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PRODUCCION DE VACUNAS EN PLATAFORMAS VEGETALES: ESTADO DEL ARTE"
Maria Alejandra Alvarez
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* Este articulo estd basado en la conferencia dictada el 11 de mayo del afio 2022 en la Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica.

RESUMEN

Las células vegetales poseen la maquinaria adecuada para la produccion de proteinas complejas como las animales. Esto las
hace capaces de producir inmundgenos que se pueden usar para formular vacunas. Los sistemas vegetales que expresan
estas proteinas recombinantes se pueden desarrollar a campo o en sistemas confinados (invernaculo, cultivos in vitro, hidro-
ponia). En el primer caso se aprovecha la infraestructura preexistente lo que se traduce en una reduccién en los costos de
produccion, en el segundo caso es posible la bio-contencidon del transgén. En el caso particular de los cultivos in vitro ademas
es posible trabajar en condiciones de buenas practicas de laboratorio y manufactura tal como lo exige la industria farmacéu-
tica. Se ha logrado desarrollar numerosas vacunas para enfermedades humanas (por ej. contra dengue, malaria, influenza,
hepatitis B) y veterinarias (por ej. contra antrax, diarrea viral bovina, aftosa, parvovirus). Dentro de estas se debe mencionar
a las llamadas vacunas comestibles, aquéllas en donde el inmundgeno se expresa en una parte del cuerpo vegetal (fruto,
rizoma, hoja, semilla) que luego es consumida con o sin previo procesamiento y que tienen la ventaja de los bajos costos
asociados a la ausencia de requisitos relacionados con su transporte, almacenamiento y administracion. Recientemente se
ha aprobado la primera vacuna elaborada en la plataforma vegetal para ser utilizada en la emergencia causada por la epide-
mia por SARS COVID-19, desarrollada por la compafiia Medicago inc. (Canadd) y aprobada en el afio 2022 por los organismos
regulatorios del pais de origen. Los recientes desarrollos exitosos actian como motor para avanzar en la consolidacion de
estas plataformas y asi contribuir con la disminucién de la morbilidad y mortandad causada por enfermedades infecciosas y
enfermedades huérfanas que reciben poca financiacién para investigacion y desarrollo.

SUMMARY
PRODUCTION OF PLANT MADE VACCINES: STATE OF THE ART

Plant cells have the appropriate machinery for the production of complex proteins like animal cells which makes them
capable of producing immunogens that can be used to vaccine formulation. Plant systems that express these recombinant
proteins can be grown in the field or in confined systems (greenhouse, in vitro cultures, and hydroponics). In the first case,
the use of the pre-existing infrastructure is translated into a reduction in costs; in the second case, the bio-containment
of the transgene is possible. In the particular case of in vitro cultures, it is also possible to work under conditions of good
laboratory and manufacturing practices as required by the pharmaceutical industry. Numerous vaccines have been devel-
oped against human (e.g.: against dengue, malaria, influenza, hepatitis B) and animal (e.g.: against anthrax, bovine viral
diarrhea, foot-and-mouth disease, parvovirus) diseases. Among these, the so-called edible vaccines should be mentioned,
those in which the immunogen is expressed in a part of the plant body (fruit, rhizome, leaf, seed) that is then consumed
with or without prior processing. These edible vaccines have the advantage of their low costs associated with the absence of
requirements related to its transportation, storage and administration. The first plant-made vaccine approved for human use
was developed by the company Medicago Inc. (Canada) to be used in the emergency caused by the SARS COVID-19 epidemic,
and was approved in 2022 by Canada’s regulatory organisms. The recent successful developments contribute to consolidate
these platforms and thus contribute to the reduction of morbidity and mortality caused by infectious diseases and orphan
diseases that receive little funding for research and developement.

Palabras clave: vacunas vegetales, vacunas a subunidad, cosecha molecular
Key words: plant-made vaccines, subunit vaccines, molecular farming
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INTRODUCCION

En la reunién de las Naciones Unidas del afio 2000 se establecié el compromiso de alcanzar los Objetivos de Desarrollo
del Milenio (ODM) con la finalidad de mejorar las condiciones sociales y econdmicas de los paises en desarrollo. Los ocho
objetivos especificados estaban asociados a la reduccién de la pobreza y el hambre, el acceso a la educacién y atencion de
la salud y el desarrollo sustentable. Estos objetivos se rubricaron y ampliaron en la Agenda 2030 para el Desarrollo soste-
nible aprobada por la Asamblea General de las Naciones Unidas en el afio 2015 (A/Res/70/1). La vacunacion es un medio
eficiente y relativamente econdmico para combatir las enfermedades infecciosas. Dentro de este contexto las vacunas
desarrolladas en plantas surgen como herramientas Utiles para alcanzar algunos de los objetivos ligados a la reduccién de
la incidencia de enfermedades relevantes y de la mortalidad infantil por enfermedades evitables tales como el céleray la
enfermedad causada por la bacteria Escherichia coli enterohemorragica (Penney et al.,2011). La pandemia iniciada en el
afio 2022 causada por el virus por SARS Covid-19 dio a conocer al publico general la existencia de vacunas a subunidad que
utilizan una plataforma vegetal, llamadas popularmente vacunas vegetales. Sin embargo esta tecnologia no es reciente
sino que comenzo su desarrollo en la segunda mitad del siglo XX. La primer patente para una vacuna elaborada usando
esta plataforma data del afio 1990, su finalidad era la prevencion de las caries causadas por Streptococcus mutans (pa-
tente No. 5.654.184 US). El desarrollo consistio en la expresion en tabaco de la proteina de superficie SpaA de S. mutans,
expresion que resultd heredable a la progenie de las plantas transformadas. La SpaA recombinante se mostré estable e
inmunogénica luego de su administracion oral a ratones detectandose anticuerpos anti-SpaA de tipo IgG en sangre y de
tipo IgA en saliva (Mason & Arntzen, 1995; Curtis & Cardineau, 1990). La primera licencia comercial fue otorgada a DOW
Agroscience (LLC, Indiandpolis, USA) para una vacuna veterinaria desarrollada en suspensiones celulares de tabaco (Nico-
tiana tabacum L.) destinada a prevenir la enfermedad causada por el virus de Newcastle en aves de corral (Sparrow et al.,
2007). Desde entonces se han usado una gran variedad de plataformas vegetales (plantas y cultivos de células de especies
tales como tabaco, arroz (Oryza sativa L.), alfalfa (Medicago sativa L.), zanahoria (Daucus carota L.), tomate (Solanum
lycopersicum L.), batata (lpomoea batatas L.), soja (Glycine max (L.) Merr.), ginseng siberiano (Eleutherococcus senticosus
Rupr. & Maxim.) 'y coreano (Panax ginseng C. A. Meyer), lechuga (Lactuca sativa L.) , papa (Solanum tuberosum L.), al-
gas y musgos) para expresar inmundgenos contra una gran variedad de enfermedades infecciosas humanas (hepatitis B,
influenza, célera, malaria, VIH, rabia, contra E. coli enterohemorragica, entre otras) y veterinarias (antrax, aftosa, diarrea
viral bovina, entre otras) (Meric et al., 2021; Sharma & Negri, 2021; Kumar et al., 2018; Takeyama et al., 2015; Rybicki,
2014; Mason & Arntzen, 1995).

En el afio 2012 la FDA la primera proteina recombinante producida en plantas (proceso llamado cosecha molecu-
lar o molecular farming) para uso en humanos. Se traté de la tagliglucerasa alfa (Elelyso®, Protalyx; Uplyso®, Pfizer)
producida en suspensiones de células de zanahoria para el tratamiento de la enfermedad de Gaucher tipo 1 (Mor,
2015; Zimran et al., 2015; Grabowski et al., 2014; Fox, 2012; Ratner, 2010). Esto resulté un hito para la investigacion
en el drea de la cosecha molecular incluyendo la produccion de inmundgenos para el desarrollo de vacunas.

En el aio 2022 los organismos reguladores de Canada aprobaron la primera vacuna desarrollada en plantas
(Nicotiana benthamiana Domin) para uso humano. Se traté de la vacuna Covifenz® desarrollada por la compafiia
Medicago para ser usada en la emergencia resultante de la pandemia por COVID-19 (Maharjan & Choe, 2021).

Sistemas vegetales para la produccion de vacunas

Los sistemas vegetales son una plataforma alternativa a los sistemas tradicionales de produccién de vacunas
(bacterias, levaduras, cultivos de células animales). La eleccién de una u otra plataforma dependera de factores
técnicos y econdmicos. En el caso de los cultivos bacterianos éstos se caracterizan por producir altos niveles de
proteinas recombinantes, pero desarrollan cuerpos de inclusién y poseen limitaciones en cuanto a las modificacio-
nes post-traduccién. En contraste, los sistemas eucariontes realizan estas modificaciones con pequefias variacio-
nes segln la especie. En los cultivos de células animales no existen inconvenientes respecto a las modificaciones
post-traduccidn, sin embargo, en estos cultivos hay riesgos de contaminacién con patégenos, priones y oncogenes.
Ademas, se desarrollan en medios con alto contenido proteico que encarece notablemente los costos asociados al
proceso de purificacion de la proteina recombinante. En el caso de los sistemas vegetales las caracteristicas que los
hacen atractivos son el hecho de no presentar riesgos de contaminacion por proteinas patégenas de origen animal o
toxinas bacterianas, no formar cuerpos de inclusiéon y cuando se desarrollan cultivos celulares sus medios nutritivos
son libres de sueros y los costos de produccidn son, en general, menores (Alvarez, 2020; Parvathy, 2020; Twyman
et al., 2012; Nandi et al., 2016; Mason & Arntzen, 1995). Por otro lado, dentro de sus desventajas se encuentra el

10



Rev. Farm. vol. 164 N° 2

hecho de que los rendimientos de proteina recombinante son en general bajos. Su uso es cuestionado por parte
de la opinién publica y, en el caso de las vacunas administradas por via oral (vacunas comestibles), el manejo de la
dosis es un punto controversial (Parvathy, 2020; Van Montagu, 2016; Yusibov et al., 2011; Roberts & Kirk, 2006; Kirk
& Mclntosh, 2005; Kirk & Webb, 2005)

Cuando se plantea desarrollar una vacuna vegetal se debe tener en cuenta varios aspectos, algunos de ellos comunes con las
otras plataformas productivas y otros especificos de la plataforma. Estos aspectos son: seleccion y disefio del antigeno a utilizar,
seleccion del vector y del hospedante adecuado, transformacion vegetal, regeneracion de la planta transgénica, confirmacion de
la expresidn del antigeno, evaluacidn y caracterizacion del antigeno purificado o del inmundgeno y determinacién de su inmuno-
genicidad o inmuno-proteccién, ensayos de calidad y seguridad del producto, aprobacidn por parte de los cuerpos regulatorios,
produccién y controles (Monreal-Escalante et al., 2022).

Seleccidon y disefo de inmundgenos: se recurre en general a herramientas de bioinformatica, gendmica y
protedmica. Los epitopes inmunoprotectivos pueden identificarse mediante técnicas tales como fago display.
Después del disefio del inmundgeno se debe optimizar seleccionando los sitios adecuados de restriccidn, los pro-
motores, adaptando el codon a la especie y eliminando intrones y motivos de ARN inestable (Monreal-Escalante
et al., 2022; Dubey et al., 2018)

Seleccidon y diseio del vector: los casetes de expresidn pueden tener un promotor constitutivo o inducible, por
ejemplo, para la expresion selectiva en un tejido u drgano particular (ej.: semillas para un almacenamiento pro-
longado a temperatura ambiente). Se suele agregar regiones en 5 min para mejorar la eficiencia de la traduccion,
en 3 min para la poliadenilacién y estabilidad del ARNm, regiones flanqueantes que favorezcan la expresion me-
diando eventos de recombinacién homadloga para la integracion sitio-especifica, etc. Los vectores mas usados son
los basados en el virus del mosaico del tabaco (TMV) y hay vectores de primera y segunda generacién (descons-
truidos) con una cantidad minima de elementos virales para la replicacidon del vector. La liberacién de ADN a la
célula vegetal es via elementos no virales. Por otra parte, hay vectores binarios que relnen las caracteristicas del
pldsmido binario de Agrobacterium y de vectores de expresidn de virus de plantas. Este tipo de vectores se han
usado para sistemas de expresion de anticuerpos monoclonales debido a los altos y estables niveles de expresién
de proteinas. Existe una gran variedad de vectores de expresidon comerciales (Meric et al., 2021; Venkataraman et
al., 2021; Hefferon, 2014; Twyman et al., 2012; Tiwari et al., 2009). Un caso particular es el de las particulas tipo
virus (VLPs), proteinas de la capside de virus vegetales recombinantes autoensambladas (PVNs) no infectivas y
sin potencial de replicacion, a los que se les adicionan epitopes antigénicos de un agente patdgeno y que desen-
cadenan respuestas inmunes efectivas (Lua et al., 2013). Las capsides helicoides de virus de plantas no envueltas
son flexibles, estables y en términos de expresidn de genes foraneos son plataformas ideales para los sistemas de
presentacion de epitopes. Virus helicoides tales como el del mosaico del bambu (BaMV), del mosaico del carda-
momo (CdMV), del mosaico de la papaya (PapMV), ringspot de la papaya (PRSV), de la papa (PVX, PVY), virus del
grabado del tabaco (TEV), del mosaico del tabaco (TMV), del mosaico del zucchini amarillo (ZYMV), entre otros,
han sido manipulados para presentar epitopes inmunogénicos en sus superficies lograndose elaborar con éxito
vacunas experimentales (Patel et al., 2021; Balke et al., 2018; Dubey et al., 2018; Lua et al., 2013).

Eleccidn del hospedante: se debe considerar la capacidad de transformacion y regeneracidn in vitro de la es-
pecie vegetal, la estrategia de expresion (estable nuclear, en cloroplastos, transitoria), la facilidad de establecery
mantener el cultivo y el rendimiento de biomasa, la presencia de sustancias téxicas que requieran de purificacién
o si se va a administrar sin purificar y/o cruda. En el caso del tabaco suelen utilizarse especies con bajo contenido
de nicotina o se realiza una extraccién y purificacién de la proteina (Aliahmadi et al., 2006).

Sistemas de produccion: pueden ser a campo o confinados (invernaculo, hidroponia, cdmara de cultivo, bio-
rreactor). El tipo de cultivo puede encontrarse fuera o dentro de la cadena alimentaria como es el caso de Nico-
tiana benthamiana, tabaco, lenteja de agua, Arabidopsis thaliana (L.), Heynh. o dentro de ésta como es el caso
de arroz, maiz, zanahoria, tomate, soja, lechuga, papa, alfalfa, banana (Musa x paradisiaca L.), papaya (Carica
papaya L.) (Monreal-Escalante et al., 2022)

Transformacion vegetal: se refiere de esta manera a la incorporacion del gen o genes que codifican para la/s
proteina/s de interés en la célula vegetal para su expresidn. Se puede alcanzar mediante una transformacion es-
table que implica la integracion al genoma nuclear o del plastido, o mediante una transformacién transitoria que
lleva a la produccion de la proteina de interés sin integracion del gen que la codifica al genoma del hospedante
(Alvarez, 2020, Tiwari et al.; 2009).

La transformacion estable puede ser nuclear o en cloroplastos, en este caso el transgén se integra al genoma
de la planta o del cloroplasto y de esta manera, es heredable y las plantas transgénicas obtenidas pueden ser
multiplicadas para la produccidon de la proteina de interés. Puede lograrse mediante métodos directos (electropo-



Alvarez

racién, biobalistica, sonicacion), mediante el uso del patdégeno natural Agrobacterium tumefaciens o de vectores
virales o una combinacién de ambos. En el caso especifico de la transformacidén nuclear el constructo posee en
general secuencias sefial que dirigen la expresién de la proteina a una vacuola, al RE (KDEL) o al apoplasto para
aumentar la acumulacién del antigeno. El proceso demanda tiempo pues luego de la transformacién se requiere
la regeneracion de la planta. Muchas veces la transformacion nuclear origina bajos niveles de expresién prin-
cipalmente debido a efectos posicionales sobre la expresidn del transgén o al silenciamiento génico. Aparecen
ademas riesgos de escape génico por lo que debe invertirse en estrategias de contencién. Un ejemplo dentro de
la gran variedad de desarrollos realizados es el de la expresion de la proteina de fusién F1-V que combina dos
antigenos inmunogénicos de Yersinia pestis por transformacién nuclear en tomate. Los frutos congelados que
expresaban la proteina de fusién recombinante fueron administrados a ratones por via oral como boost de una
vacuna a subunidad producida en bacterias administrada por via subcutdnea. Se detectaron anticuerpos neu-
tralizantes de tipo 1gG en sangre y de tipo IgA en los pellets fecales cuando se administré el boost con la vacuna
vegetal oral mientras que no se detectd IgA neutralizante en los animales que no recibieron la vacuna vegetal
(Tiwari et al., 2009; Alvarez et al., 2006).

En el caso de la transformacién plastidica los genes foraneos se integran en el genoma de los cloroplastos por recom-
binacidon homdloga. Se caracteriza por ser rapida, con produccién de un alto nimero de copias del transgén lo que lleva a
altos niveles de expresion, es posible la expresion de varios genes, hay una integracion sitio especifica sin el fendmeno de
silenciamiento génico y es ademds un mecanismo de contencién natural del gen. Sin embargo, no es adecuada para pro-
teinas que requieren de modificaciones post-traduccion complejas (Alvarez, 2020; Daniell et al., 2009). La transformacién
de cloroplastos evita las etapas costosas de fermentacidn, purificacién, almacenamiento respetando la cadena de frio y
transporte. La liofilizacién permite el almacenaje a temperatura ambiente reteniendo la eficacia y el plegado/ensamblado
del antigeno. Con esta metodologia se han desarrollado vacunas contra cdlera, enfermedad de Lyme, antrax, tétanos,
rotavirus, parvovirus canino, entre otras. Arlen et al. (2008) produjeron altos niveles del antigeno F1-V de Yersinia pestis
en cloroplastos de tabaco transgénico, alcanzandose niveles maximos de expresion de 14.8 % de proteina total soluble
en hojas. En otro estudio el 33 % de los ratones inyectados subcutdaneamente con F1-V (con adyuvante) sobrevivieron
mientras que lo hicieron el 88 % de los inmunizados oralmente (Daniell et al., 2009). Como ejemplo de vacunas multiples
desarrolladas en cloroplastos se expresd la subunidad B de la toxina del colera (CTB) fusionada con los antigeno-1 de
membrana apical de la malaria (AMA1) y la proteina- 1 de superficie del merozoito (MSP1) expresadas en cloroplastos de
lechuga y tabaco. Se logré inhibir la proliferacion de la malaria en sangre por induccion de anticuerpos especificos en ratén
(Davoodi-Semiromi et al., 2010). Se logré también expresar antigenos del virus del papiloma humano (HPV) utilizando la
proteina de la capside L1 del virus (HPV-16 L1), agente causal del cancer cervical. Se expreso la proteina L1 de una secuen-
cia viral natural (L1v) y de una sintética (L1pt) optimizada para la expresion bajo el control de sefiales de expresion plasti-
dicas en cloroplastos de tabaco. Se observé que los extractos de hojas que expresaban el antigeno resultaron altamente
inmunogénicos al ser inoculados en ratones (Latif et al., 2021; Fernandez-San Millan, 2008).

En el caso de la expresion transitoria el transgén no se integra al genoma, por lo tanto, no se hereda, sino que
se expresa de manera temporal. El gen es integrado a un genoma viral (virus del mosaico del tabaco, del mosaico
de la coliflor, del mosaico de la alfalfa), al plasmido Ti de Agrobacterium, o se emplea una combinacion de ambos
(Magnifection®) para ser utilizados como vector de transformacion. En la célula vegetal el genoma foraneo se
replica en el citoplasma, dando como resultado altos niveles de expresidon de la proteina de interés. La ventaja es
una rdpida expresion, detectable 3 a 4 horas después de la aplicacidn, alcanzando su nivel maximo de expresién
entre las 18 a 48 horas post inoculacién. La expresidn se puede mantener durante 10 a 14 dias con niveles ge-
neralmente mas altos que con la transformacién estable. El proceso es mucho mas sencillo que la generacion de
plantas transgénicas. La cosecha de hojas se realiza dentro de la semana de realizada la aplicacion del vector. La
proteina se extrae, purifica y luego se continta con los procedimientos comunes a otros métodos de produccién
de proteinas recombinantes (Alvarez, 2020; Balke et al., 2018; Tiwari et al., 2009).

Modificaciones post-traduccidn: en las proteinas la glicosilacién, plegado y ensamblado son etapas significativas
para su actividad bioldgica y en consecuencia lo son también para la funcionalidad de una vacuna. Las plantas po-
seen la maquinaria para desarrollar esos procesos preservando la necesaria inmunogenicidad. Las proteinas recom-
binantes en plantas se glicosilan, pliegan y pueden formar proteinas multiméricas pues estos procesos son similares
a los de las células animales (Paravathy et al., 2020). En el caso particular de la N-glicosilacién, los N-glicanos de
plantas difieren de los humanos. En plantas la f-manosa del nucleo central del glicano presenta un sustituyente de
B-1,2-xilosa que no se encuentra en los N-glicanos de mamiferos, mientras que la N-acetylglucosamina (GIcNAc)
proximal esta sustituida por una a-1,3-fucosa en lugar de por la a-1,6-fucosa que se encuentra en mamiferos. Los
GIcNAc terminales en vegetales estdn unidos a B-1,3-galactosa y a-1,4-fucosa mientras que en mamiferos los re-

12



Rev. Farm. vol. 164 N° 2

siduos de B-1,4-galactosa esta frecuentemente combinado con acidos sialicos. Cabe destacar que los patrones de
glicosilacién en plantas pueden ser modificados “humanizando” los derivados proteicos por ejemplo por direccio-
namiento de la proteina recombinante al RE, inactivacién de las glicosiltransferasas vegetales o la expresion de novo
de glicosiltransferasas heterdélogas (Bosch et al., 2013; Gomord et al., 2010; Beck et al., 2008).

Evaluacion y caracterizacion del inmundgeno: La cuantificacion, inmunogenicidad y el potencial inmunopro-
tectivo se analiza por los métodos tradicionales comunes a todas las plataformas productivas (ELISA, ensayos de
proliferacion, determinacion de las respuestas humorales y celulares, entre otras).

Regeneracion de la planta: este es un paso imprescindible cuando se trata de la transformacion estable. Se
lleva a cabo in vitro en presencia de un agente de seleccion. Las condiciones se deben optimizar para cada espe-
cie vegetal y es un proceso que tarda varios meses en alcanzarse. El cultivo a campo de las plantas transgénicas
enfrenta algunas desventajas tales como la posibilidad de contaminacién con agroquimicos, condiciones clima-
ticas adversas, composicidn irregular de los suelos, ataque de patdgenos, caracteristicas particulares de la pro-
teina recombinante que se expresa, como por ejemplo su toxicidad. Para resolver los inconvenientes derivados
de la aparicién de alguno de estos factores se puede desarrollar el proceso en sistemas confinados tales como
invernaculos o cdmaras acondicionadas o en cultivos in vitro (suspensiones celulares, raices transformadas). En
los sistemas confinados los niveles de produccién son moderados, sin embargo, presentan la gran ventaja de la
bioseguridad (sin riesgo de patdgenos, oncogenes, toxinas) y los bajos costos. En el caso de los cultivos in vitro
se suman los bajos costos del proceso de purificaciéon pues los medios de cultivo desde los que se purifica la
proteina de interés son simples, sin componentes proteicos. Al escalar a biorreactores es posible conducir los
procesos fitofermentativos bajo Buena Practicas de Manufactura (BPM) con un control estrecho de las variables
ambientales tal como lo exige la industria farmacéutica (Parvathy, 2020; Franconi et al., 2010; Tiwari et al., 2009).

Se ha comprobado también la capacidad de los cultivos de algas y musgos de expresar proteinas recombinan-
tes. En el caso de las algas se han expresado diferentes proteinas en los cloroplastos del alga fotosintetizadora
uniceluar Chlamydomonas reinhardtii R W.Howshaw & H.Ettl Mediante este mecanismo se han producido vacu-
nas que resultaron estables a temperatura ambiente por tiempos prolongados. Por ejemplo, el dominio de unién
a D2 fibronectina de CTB fusionado a Staphylococcus aureus se expresé de manera estable en cloroplastos de C.
reinhardtii. La vacuna experimental desarrollada y administrada por via oral resulté en una proteccion del 80 %
de los ratones a los que se les administraron dosis letales de S. aureus (Gunasekaran & Gothandam, 2020; Specth
& Mayfield, 2014; Rosales-Mendoza, 2013; Dreesen et al., 2010). En el caso de los musgos se puede mencionar el
caso de Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp. que es capaz de realizar modificaciones post traduccion
del tipo de N-glicosilaciones que resultan idénticas a las de las plantas superiores. Ademads, se pueden propagar
in vitro segun BPM. Un ejemplo de esto es el desarrollo de una vacuna experimental contra el virus de inmunode-
ficiencia humana (HIV). Las lineas de musgos transgénicas produjeron una proteina multiepitope (poli-VIH) que
desencadend la respuesta inmune en ratéon y es candidata a una vacuna a subunidades (Reski et al., 2018; Cools
et al., 2017; Rosales-Mendoza et al., 2014).

Costos de produccion: las plataformas vegetales presentan ciertas ventajas respecto a las plataformas clasicas.
Una de ellas es la posibilidad de usar la infraestructura preexistente para cultivos a campo comerciales ya bien
establecidas. En ambientes confinados los costos también son menores respecto a las plataformas tradicionales.
Ademds, si el inmundgeno no se va a purificar, sino que se va a mantener en el érgano en que se ha expresado,
como por ejemplo es el caso de las vacunas comestibles, no se requiere de costosas cadenas de frio y se evita los
costos e inconvenientes derivados de la purificacidén, almacenamiento y administracion (Paravathy et al., 2020).
Si se utilizan biorreactores los costos légicamente son mayores, pero como ya se menciond los medios de cultivo
son simples vy libres de suero por lo que la purificacidn es mds sencilla y por ende mas econdmica.

Se calcula que el costo de produccién de una proteina recombinante en plantas es 10-50 veces menor que en
procesos fermentativos con E. coli. Se ha calculado el costo de construccién de una planta que cumple Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) para producir 100 kg/afio de una vacuna en Nicotiana benthamiana (suficiente
para mil millones de dosis de 0,1 mg), en aproximadamente 15 millones de ddlares, luego de este gasto los costos
de mantenimiento son relativamente bajos (Penney et al., 2015; Gleba et al., 2005). Los mayores costos de pro-
duccidn se encuentran en la etapa de purificacidn de la proteina. En las plataformas vegetales es posible realizar
la purificacion mediante fusion reversible de la proteina de interés con polipéptidos tipo elastina (ELPs) y separar
las proteinas por precipitacion desde el extracto crudo seguida de resuspensién (Floss et al., 2010), o usando eti-
quetas que lleven a la formacion de cuerpos oleosos (oleosinas) o cuerpos proteicos (hidrofobinas) y separarlos
del extracto crudo por diferencia de densidad (Joensuu et al., 2010; Capuano et al., 2007). A todo esto, se suma la
capacidad demostrada de las plataformas vegetales de producir rdpidamente grandes cantidades de una vacuna
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especifica lo que refuerza su potencial en el caso de brotes epidémicos (Penney et al., 2015).

Seguridad: las plantas no portan patégenos animales o humanos como virus y priones que pueden encontrar-
se en sistemas de cultivos de células de mamiferos o animales transgénicos. Tampoco se encuentran las toxinas
ni se forman los cuerpos de inclusién que pueden hallarse en sistemas microbianos. Las posibilidades de conta-
minacién con patdgenos durante la fermentacidn y los procesos de extraccién son bajas. Si se trabaja en BPM, no
existen preocupaciones de bioseguridad y ambientales en estos sistemas salvo si se generan transgénicos y en
este caso se subsanan siguiendo las normativas de cada pais (Alvarez, 2020; Parvathy et al., 2020).

Dosis: cuando el antigeno se extrae y purifica del material vegetal las etapas de elaboracién son similares a
otras plataformas productivas, de modo que se procede de la misma manera. En el caso de las vacunas comes-
tibles la determinacién de la dosis efectiva para una vacuna liberada en mucosa es mas compleja. Una cantidad
insuficiente de antigeno no alcanzaria a producir la respuesta inmune necesaria para la proteccion e incluso po-
dria desencadenar tolerancia a la vacuna y tornarla inefectiva (Parvathy et al., 2020). Por otra parte, las vacunas
orales requieren de adyuvantes para alcanzar la suficiente actividad inmunogénica.

Sencillez de la preparacién y administracion: el disefio de un vector recombinante y la introduccién e integracion
al sistema vegetal para producir la proteina de interés son relativamente simples. Una vez establecida la plataforma
no es dificil adaptarla para la produccién del inmundgeno de interés cuando un microorganismo o su antigeno evo-
lucionan y se transforman en una amenaza para la salud. En el caso de las vacunas comestibles éstas son sencillas de
distribuir y no requieren de un método particular ni de personal entrenado para su administracién. Los érganos ve-
getales que expresan el inmundgeno (hojas, frutos, semillas) pueden almacenarse cerca del lugar de uso sin riesgos
ambientales y ofrecen inmunidad sistémica y de mucosa. Por el contrario, si no se trata de vacunas comestibles, los
tejidos vegetales que expresan la proteina de interés pueden ser sujetos a métodos convencionales de extraccion de
proteinas recombinantes para ser usadas en la formulacion la vacuna (Parvathy et al., 2020).

Estabilidad, almacenamiento, transporte: segun el érgano o tejido en el que se almacenen es posible la con-
servacion a temperatura ambiente, por ejemplo, si se acumulan en semillas las proteinas son estables por varios
anos sin pérdida de su actividad a temperatura ambiente. Las vacunas comestibles pueden también liofilizarse lo
que les da alta estabilidad en un sistema de distribucién sin requerimiento de cadena de frio (Tiwari et al., 2009).

Inmunogenicidad: La respuesta inmune depende de la naturaleza de la vacuna, su via de administracién y el sistema
de delivery. Para el caso particular de las vacunas comestibles, muchos antigenos son inmunégenos pobres, reconoci-
dos pobremente por los sistemas inmunes y faciles de degradar en el tracto digestivo, Las células vegetales protegen al
antigeno de la degradacién. Inmundgenos tales como la subunidad B de la toxina del célera (CTB), que puede modificar
el medio celular para la presentacién del antigeno, puede actuar como un eficiente carrier transmucosa y sistema de
delivery para vacunas a subunidad derivadas de plantas y superar asi este inconveniente (Yuki et al., 2013).

Riesgos ambientales y de salud: los riesgos potenciales son transferencia génica, exposicidn al antigeno o al mar-
cador de seleccidn, tolerancia oral, alergenicidad, inconsistencia del dosaje, exposicién de trabajadores, exposicion
accidental al antigeno o al marcador de seleccidon en la cadena alimentaria. Estos riesgos son controlables tomando las
medidas apropiadas en todas las etapas de produccion y distribucion de la vacuna (Clark & Maselko, 2020). En lo que
respecta a la posibilidad de escape del transgen y a los métodos de contencidn el uso de cultivos en bioreactores o en
invernaculos y de sistemas de expresion virales aparecen como alternativas menos riesgosas (Franconi et al., 2010).

Vacunas comestibles: Las vacunas orales son medios efectivos para la induccidén de inmunizacién por mucosas
usando la respuesta de IgA y la subsecuente memoria inmunoldgica de mucosas. El término vacuna comestible
aplicado a vegetales que expresan un inmundgeno recombinante fue acuiado por Charles Arntzen en el afio
1990. En ellas el antigeno vacunal es expresado en una parte comestible de la planta o un subproducto y luego de
la ingestion estimula al sistema inmune. Una vez que es ingerido la pared de la célula vegetal protege al antigeno
de la degradacidn por parte de la secrecion gastrica. Los antigenos se liberan en la superficie de la mucosa intesti-
nal, son absorbidos y estimulan una respuesta inmune especifica y fuerte. Resultan atractivas para su distribucién
sobre todo en zonas en donde es dificil mantener la cadena de frio y disponer de instalaciones y vacunatorios
adecuados y por reducir costos al evitar la extraccién y purificacién de los antigenos. Se han elaborado con éxi-
to vacunas comestibles contra coronavirus (MERS-CoV) (brote 2012 a 2016) en tomate y maiz, contra el célera
(brote 2010 a 2013 y 2015) en papa, tomate y algas y contra la rubeola en tomate entre otras (Gunasekaran &
Gothandam, 2020; Patil & Patil, 2006; Charguelegue et al., 2004).

Vacunas antiparasitarias: los sistemas vegetales se usan también para desarrollar vacunas contra varias en-

fermedades parasitarias. Por ejemplo, se encuentra en desarrollo una vacuna contra Taenia solium cisticercosis.
Se trata de una vacuna de bajo costo, multiepitope, desarrollada en tabaco mediada por transformacién con
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Agrobacterium. Se desarrollaron lineas transgénicas por autopolinizacién y obtuvieron plantas T1 transgénicas
a partir de las semillas cosechadas. Se expresaron varios antigenos en un sistema de poliproteina basado en el
mecanismo de escape ribosomal via la secuencia 2A derivada del virus de la aftosa que induce eventos de auto-
clivado a nivel traduccional (Monreal-Escalante et al., 2015; Rybicki, 2014; Betancourt et al., 2012).

Vacunas veterinarias: la investigacidn en esta drea es abundante y se han desarrollado vacunas contra enfer-
medades diversas tales como antrax, virus del herpes bovino, diarrea viral bovina, parvovirus, E. coli enterotoxi-
génica, entre otras (Mc Donald et al., 2015). En tabaco se expresé el virus VP1 de la aftosa en alfalfa, hojas de
Arabidopsis thaliana y en papa mientras que la poliproteina P1-2A/proteasa 3C se expresd en tomate (Pan et al.,
2008; Dus Santos et al., 2002; Carrillo et al., 2001; Carrillo et al., 1998). Epitopes del virus de la enteritis del vison,
hepatitis murinay virus hemorrdgico de conejos se expresaron en Vigna unguiculata. La glicoproteina S2 del virus
de la bronquitis se expresé en papa mientras que el domino N terminal de la glicoproteina del coronavirus causal
de gastroenteritis se expresé en maiz., se expreso la glicoproteina E2 del virus de la diarrea viral bovina mediante
transformacion estable nuclear y transitoria (Nelson et al., 2012) y plastidica (Pérez Aguirreburualde et al., 2013).
Se ha expresado antigenos para el desarrollo de vacunas para peces criados en acuacultivo (salmon, carpa, bagre,
trucha) debido a la alta densidad de individuos que facilita la transmisién de infecciones (Su et al., 2021)

Marco regulatorio

Como las especialidades medicinales desarrolladas en cultivos vegetales para la produccidn de proteinas re-
combinantes con actividad bioldgica no son productos alimenticios los organismos reguladores involucran tanto
a instituciones reguladoras del cultivo de organismos transgénicos como del control de medicamentos (Penney
et al., 2011, Franconi et al., 2010).

En el caso de los Estados Unidos de América la regulacion es a nivel de producto. Las vacunas vegetales se
encuentran bajo el control de la FDA y el departamento de Agricultura (USDA) y, cuando corresponde, el centro
de Medicina veterinaria (CVM). Alli las vacunas a base de plantas se consideran materiales biolégicos ademas de
entidades quimicas, por lo tanto, los productos farmacéuticos elaborados a partir de plantas deben cumplir con la
solicitud de licencia de productos bioldgicos (BLA). En mayo de 2020, el Servicio de Inspeccion de Sanidad Animal
y Vegetal (APHIS) del USDA publicé una revision de las regulaciones de la Parte 340 del Cédigo de Regulaciones
Federales (CFR) 7 (85 Fed. Reg. 29790) que regula la importacion, el movimiento interestatal y la liberacién am-
biental de productos genéticamente modificados (Meric et al., 2021, Tusé 2011, Sparrow et al., 2007).

En la UE, la regulacién es tanto a nivel de produccién como de producto final. Los miembros de la Unién Eu-
ropea tienen tanto su propia regulaciéon nacional como una regulacién centralizada bajo la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) que actia como la contraparte de la FDA en Europa. El Comité de Medicamentos a Base
de Hierbas (HMPC) es el comité de la EMA responsable de recopilar y evaluar datos cientificos sobre sustancias,
preparados y combinaciones a base de plantas, para apoyar la armonizacién del mercado europeo. Sin embargo,
las vacunas de origen vegetal estdn bajo la autorizacion del Comité de Productos Médicos para Uso Humano
(CHMP). Todos los productos farmacéuticos derivados de plantas modificadas genéticamente, incluidas las vacu-
nas a base de plantas, estdn sujetos a la misma regulacion de otros medicamentos derivados de la biotecnologia
que se indica en la Directiva 2001/83/CE de la Comision Europea (sobre el cddigo comunitario relativo a los medi-
camentos para uso humano) y el Reglamento No. 726/2004 (para la autorizacion y supervision de medicamentos
para uso humano y veterinario). Ademas, si la planta hospedante es una fuente de alimento para humanos o para
animales, el cultivo y la liberacion de plantas GM estan regulados por la Directiva de la CE 2001/18/EC (sobre la
liberacion deliberada en el medio ambiente de organismos modificados genéticamente) y 1829 /2003/EC (sobre
alimentos y piensos genéticamente modificados) (Meric et al., 2021, Tusé 2011, Sparrow et al., 2007).

En 2005 la OMS publicé un informe sobre la evaluacion de las vacunas para humanos desarrolladas en plantas. La
principal conclusion fue que es posible aplicar a las vacunas derivadas de plantas las guias ya existentes sobre desarro-
llo, evaluacién y uso destinadas a las vacunas tradicionales adicionando algunas consideraciones especificas como las
referidas a la contencién de los cultivos productores y la eliminacién de los materiales de desecho (WHO, 2005).

En nuestro pais los organismos reguladores son la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica (ANMAT) y la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos (SAGPyA).
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Tabla 1: algunos antigenos vacunales expresados en plataformas vegetales utilizando diferentes estrategias de transformacién
para la prevencion de enfermedades infecciosas humanas y animales

. . Especie Tipo de . )
Patégeno/enfermedad Inmundgeno P P L Destino Referencia
vegetal Transformacion
Hepatitis B Antigeno de superficie S-HBsAg Lechuga Nuclear Humano Pniewski et al., 2018
Mycobacterium tuberculosis Proteina de fusién TBAg-ELP Tabaco Nuclear Humano Dedieu et al., 2010
Yersinia pestis Proteina de fusion F1-V Tomate Nuclear Ratones Alvarez et al., 2006
. H lutini | vil | i6

Sarampion emaglutinina T:m\/nrHu)s del sarampién Lechuga Nuclear Humano Webster et al., 2006
Bronquitis viral Proteina Spike (S) Papa Nuclear Aves Zhou et al., 2004
Norwalk virus (NV) Proteina de la capside (rNV) Papa /Tomate Nuclear Humano Zhang et al., 2006
Rabia Proteina G Maiz Nuclear Humano y canino Loza-Rubio et al., 2012
E. coli
S. typhimurium enteroproteina LTB Tabaco Nuclear Humano Trujillo et al., 2020
V. parahaemolyticus
HIV / AIDS oli-HIV Gp 120y Gp 41 Physcomitrella patens Nuclear Humano Orellana— Escobedo et al., 2015

P P yep (Hedw.) Bruch & Schimp v
Sindrome urémico hemolitico Subumdad_ B de la toxina t,er.mogemca Soja Nuclear Humano Moravec et al., 2007

de E. coli enterohemorrdgica (LTB)
Sindrome urémico hemolitico Shiga toxina tipo 2 Tabaco Nuclear Humano Wen et al., 2006
Enfermedad de Lyme OspA de Borrelia burgdorferi Tabaco Cloroplasto Humano Glenz et al., 2006
SARS-COVID-19 Proteina Spike (S) de SARS-CoV2 NMOUG";:;’;?UWWG Transitoria Humano Hager et al., 2022
Proteina Spike (S) de coronavirus Tabaco con bajo
Severe acure respiratory sindrome (SARS) P contenido de nicotina, Nuclear Ratones Pogrebnyak et al., 2005
(CoV, cepa TOR2)
tomate
Hemaglutinina de influenza (H5) cepa A/ Nicotiana benthamiana - .
Influenza H5N1 Indonesia/05/2005 HSN1 Domin Transitoria Humano Pillet et al., 2018
Papilomavirus humano (HPV) Proteina L1 de la cépside del virus Tabaco Cloroplasto Humano Ferndndez- San Millan et al., 2008
Coélera CTB Arroz Oryza sativa Nuclear Humano Yuki et al. 2013
Enfermedad de Newcastle Hemaglutinin neuramidinasa Tabaco Nuclear Gallinas Vermij et al., 2006
Enfermedad de Newcastle Proteina F Arroz Estable Gallinas Guerrero-Andrade et al., 2006
Aftosa VP1 Nicotiana ber?thammna Estable Cerdos Yang et al., 2007
Domin

Diarrea viral bovina Glycoproteina E2 Cloroplasto Ganado vacuno Pérez-Aguirreburualde et al., 2013
Diarrea viral bovina Glycoproteina E2 Tabaco Transitoria Ganado vacuno Nelson et al., 2012

Virus rinderpest

Hemaglutinina

Mani Arachis hypogaea L.

Ganado vacuno

Khandelwal et al., 2003

El caso de la vacuna contra SARS COVID-19

La plataforma vegetal recibié una gran atencién como alternativa de produccidn rapida de vacunas contra el
COVID-19 durante la pandemia iniciada en el afio 2020. En particular la utilizacidon de los sistemas de expresidon
transitoria resultd atractiva por su rapidez, escalabilidad y buenos rendimientos de proteinas recombinantes

(Maharjan & Choe, 2021).

La compaiiia canadiense Medicago Inc. desarrollé dentro de los 20 dias de recibida la secuencia genética del
SARS-CoV-2 una vacuna contra el COVID-19 por expresion transitoria de la proteina S del virus SARS-CoV-2 usan-
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do particulas tipo coronavirus (CoVLP) en Nicotiana benthamiana. Esto fue posible pues esta compafiia ya tenia
bien establecida la plataforma productiva que habia producido exitosamente vacunas experimentales durante los
brotes de gripe aviar y porcina de afios previos (Hendin et al., 2017, Landry et al., 2014). Ademas de la proteina
recombinante S de SARS-CoV-2 se uso el Sistema Adyuvante 03 (AS03) constituido por tocoferol, escualeno y po-
lisorbato 80 en una emulsidén agua-aceite, producido por GlaxoSmith Kline, que ya se habia usado en tres vacunas
contra la influenza: Prepandrix (H5N1), Pandemrix (HIN1pdmQ9) y Arepanrix (HIN1pdm09) (Maharjan & Choe,
2021). Los datos de ensayos clinicos disponibles hasta la fecha han demostrado que la vacuna CoVLP+AS03 (Co-
vifenz®, Medicago) indujo una fuerte y sostenida produccién de anticuerpos neutralizantes y respuesta inmune
celular. Estudios clinicos de fase 3 realizados con 24141 voluntarios (= 18 afios) de 85 centros diferentes de distin-
tos paises (Argentina, Brasil, Canada, Mexico, Reino Unido y los Estados Unidos de América) mostraron que esta
vacuna resultd eficaz para prevenir el COVID 19 en las diferentes variantes descriptas hasta ese momento con una
eficacia que va desde el 69,5 % contra la infeccion sintomatica al 78,8 % contra la enfermedad moderada a severa
(Hager et al., 2022). Canada autorizo el uso de esta vacuna para su uso en adultos entre 18 y 64 afios en 24 de
febrero del aiio 2022. Por el contrario, la Organizacién Mundial de la Salud no aprobd el uso de esta vacuna para
su uso en la emergencia en pandemia debido la participacién societaria en Medicago de la compaiiia tabacalera
Philip Morris Investments basandose en el hecho de que la OMS y las Naciones unidas tienen una politica estricta
en lo relativo a la participacién de las tabacaleras en la industria de la salud (Dyer, 2022).

CONCLUSION

Alaluz de los desarrollos que se encuentran en diferentes etapas de estudios clinicos queda claro que la platafor-
ma vegetal permitira estar mejor preparado frente a futuros brotes de diferentes virus que puedan surgir en el futu-
ro. En una emergencia o crisis lo que se requiere es la solucidn rapida del problema sin dejar de tener en cuenta los
procesos regulatorios y los estandares de calidad de produccién y administracion. Es imperativo producir vacunas a
tasas que compensen la frecuencia de mutacion de infecciones virales como la influenza, para la cual aparece una
cepa epidémica nueva y Unica cada aio. Las nuevas estrategias recombinantes proporcionadas por la biotecnologia
vegetal, las evaluaciones funcionales exitosas en modelos animales y el hecho de que hay numerosos desarrollos
gue ya se encuentran en las fases |, Il y lll de estudios clinicos indican que en el futuro las vacunas derivadas de plan-
tas seran una parte importante de la lucha contra las enfermedades pandémicas y epidémicas.
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