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Resumen

Desde hace varios afios se ha demostrado mediante diversas investigaciones que las plantas son una
plataforma robusta para la expresion de péptidos con actividad inmunoldgica que pueden ser utilizados como
vacunas. El uso de organismos vegetales es muy conveniente porque resulta econémico, es escalable y permite
que la integracion del material genético se realice mediante técnicas ya bien caracterizadas. La inmunizacién
veterinaria con vacunas generadas en plantas representa una opcion viable para proteger a animales de granja
de diversos patégenos, con esto se pueden evitar pérdidas econémicas o emergencias de salud. A la fecha sélo
la vacuna contra la enfermedad de Newcastle esta disponible en el mercado ya que existen muchas restriccio-
nes por parte de entidades reguladoras. A pesar de esto, las investigaciones respecto a las vacunas producidas
en plantas siguen avanzando a lo largo del mundo, presentdndonos una perspectiva favorable para el futuro.
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Abstract

For several years it has been demonstrated through various investigations that plants are a robust
platform for the expression of peptides with immunological activity that can be used as vaccines. The use of
plant organisms is very convenient because it is inexpensive, scalable and allows the integration of genetic
material using well characterized techniques. Veterinary immunization with plant-generated vaccines re-
presents a viable option to protect farm animals from various pathogens, thereby avoiding economic losses
or health emergencies. To date, only the vaccine against Newcastle disease is commercially available be-
cause there are many restrictions by regulatory agencies, in spite of this. research on plant-derived vaccines
continues to advance throughout the world, presenting a favorable outlook for the future.
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Introduccion

Los animales de granja son propensos a contraer enfermedades causadas por diversos agentes, ejemplo

de ello son los parasitos, como los coccidios (Sander, V. et al., 2019); algunas enfermedades virales de importan-
cia en este ambito son el rotavirus bovino, bronquitis infecciosa en pollos, lengua azul en ovejas, entre otras. En el
mercado las vacunas disponibles para conferir proteccion contra éste tipo de infecciones veterinarias son de tipo
atenuadas vivas o muertas, sin embargo, muestran algunas desventajas como la posible reactivacion del patégeno
o problemas durante la produccién (Meyers, A. , 2018).
El desarrollo de vacunas es de suma importancia para proporcionar proteccién contra patégenos a los que se en-
cuentran expuestos los animales, ya que en muchas ocasiones pueden ocurrir pérdidas econdmicas significativas
para los productores de animales para consumo humano (Laughlin, R. et al, 2019); también son una estrategia
para elimina las zoonosis (enfermedades que se transmiten de los animales vertebrados a los humanos) que po-
nen en peligro la salud publica (OMS, 2018).

Los virus zoonoticos causan enfermedades con una alta tasa de mortalidad y numerosos problemas de salud a
largo plazo. Ademas, las enfermedades zoondticas también afectan al sector ganadero y pueden tener un enorme
impacto econémico. Mas del 60% de las enfermedades infecciosas humanas emergentes son zoonosis y el 99%
de los virus desconocidos emergentes son zoondticos con un riesgo potencialmente alto de propagarse a nivel
mundial (Zahmanova et al., 2022). El reciente brote de coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2), que ha causado millones de muertes en todo el mundo, demuestra la importancia de las
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Figura 1. Representacion esquematica de la transmision de enfermedades zoonéticas y las tecnologias
basadas en plantas utilizadas para la produccién de vacunas (Zahmanova et al., 2022).
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Desde hace algunas décadas las plantas han representado una opcién viable para la produccion de pro-
teinas recombinantes que sirven como vacunas, de forma econémica y escalable a distintos niveles (Ribicky, E.,
2018), fue en los afos 90 cuando la popularidad de esta alternativa incrementd (Govea-Alonso, D. et al., 2014).
Las plantas se han presentado como una plataforma robusta para la generacién de vacunas apropiadas para la
inmunizacién de animales de granja porque las especies vegetales empleadas para la expresion de proteinas anti-
génicas pueden ser aquellas que los organismos consumen en su dieta de manera regular e incluso se explora la
posibilidad de administrarlas de manera oral (Joensuu, J. et al., 2008).
La vacuna veterinaria ideal debe proteger contra multiples patégenos, ser producida con facilidad, ser segura y
libre de efectos secundarios, proporcionar proteccion a largo plazo contra enfermedades e infecciones y ser lo
suficientemente barata como para proporcionar una ventaja de costo-beneficio. (Huai-Yian et al., 2010).

sDesde cuando se fabrican vacunas a partir de plantas?

En general, el uso de plantas para producir biomoléculas es un area de investigaciéon innovadora que
se inici6 a principios de la década de 1990 bajo el nombre de biopharming o agricultura molecular de plantas,
entendida como el uso de plantas modificadas genéticamente para producir una amplia gama de productos far-
macéuticos e industriales (Frisio & Ventura, 2021).

Aunque desde hace varios afos se ha trabajado de manera extensiva respecto a la investigacion y desarrollo de
vacunas en plantas y se han obtenido algunos resultados muy favorables para la proteccion contra distintas en-
fermedades, hoy en dia las vacunas vegetales tanto para uso veterinario como humano siguen sin encontrarse
disponibles en el mercado debido a las estrictas regulaciones impuestas por entidades como la Food and Drug
Administration (FDA).

A nivel global, los datos muestran que el nimero de solicitudes de patentes respecto a estas tecnologias se mantu-
vo bastante constante hasta el aflo 2015. Desde entonces, las solicitudes de patentes han crecido constantemente
y casi se duplicaron desde el periodo 2011-2015 (33 familias de patentes) al periodo 2016-2020 (60 familias), sin
embargo, los datos del 2020 se consideran como incompletos debido al tiempo transcurrido entre la solicitud de
patente y la publicacion (Frisio & Ventura, 2021). Hasta el momento la tinica vacuna generada en plantas que ha
sido aprobada es contra la enfermedad de Newcastle en aves de corral, se expresa en células de tabaco en suspen-
sién y se aprobo en 2004 (Takeyama, N. et al., 2015).

+Como se ocupan las plantas para hacer vacunas?

Las estrategias para producir proteinas recombinantes en plantas con actividad inmunoldgica son: 1) la integra-
cién del ADN de interés en el genoma nuclear de la planta hospedera, lo cual puede lograrse utilizando el sistema
de Agrobacterium; 2) integracion del material genético de interés en un genoma de un virus vegetal; y finalmente
3) por agroinfiltracién (figura 3) con Agrobacterium (Joensuu, J. et al., 2008).

Como se observa en la figura 2, la integracion del material genético puede ser estable o transitoria dependiendo
de la técnica que se utilice para introducir el material genético en la planta.
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Figura 2. Estrategias de ingenieria genética para producir plantas transgénicas con la
informacion genética para los péptidos de interés (Aswathi et al., 2014).

Plantas hospederas empleadas

Desde el descubrimiento del potencial que tienen las plantas como un vehiculo de expresion de antige-
nos se han explorado el manejo y uso de distintas plantas.
Las especies mds utilizadas hasta ahora son el tabaco, papa, lechuga, tomate, alfalfa, soja, de igual manera se usan
semillas como el maiz y el arroz. La papa se encuentra entre las mas importantes debido a que las lineas transgé-
nicas se pueden producir de manera eficiente utilizando la entrega de ADN mediada por Agrobacterium. (Ma-
son et al., 2002), no obstante la utilizacién de este no es tan comun, debido a que la vacuna debe de ser consumida
cruda, con el fin de evitar que los antigenos se desnaturalizan en la coccién. Desde el punto de vista econdmico,
los sistemas mads rentables son la alfalfa, la soja y el maiz. En la tabla 1 se muestran los hospederos mas utilizados
para la expresion de proteinas, las ventajas y desventajas que representan cada uno.

Gran parte de los estudios que se tienen hasta el momento han utilizado como plantas modelo a Arabidopsis
thaliana y el tabaco, sin embargo Arabidopsis thaliana no es rentable debido a la baja cantidad de biomasa que
genera (Liew & Hair-Bejo, 2015). Por otro lado el tabaco ademas de presentar elementos reguladores establecidos
para el control de la expresion transgénica, su rendimiento de biomasa y rapida escalabilidad lo hacen atractivo
para su implementacion en la agricultura molecular comercial. (Fischer et al., 2004)
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Figura 3. Plantas (Nicotiana tabacum) que se mantienen
boca abajo para introducir agrobacterias (portadoras de
la proteina de interés) mediante el proceso de infiltracién
al vacio (Wirz et al., 2012).

Tabla 1. Caracteristicas de los sistemas hospederos (Liew & Hair-Bejo, 2015).

i

Hospedero Yentaja Desventaja
Se encuentra disponible una variedad de |
IIneas v mutantes de Arabidopsis con
informacion genética accesible.
Tamafio de genoma pequefio v cclo de
vida corto,

Facilidad excepcional para la
transformacion mediante el enfoque

Wrabiclopsis thaliana Baja biomasa

mediado por Agrobacterium .

Pratocolos de transformacion v expresion

establecidos.

Caontiene alto contenido de

Alto rendimienta de biomasa. nicotina v otros alcaloides
Tabaco Cultivos no alimentarios v no forrajeros. toxicos.

Menos riesgo de contaminacion de los Mo es posible el consumao

piensos v las cadenas alimentarias dirzcto.

humanas.

Crudo comestible v (til para vacunas

Lechuga humanas.
Crecimiento rapido.
Protocolos de transformacion establecidos.
Propagacicn clonal, bajo riesgo de El tubéreulo crudo no es
b cruzamiento &n la produccion a campo aceptable y la coccidn puede
apa abierto. causar la desnaturalizacion de la
El procesamients industrial de los proteina extrania.
tubérculos esta bien establecido.
oeptable en forma cruda. Es qa natura!aza Scitla y pusde
WAt rendimiento de biomasa. SBFfII‘IDEII'H[JﬂhHE con algunos
Tomate antigenos o su uso en lactantes.

El cultivo y procesamiento industriales

gstan bien establecidos. £ sar faciments.

Cultivo de cereales mas utilizado para la
agricultura molecular.
Gran tamafo de grano y alto rendimiento de

Planta de polinizacion cruzada.
Preccupaciones por la

haiz biomasa por hectérea mr'[lamlinacién .dB |os cultivos de
La manipulacion y transformacion in vitro maiz slimentaric.
del maiz estan bien estudiadas.
iBlto rendimiento de biomasa.

Aoz Mayor tiempo de produccicn.
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Implementacion de las vacunas a base de plantas en animales de granja

La implementacion de vacunas comestibles son candidatas para abarcar enfermedades virales, para-
sitarias y bacterianas. Sin embargo el auge de las vacunas comenzé con las enfermedades virales, debido a que
existen pocos tratamientos rentables en animales, no obstante, con el incremento de la resistencia bacteriana por
el uso excesivo de antibidticos se ha aumentado la necesidad de encontrar nuevas alternativas.

A pesar de las ventajas que conlleva su implementacion, todavia no existen ejemplos en el mercado. En
el 2004 Dow AgroSciences desarrollé una vacuna para la enfermedad de Newcastle a partir de células de plantas
de tabaco, esta vacuna obtuvo la aprobacién regulatoria del Centro de Bioldgicos Veterinarios del Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) (Santi, 2009).

Existen diversas vacunas vegetales que se han posicionado como candidatas en el tratamiento de enfermedades
veterinarias, un ejemplo es la bronquitis infecciosa aviar que es una enfermedad respiratoria aguda y altamente
contagiosa que puede afectar al rifién y al tracto reproductivo (Majo et al., 2021); en un estudio Zhou et al. (2004)
examind el potencial de expresar la proteina S1 proveniente del virus de la bronquitis infecciosa en papa. El es-
tudio demostrd que la papa tiene la capacidad de expresar la proteina S1 e inducir la generacién de anticuerpos
neutralizantes del virus, generando un 85% de proteccion a los pollos expuestos al virus.

Se han hecho diversos estudios para el desarrollo de una vacuna producida por plantas contra el virus de la
gastroenteritis transmisible porcina (TGEV). Ha sido posible expresar antigenos neutralizantes de la proteina en
plantas como el tabaco transgénico, plantas de Arabidopsis, tubérculos de papa, y en semillas de maiz (Joensuu
etal.,, 2008).

Se considera que los cultivos alimentarios utilizados habitualmente en la alimentacién animal, como la
alfalfa, el trébol blanco o los cereales, pueden ser buenos candidatos para la produccion de vacunas, ya que debe-
rian requerir un procesamiento limitado para mantener la integridad funcional del antigeno (Ling et al., 2010).
En la tabla 2 se muestran ejemplos de ensayos inmunogénicos de administracion oral en animales de granja de
mayor tamafo, como el ganado vacuno o el porcino.

Tabla 2. Eficacia de las vacunas veterinarias candidatas administradas por via oral
en bovinos y cerdos (Ling et al., 2010).

Estudio Patégenc Antigeno Sistema de Eficacia
(afio) produccion
Khandelwal | Virus de la peste | Hemaglutinina  Hojas de Virus inmunogénico y
et al. {2003) | bovina cacahuate neutralizado en el
ganado
Lamphear TGEY TGEV-5 Semillas de Inmunogenico y
at al. (2002} maiz pratectar en lechonas
Joensuu Escherichia coli | Adhesina Hojas de Inmunogénico y
et al. (2006) | enteratoxigénica | fimbrial F4 alfalfa protector en cerdos
FaeG.
Shewen Neumonia Leucotoxina Alfalfa Respuesta inmunitaria
et al. (2009) | (Mannheimia mejorada tras la
hemuolitica) exposicion solo en
temeros
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También se han realizado varios intentos de vacunas contra enfermedades virales en bovinos, entre ellas
la del Virus de la fiebre aftosa desarrollada en quinoa (Chenopodium quinoa), Nicotiana benthamiana, Stylo-
santhes guianensis, Nipponbare (arroz Japonica), Crotalaria juncea, tomate y Nicotiana tabacum; contra el Ro-
tavirus en N. benthamiana, tomate, Chenopodium amaranticolor y Medicago sativa; para el Virus del papiloma
bovino y el Virus de lalengua azul en N. benthamiana; y contra el Virus de la diarrea viral bovina en N. tabacum
y M. sativa (Ruiz et al., 2015).

¢Por qué son una opcidn viable para proteger a los animales de granja?

Las vacunas fabricadas en plantas presentan una diversidad de ventajas en comparacion con las vacunas
elaboradas en sistemas de produccion convencionales como las células bacterianas y levaduras. Entre las venta-
jas, se pueden resaltar la siguientes:

Medicago Inc. informé que una vacuna se puede producir en plantas dentro de los 21 dias posteriores a la iden-
tificacion de la secuencia genética del virus en cuestion causante de una enfermedad, lo cual significa una ventaja
frente a la produccion de vacunas convencionales con virus atenuados que requiere al menos 6 meses (Shim et
al., 2019). Otra ventaja es un menor costo de produccién y procedimientos mas sencillos para obtener proteinas
en stock a granel: de 10 a 50 veces menor que los productos derivados de Escherichia coli y 140 veces menor
en comparacion con la produccion de células de insecto basadas en baculovirus. Ademads, las plantas son mas
seguras que los sistemas convencionales porque las plantas no contienen patégenos animales ni humanos, en
contraste con los sistemas de produccion basados en células de mamiferos donde existe el riesgo de contamina-
cion con virus y priones (Rosales-Mendoza et al., 2017).

Los sistemas vegetales son una plataforma de produccién de vacunas respetuosa con el medio ambiente con
bajos requerimientos energéticos y sin emisiones de gases de efecto invernadero, lo que reduce el coste de las
vacunas (Su et al., 2021).

Con respecto a la generacion de plantas como vacunas comestibles, este sistema permite disminuir la necesi-
dad de costosas fermentaciones, purificaciones, almacenamiento en frio (son estables a temperatura ambiente),
transporte y entrega estéril. Ademas, es un medio deseable de vacunacion debido a la simplicidad y seguridad de
la administracion (Clarke et al., 2017).

Paises y centros de investigacion lideres en el desarrollando vacunas veterinarias a partir de plantas
El analisis realizado por Frisio y Ventura (2021) revela que la actividad de innovacion en este campo de inves-
tigacion no se distribuye por igual en todo el mundo. Estados Unidos es el pais lider (la Universidad del Estado
de Ohio en Estados Unidos es la institucion publica mas fuertemente enfocada en vacunas veterinarias, y en el
sector privado se destaca Advanced BioNutrition Corp.) seguido muy por debajo por la Republica de Corea y el
area EPO (Estados miembros de la Organizacién Europea de Patentes), Gran Bretafa y Suiza son los paises que
mas contribuyen a la actividad del area europea, posteriormente se ubican Japén y China.

+Qué se ha hecho en México?

Las zoonosis parasitarias como la cisticercosis afectan gravemente la salud humana y son responsables
de pérdidas econdémicas considerables en la cria de animales en los paises en desarrollo y desarrollados (Fragoso
etal, 2017).

La cisticercosis humana, se caracteriza por la presencia de larvas de Taenia solium en los tejidos hu-
manos, ocurre cuando las personas ingieren los huevos del parasito de alimentos, bebidas o suelo contaminado
por las heces de otra persona portadora de la tenia adulta. Por lo tanto, los humanos se convierten en huéspedes
finales de la etapa larval del parasito y desarrollan cisticercosis de manera similar a los cerdos, los huéspedes
intermedios naturales. En lugares donde tanto la disposicién inadecuada de las heces humanas como la crianza
deficiente son comunes, los cerdos tienen acceso a las heces humanas e ingieren huevos de T. solium. Los huevos
maduran en oncosferas y metacestodos y se alojan en los musculos estriados y otros tejidos de los cerdos, el hués
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ped intermediario natural; alli, los metacestodos evolucionan a larvas (cisticercos). Cuando los seres humanos
ingieren carne de cerdo mal cocida infectada con cisticercos, las larvas se adhieren a la mucosa intestinal. Luego,
el gusano adulto comienza a crecer, y el ciclo de vida se completa cuando la tenia adulta se elimina con las heces
humanas (Torres, 2015).

Consumo de carne de
cerdo cruda o semi cruda

. con cisticercos

La cisticercosis se
desarrolla en el tejido
muscular de cerdos

o

La cisticercosis se
aloja en tejidos '
humanos como el
cerebro, los ojos y los
musculos

T
V4

Las proglétides con huevos de
tenia pasan al medio ambiente a
través de las heces

Los cerdos y los humanos son
infectados al consumir alimentos o
agua contaminados con huevos

Figura 4. Ciclo de vida de Taenia solium (Torres, 2015).

Debido a que los cerdos son los huéspedes intermedios obligados para completar el ciclo de vida del

parasito, es necesario desarrollar vacunas contra la cisticercosis porcina para frenar la transmision humana. Una
alternativa para prevenir la cisticercosis es la vacuna S3Pvac-papaya desarrollada a partir de la papaya (Carica
papaya L. “Maradol Tabasco”) por Edda Sciutto, Gladis Fragoso, Marisela Hernandez y su equipo de trabajo en
el Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIBm) de la UNAM, esta vacuna en vez de ser inyectada, es adminis-
trada via oral.
La vacuna estd compuesta por tres péptidos (KETc12, KETcl y GK1 de 8, 12 y 18 aminoacidos, respectivamente)
(Rassy et al., 2010), expresados en plantas transgénicas de papaya, los péptidos se introducen en callos embriogé-
nicos de papaya por medio de biobalistica (Fragoso et al., 2017). S3Pvac induce una proteccion significativa contra
la cisticercosis en cerdos, tanto experimentalmente como en el campo donde la transmision es frecuente. También
induce altos niveles de proteccion contra la infeccién experimental por tenia en hamsters (Rassy et al., 2010).
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Figura 5. Vacuna S3Pvac-papaya en callos embriogénicos de papaya.
Fotografia tomada del Boletin UNAM-DGCS-406.

Regulaciones gubernamentales

Las regulaciones para las vacunas de origen vegetal pueden ser complicadas debido a la complejidad de
la tecnologia que se utiliza para desarrollarlas, por lo tanto, los requisitos cambian constantemente para mante-
nerse al dia con los avances tecnoldgicos.

Las regulaciones sobre plantas transgénicas en la Union Europea, que son posiblemente las mas restrictivas, utili-
zan un enfoque fuertemente precautorio basado en procesos. Una vez que se aprueba una planta transgénica, los
Estados miembros pueden optar por que la planta no se cultive o utilice como alimento basando su decision en
“motivos legitimos” distintos de los riesgos para la salud o el medio ambiente, por ejemplo tradiciones culturales
(MacDonald et al., 2015).

Por el contrario, el marco regulatorio para las plantas modificadas genéticamente (GM) en los EE. UU. se basa en
el producto (MacDonald et al., 2015). En este pais hay dos departamentos encargados de la regulacion de plantas
GM: el Departamento de Agricultura (USDA) es el responsable de monitorear la produccion de plantas hospe-
dantes, con el fin de evitar la contaminacion alimentaria y brindar proteccion contra posibles escapes al medio
ambiente; y la Administracién de Drogas y Alimentos (FDA) que se encarga de regular el manejo de las plantas
que se emplean como vehiculos para la obtencion de productos farmacéuticos. La FDA ha garantizado la segu-
ridad en el uso de vacunas elaboradas a partir de plantas, siempre y cuando estén libres de impurezas, incluidos
otros transgénicos y productos marcadores de resistencia (Takeyama et al., 2015).

Por otro lado, el sistema canadiense regula las plantas transgénicas como “plantas con rasgos nuevos’; una clasi-
ficacién basada enteramente en la presencia de un rasgo recién expresado, independientemente del método de
introduccion. La regulacion de las vacunas veterinarias producidas en plantas recae principalmente bajo la auto-
ridad de la Agencia Canadiense de Inspeccion de Alimentos (CFIA). Dentro de la CFIA, las vacunas y sus insta
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laciones de fabricacion estdn reguladas por el Centro Canadiense de Productos Bioldgicos Veterinarios (CCVB),
los alimentos por la Division de Alimentos para Animales (AFD) y las plantas cultivadas en el campo con ca-
racteristicas novedosas por la Oficina de Bioseguridad de Plantas (PBO). Para la liberacién de un producto, se
requiere la aprobacion de todas las partes reguladoras que estén involucradas en el uso previsto. Por ejemplo, si
una planta produce una vacuna que se va a administrar al ganado por via oral a través del alimento, y la planta se
va a cultivar en el campo, entonces se debe consultar al CCVB, AFD y PBO. Incluso si una planta productora de
vacunas no esta destinada a ser utilizada como pienso o alimento, si su contraparte no modificada es una fuente
de pienso o alimento, la evaluacion requeriria consultar con la AFD (MacDonald et al., 2015).
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Con el paso de los afios ha aumentado el interés en las
plantas para la generacion de vacunas veterinarias. Los
organismos vegetales poseen un gran gran potencial
para la expresion de proteinas recombinantes, sin em-
bargo auin son pocas las vacunas en ensayos clinicos. La
comercializacion de vacunas comestibles pueden servir
S como una mejor alternativa a las vacunas convenciona-
C ONCLUSI ON les en un futuro proximo. Las plantas son una excelente
alternativa como plataforma para generar vacunas capa-
ces de proteger a animales de importancia econémica de
diversas enfermedades, sin embargo, para lograr que su
implementacion sea una realidad, ademas de los esfuer-
zos realizados por los investigadores para desarrollarlas,
es necesario que se agilicen los procedimientos necesa-
rios para permitir su aprobacién y comercializacion.
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