Y NO
TIENEN ELRIESGO DE QUE LAS PROTEINAS SE CONVIERTAN
EN EL ORGANISMO INFECCIOS0

D

A SON MAS ECONOMICASY ESTABLES ALCALOR v




¢ CREEIS QUE PUEDE

y

TENER REPERCUSION EN
LA “VIDA COTIDIANA” EL . z
DESARROLLO DE ESTAS ¢A QUE NIVEL?
~ VACUNAS b

s

CALENDARIODE _; ucomses®
VACUNACION 4 uRo PODRIANSEF
ESPANOL 2022

EJEMPLOS DE
VACUNAS VEGETALES




CALENDARIO DE
VACUNACION
ESPANOL 2022

Virus del papiloma
humano'

L fdodenmeses N Fdadenaios |
EN EN KN KN KN K22 E3X KN K KN ED

- Men
Meningococos C y ACWY* E % H

HEPATITIS B

SI HAY
ENSAYOS

Cirrosishepética o al
carcinoma hepatocelular.

296 millones de personas
padecian infeccién crénica en
2019.

En 2029: 820.000

En 2021. Ensayos clinicos
sobre la administracién oral de
plantas que expresan HBsAg,
sugieren que puede ser un
método eficaz.

VIRUS DE INMUNO-

inmunitario y debilita la
defensa contra infecciones kil Tk

1,5 millones de personas
resultaron infectada en 2021

En 2021:680.000
Desde el origen: 36,3 millones

En los Ultimos afos se ha
conseguido producir proteinas
recombinantes contra el VIH. Sin
embargo, no se han conseguido
resultados esperanzadores en
términos de inmunidad.

MALARIA &

1 1
X
. O

Enfermedad potencialmente
mortal causada por parésitos

’w En 2020: 241 millones

2

En 02020: 627000

Se ha aprobado una vacuna
comercial, pero los costes son
elevados. Fases iniciales de

vacunas desarrolladas en plantas

estan mostrando buenos
resultados.

EBOLA

L
18
-
18

84

/

La enfermedad por el virus del
Ebola (EVE), antes llamada fiebre
hemorragica del Ebola, es un
enfermedad grave, a menudo
mortal en el ser humano

De 2014-2016: 28.645

Desde el origen:11.323

Ejército de los Estados Unidos,
desarrollé una vacuna vegetal
para hacer frente al virus del
Ebola,

SARS COV-2

1
B
-

En Espafia :es de 97.350

Enfermedad respiratoria de leve a moderada, algunas enfermaran
gravemente y requieren atenciéon médica.

Desde el origen de la pandemia: 412.351.279 a nivel mundial.
En Espafia :es de 10.744.394

El desarrollo de vacunas en especies vegetales comestibles
transformadas a nivel nuclear y destinadas a dar lugar a vacunas orales
se consideran objetivos a largo plazo. Sin embargo, el dia24 de febrero
se aprobé en Canada la primera vacuna contra el SARS CoV-2 de origen

vegetal de tipo inyectable.







DESARROLLO DE
VACUNAS VEGETALES
COM ESTIBLES
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BIOQUIMICA Y CIENCIAS BIOMEDICAS

¢{QUE HAREMOS?

~— ESTUDIO DE LA EXPRESION DE
GENES DE PLANTAS MEDIANTE EN
—/ ENSAYO TIPO GUS

(EXPRESION TRANSITORIA)

! i TRANSFEECCION DE PLANTAS

ESTERILIZACION Y SIEMBRA DE
SEMILLAS

* CULTIVO IN VITRO (ESFERAS DE
ALGINATO)
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TRABAJO FIN DE GRADO

) ESTUDIO DE LA EXPRESION
ESTABLE DE GENES DE PLANTAS
) MEDIANTE EN ENSAYO TIPO GUS

OBJETIVO

En esta practica se pretende aprender la metodologia empleada para el estudio de la
expresion estable del gen GUS bajo el control de un promotores de un gen esencial.

Esta técnica estd basada en la utilizacidon de la
enzima B-glucuronidasa (codificada por el gen

— GUS) de la bacteria Escherichia coli, que cuando
es incubada con algunos sustratos incoloros,

puede transformarlos en productos coloreados

r :
. [ > ¢CUAL ES NUESTRO
OH

SUSTRATO?

5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurénido (X-Gluc)

s,
v

El X-GIcA es utilizado por la B-glucuronidasa para crear un precipitado
insoluble azulado

N o
0 1
HO" Y O B-glucuronidasa oL )
OH g%
5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurénido
(X-Gluc) 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo

Pagina 2



TRABAJO FIN DE GRADO

MATERIAL

@ Plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que tienen el
gen GUS bajo un promotor constitutivo.

REGION CODIFICANTE de la TERMINADOR
B-glucuronidasa
5' 3'
| —
-
PROMOTOR REGION CODIFICANTE DEL GEN DE ]
RESISTENCIA

@ Estufa de cultivo a 37°C
B Tubos Eppendrof de 1,5mL

. Reactivo GUS [0,1 M de Tampén fosfato sédico pH 7, 0,5 mM de
ferricianuro potésico (K3Fe(CN)6), 0,5 mM de ferrocianuro potésico
(K4Fe(CN)6), 10 mM de EDTA pH 8, 2 mM de X-Gluc preparado en
DMSO, y 0,1% de Tritén X100]

. Etanol 70%

PROTOCOLO

Se introducen 2

h plantas en el
Eppendorf

Plantas transgénicas de Arabidopsis -
thaliana que tienen el gen GUS X-Gluc (0,5mlL)

Para poder visualizar el precipitado a
azul en las hojas y que no se vea S——
enmascarado - ' |
por los pigmentos fotosintéticos se \ N. |

realizara un destefido de las
plantulas mediante lavados con
etanol

Reacciéon de la
B-glucuronidasa.
a37°C
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TRABAJO FIN DE GRADO

Eliminar la
solucién

Afadir TmL de
etanol 70%

Eliminar la
solucién

Afadir TmL
de etanol
70%

Eliminar la
solucién

TRANSFECCION DE PLANTAS
(EXPRESION TRANSITORIA)

OBJETIVO

Esta es una metodologia mediante la cual se trnsfecta un 6rgano de una planta con el
fin de inocular una bacteria o virus en él, y asi transformarla. La transfeccién consiste
en la introduccién de material genético externo en células eucariotas. Este método es
el mas usado en los laboratorios dedicados a |la expresion transitoria

MATERIAL

B Jeringuilla

- Agua (realmente se emplea la solucién que
contiene el virus o la bacteria transformadte)

. Organismo: Planta de tomate (Lycopersicon)
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TRABAJO FIN DE GRADO

PROTOCOLO

Cogemos
una hoja de
la planta
Llenamos la
jeringuilla de
agua (3mL)

i Por el dorso de la hoja
OBSERVACION! presionamos la jeringuilla

con cuidado

ESTERILIZACION Y
SIEMBRA DE SEMILLAS

OBJETIVO

Conocer la metodologia mediante la cual se hace la siembra de semillas en el
laboratorio.Lo cual deberia realizarse bajo condiciones de esterilidad.

MATERIAL
@ Papeldefitro [ Tubos corning ,

Pinzas B Lelia al 50% y detergente

. Placas con meido de cultivo (agar + sacarosa)

. Organismo: semillas de tomate moneymaher (Solanum
lycopersicum)y de brécoli (Brassica oleracea)
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TRABAJO FIN DE GRADO

PROTOCOLO

ESTERILIZACION

Preparar una

Anadir |
dilucién al 50% naair las

1“

|

- . i — semillas de
— de lejia, mas =
- — | moneymahery
— | dos gotas de = | brécoli
= o3, récoli

Eliminar la :ﬁgﬂ‘
solucién @

L Z

detergente

58

®
. %

<:

L 4
.0

SIEMBRA
Depositar las ™
semillas en papel .
de filtro y dejarlas
secar

Para sembrar las semillas esterilizadas,
cogerlas con unas pinzas y depositar

las semilla sobre la placa de cultivo A PARTIR DE ESTE PUNTO SE DEBERIA HACER
TODO EN UNA CABINA DE FLUJO LAMINAR

CULTIVO IN VITRO (ESFERAS
DE ALGINATO)

OBJETIVO

Esta es una metodologia mediante la cual se observa el crecimiento de ciertas partes
de la planta en condiciones in vitro. En un ambiente el cual se puede controlar. Es un
método usado para observar la expresion, tanto transitoria como estable, de plantas
transgénicas. Y estudiar su evolucién y progresion.

MATERIAL

Pipetas pasteur
Vasos de precipitados
Bisturi o tijeras

Reactivos: Alginato y gluconolactato

Organismo: Planta de tomate (Lycopersicon)
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TRABAJO FIN DE GRADO

PROTOCOLO

Cortar con el bisturi
un pequeio

fragmento de la

planta de tomate

Dar movimientos 3

envolventes al 10

8

vaso hasta que A

veamos la 4

formaciéon de la 2
esfera

Depositar el
fragmento
vegetal en el
gluconolactato
(dejar caer en
forma de gota)

Depositar en el vaso
de precipitados el
material veyatal. En
el cual habra una
solucién de
ALGINATO

Coger con una
pipeta Pasteur (con
la punta recortada) el
fragmento vegetal
junto con alginato
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