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PLANTAS COMO FABRICAS DE PROTEINAS RECOMBINANTES HUMANAS

Dora Janeth Garcia J*
Resumen

Las plantas han sido empleadas por cientos de afios para propdsitos medicinales.
Actualmente la biotecnologia vegetal se ha expandido masivamente, el desarrollo de
herramientas de ingenieria genética, biologia molecular, cultivo de tejidos y técnicas
de fermentacion han permitido el crecimiento de las células y microorganismos bajo
condiciones controladas, dando origen a la produccion de materiales de alto potencial
clinico e industrial. “Plant molecular farming” es una nueva rama de la biotecnologia
donde las plantas, por medio de la ingenieria genética, son modificadas para producir
proteinas terapéuticas como vacunas, citocinas, anticuerpos, factores de crecimiento y
enzimas disminuyendo riesgos de contaminacion, tiempos y costos de produccion.

Palabras clave: Biotecnologia, proteinas recombinantes, plantas transgénicas, ingenieria
genética, Agrobacterium tumefaciens.

Articulo recibido: noviembre 15 de 2010 aprobado: diciembre 9 de 2010

PLANT MOLECULAR FARMING
Abstract

Plants have been used for centuries for medical purposes. Currently, plant biotechnology
has expanded the development of genetic engineering tools, molecular biology, tissue
culture and fermentation techniques have allowed the growth of cells and organisms
under controlled conditions, enabling the production of materials for clinical and industrial
potential. “Plant molecular farming” is a new branch of biotechnology where the plants
through genetic engineering are modified to produce therapeutic proteins such as vaccines,
cytokines, antibodies, growth factors and enzymes while reducing contamination risks,
time and productions costs.

Keywords: Biotechnology, recombinants proteins, transgenic plants, plant molecular
farming, genetic engineer, Agrobacterium tumefaciens.

* Licenciada en Biologia y Quimica. Candidata a magister en biologia molecular y biotecnologia. Junior Specialist in Plant Transformation
Research Center —PTRC-. Universidad de California Riverside. Correo Electrénico: dorag@ucr.edu




Introduccion

La tecnologia del ADN recombinante
y la generacién de organismos
genéticamente modificados hicieron
posible la expresion de proteinas
humanas de amplio valor farmacéutico
como vacunas y anticuerpos en plantas.
Estas son conocidas como proteinas
recombinantes.

Las plantas pueden ser usadas como
biorreactores para la produccién de diversas
proteinas. Durante varias décadas diversos
sistemas de expresion han sido empleados
paralaproduccidndeproteinasrecombinantes
incluyendo levaduras como Saccharomyces
cerevisiae, microorganismos como Escherichia
coli, algas, células y animales transgénicos
(especialmente de insectos). Sin embargo,
las plantas son un buen modelo gracias a
sus bajos costos, estabilidad de la proteina,
tiempos de produccion, facil escalamiento y
obtencion del producto recombinante.

La produccidon de proteinas recombinantes
implica el uso de la biotecnologia a
diversos niveles, incluyendo métodos de
transformacion, control de expresion genética,
expresion en diversas plataformas, seleccién
de la proteina a expresar, su acumulacion,
mantenimiento y estabilidad. Todo esto hace
parte de una nueva rama de la biotecnologia
conocida como “Plant molecular farming.”*

Durante muchos siglos las plantas nos
han proporcionado un sinnumero de
moléculas con aplicaciones médicas
e industriales. Pero, solo a partir de
los afios 80, con la produccién de las
primeras plantas de tabaco transgénicas
se forjaron los inicios de la tecnologia
del ADN recombinante* dando via a la
produccidonen 1986y 1989 delahormona
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de crecimiento humana y el primer
anticuerpo en plantas transgénicas
de tabaco, respectivamente.?!? Estos
resultados mostraron que las plantas
pueden ensamblar varios complejos
multiprotéicosfuncionales, manteniendo
su autenticidad estructural. En 1997
se produjo la primera proteina de alto
valor comercial, la avidina, expresada en
maiz transgénico®*. Desde entonces las
ventajas y posibilidades de la tecnologia
han brindado nuevas oportunidades
para la produccién de un sinnumero de
compuestos de importancia clinica e
industrial.?

Una planta transgénica ha sido modificada
genéticamente con la incorporacion en su
genoma del gen foraneo que codifica una
proteina especifica (por ejemplo, el gen que
codifique el coldgeno) bajo el control de un
promotor constitutivo o inducible. Este gen
producird el coldgeno que posteriormente
serd aislado de un érgano especifico de la
planta.  Actualmente se generan plantas
genéticamente modificadas no solo para
uso en alimentacién (como incrementando
su contenido nutricional en vitaminas o
minerales) sino también para la produccion
de otros compuestos como proteinas o
diversos metabolitos de uso farmacéutico
y/o industrial con potencial comercial
como enzimas, anticuerpos, vacunas,
hormonas, proteinas sanguineas como
albuminas, citocinas, diversas moléculas
de sefializacion, suplementos nutricionales
y nuevos polimeros de interés clinico e
industrial.

El conocimiento, relativa facilidad
y eficiencia de transformacién, la
disminucién de riesgos de contaminacion
ambiental por flujo genético y facil
escalamiento hacen que plantas como
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tabaco, arroz, soya, trigo, canola vy
cebada sean las principales plataformas
empleadas para la produccién de
proteinas recombinantes Sin embargo,
otros sistemas vegetales como papa,
zanahoria, lechuga, alfalfa, arabidopsisy
frijol también han sido empleados para
expresion de proteinas heterdlogas.'*!
En esta revision se muestran algunos
aspectos para la generacion de
plantas transgénicas, plataformas de
expresion de proteinas recombinantes
y algunos productos de interés médico
expresados en plantas, que actualmente
se encuentran en fase experimental o en
mercadeo.

Transformacion genética en plantas

Laingenieriagenéticaesunaherramienta
empleada para la introduccién de genes
foraneos (que pueden ser de la misma
o diferente especie) en las plantas y
gue les proporcionan ventajas como la
resistencia a insectos, a enfermedades
virales, fungicas o bacterianas, tolerancia
a herbicidas, plantas resistentes a
condiciones extremas como alcalinidad,
salinidad, sequia, y frio. Actualmente la
transgénesis en plantas tiene amplias
aplicaciones, entre las cuales se destacan
el uso de plantas como sensores de
genotoxicidad, polucién ambiental vy
como biorreactores empleadas para
la produccién de moléculas bioldgicas
como anticuerpos y vacunas. La
transgénesis también es empleada en
investigacion para identificar claramente
aspectos  moleculares, fisioldgicos,
genéticos y bioquimicos de las plantas.
La transformacion genética se basa en
la introduccién de ADN en el interior de
células vegetales, para ello se requiere
un vector plasmidico en el cual se inserté

el gen de interés, luego, este constructo
genético debe ser incorporado en el
genoma de la planta y finalmente las
células totipotentes (presentes también
en tejidos vegetales) que tienen la
capacidad de dividirse y regenerar una
nueva plantula que expresard la o las
caracteristicas de interés. (figural) Para
llevar a cabo una exitosa transformacion
genética es importante considerar;
el constructo genético, el vector
plasmidico, el tipo de promotor, el indice
de adaptacién del coddén, un eficiente
método para la introduccién del ADN en
el genoma de las células vegetales y un
buen sistema de regeneracién vegetal
gue permita la obtencion de nuevas
plantas transgénicas 22272

La transgénesis puede ser estable
o transiente. La  transformacion
genética estable es aquella en la cual
la incorporacién del gen foraneo o de
interés se da en el genoma nuclear de la
planta y esta informacion sera heredada
a las siguientes progenies. Solo después
de varias generaciones se obtienen las
plantas homocigotas para el gen de
interés. La transferencia del ADN a las
células receptoras fue un proceso que
se inicié en los afios 60, pero solo afios
después y gracias a acontecimientos
como el conocimiento del mecanismo
de formacién de la agalla en plantas por
Agrobacterium tumefaciens (bacteria
Gram negativa, patdgeno vegetal, capaz
deintroducir ADN en las células vegetales
de forma natural ),*° el descubrimiento
del mecanismo molecular para la
transferencia del T-DNA al genoma de la
plantay el clonaje de genes permitieron
el desarrollo de la ingenieria genética
vegetal.




Estos hechos abrieron la posibilidad de
inducir nuevos y diversos segmentos
de ADN (que codifican una proteina
especifica) en el interior de las células
vegetales generando en 1983 las
primeras plantas de tabaco transgénicas.*
Actualmente, la transformacion
genética mediada por Agrobacterium
es empleada en un amplio rango de
especies vegetales como mecanismo
de transformacién estable y transiente.
La transformacién de protoplastos
usando polietilenglicol o micro-inyeccién
y bombardeo de particulas son otros
métodos alternativos desarrollados que
también son empleados dependiendo el
objetivo de la transformacién.?’

Aunque su eficiencia es menor, la
transformacion de plastidios es un
método que ha sido considerado
como una estrategia alternativa a la
transformaciénnuclear. Losplastidiosson
organelas celulares que contienen ADN,
razén por la cual puede llevarse a cabo
la incorporacién de un transgen para la
produccion de proteinas recombinantes
especificas. Los plastidios han sido
considerados biocontenedores naturales
de un transgen, son espacios estables e
ideales para expresar altos niveles de la
proteina en su interior *. La seleccion
de plantas homoplastomicas (cada
cloroplasto lleva el transgen) se logra
después de varias generaciones a partir
de la regeneracion de explantes de hojas
bombardeadas, que tienen la capacidad
de diferenciarse y crecer en el medio de
seleccidon. La biobalistica es el método
empleado para la transformacion de
organelas celulares como los plastidios.
El método involucra el bombardeo de
células vegetales con particulas de ADN
microscépicas recubiertas de oro. ¥’
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Los sistemas de transformacion
transiente, son amplia y rutinariamente
utilizados para la validacidon rapida de
los constructos de expresién. Dentro de
los métodos de expresidon transiente se
tiene: 1. Agroinfiltracidén; este método
desarrollado por Kapila ** consiste
en la infiltracién de una solucién de
Agrobacterium tumefaciens (contiene
en el T-DNA el gen de interés) en el
interior de las células de hojas de tabaco,
facilitando la transferencia del T-DNA
a las células. 2. Infeccion viral, este
método se basa en la habilidad de virus
vegetales para infectar una planta. Virus
como el mosaico del tabaco (TMV) y el
virus X de la papa (PVX) han sido usados
como vectores para la transferencia de
genes foraneos al interior de la planta. El
uso de este sistema de expresién implica
el procesamiento rdpido de la proteina
recombinante para evitar degradacion.

@ﬂ —"Oc‘

2. Clonacion del gen de interés en un
vector plasmidico

1. Identificacion del gen de
interés

G e

4. Inoculacion del tejido vegetal con
Agrobacterium para la transferencia del gen
al genoma vegetal

3. Transformacién genética de
Agrobacterium para incorporar en
su genoma el gen de interés

. |
T

5. Regeneracién del tejido vegetal en
6. Planta transgénica

medio de seleccion
Figura 1. Esquema general para la generacion de plantas transgénicas.”
Imagen ntimero 6: planta transgénica expresando GUS (p-glucoronidasa). Gen
reportero empleado ampliamente en biologia molecular para la localizacion de
untransgen.

La produccién de proteinas
recombinantes requiere un sistema de
expresion estable del transgen, ya que
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el método se basa en la acumulacion
de la proteina de interés en diferentes
organelas vegetales, por ejemplo hojas,
semillas, frutos, raices, plastidios. La
localizacién depende del sistema de
expresion, y la proteina de interés. »

Sistemas vegetales para la produccion
de proteinas recombinantes

Como  eucariotes  superiores, la
presencia de sistemas de glicosilacién y
mecanismos pos-traduccionales de las
plantas, permiten la sintesis de péptidos
pequeiios, polipéptidos y complejos
multiprotéicos funcionales. Ademas, las
células vegetales presentan chaperonas
(proteinas que ayudan a otras proteinas
en su plegamiento, ensamble y movilidad
dentro de la célula) homodlogas a
las presentes en células humanas
facilitando la produccidon, ensamble
y mantenimiento de la proteina v,
con ello, facilitando que una gran
diversidad de biomoléculas puedan ser
potencialmente producidas en sistemas
vegetales. 2

Caracteristicascomoladisminucidondelos
riesgos de contaminacion por patégenos
humanos, practicidad, disminucion de
costos y tiempos de producciéon hacen
gue las plantas se consideren como
invaluables y convenientes sistemas para
la produccién a gran escala de multiples
proteinas recombinantes. Factores como
la cantidad de biomasa, la produccién
de proteina recombinante por hectérea,
facilidad para la transformacién vy
escalado son considerados en el
momento de seleccionar la plataforma
para la expresion de una proteina
recombinante.?’

Actualmente las semillas de algunos
cereales como maiz, arroz, cebada y
trigo son consideradas como buenos
6rganos para la acumulacién de
proteinas recombinantes. Estas pueden
ser almacenadas por largos periodos
y gracias a la ausencia de compuestos
fendlicos puede mantener la estabilidad
de la proteina. Ademas, la extraccidon
del producto final a partir de semillas
es facil; en algunas ocasiones se han
hecho fusiones de la proteina de interés
a moléculas oleosas que se asocian
a membranas permitiendo su rapida
separacion del sistema vegetal. Y una de
las principales ventajas de las semillas
es que la vacuna, antigeno o proteina
farmacéutica sea suministrada de forma
oral para ser usadas como proteinas
para inmunizacién, inmunoterapia y
tratamiento de enfermedades.?

Suspensiones celulares

El cultivo de células vegetales en
suspensidon es una alternativa para la
produccidn de proteinas recombinantes.
Este sistema requiere condicionesin vitro
estériles, manejo de nutrientes y de los
sistemas de aireacidn para la produccién
de la proteina de interés. Una de las
principales ventajas en el uso de este
sistema de expresién es la reduccién de
la heterogeneidad de la proteina debido
a la uniformidad en tamafio y tipo de
células empleadas.?> ° Ademads, es
considerado un sistema rapido ya que no
implica la regeneracién y caracterizacion
de la planta transgénica, los costos no
son elevados, es un método seguro vy las
lineas celulares productivas pueden ser
generadas en pocos meses permitiendo
su escalado. Sin embargo, la disminucidn
en la produccién de la proteina en la




fase estacionaria debido al incremento
de actividad proteolitica y la existencia
de pocas lineas celulares caracterizadas
son limitantes para esta plataforma
de produccién. La vacuna contra la
enfermedad de Newcastle para pollos es
un ejemplo de producto recombinante
expresado en células en suspension. %

Proteinas recombinantes producidas en
plantas

Algunos  productos  recombinantes
expresados en plantas se muestran en la
tabla 1.

Vacunas

Una vacuna es una preparacion
antigénica que al ser aplicada en un
organismo permite al sistema inmune
responder y “defender” ante wuna
enfermedad particular. Se han empleado
bacterias, levaduras, y células animales
como sistemas de expresion de vacunas
recombinantes. Una de las aplicaciones
mas prometedoras de las plantas como
biorreactores para producir vacunas
es su potencial uso para la produccion
de antigenos en tejidos vegetales
comestibles (vacunas comestibles). La
produccion de proteinas antigénicas
en los tejidos vegetales permitiria
protegerlas de la degradacién en el
tracto gastrointestinal . Algunas vacunas
expresadas en tabaco, arroz, maiz, soya,
frijol, papa, tomate y banano han sido:
Antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B.3%!11% 34 | 3 subunidad B de la
enterotoxina termolabil de Escherichia
coli (LTB),'®*73% La subunidad B de la
toxina de Vibrio cholerae (CTB)®*:2%
La B-glicoproteina de citomegalovirus
humano, el péptido D2 de Staphilococcus
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aureus, la hemaglutinina, el epitope de
Plasmodium falciparumylaproteina Gdel
virus de la rabia.®>3143¢ Algunas vacunas
con propésitos veterinarios también han
sido expresadas en plantas, por ejemplo
para la influenza aviar, la enfermedad de
Newcastle y la hemaglutinina de la peste
bovina expresada en mani. 192233

Eleccion dela proteina de interés

.

Disefio y desarrollo del
constructo genético

L

Seleccion de la plataforma
vegetal para la expresién de la
proteina

b

Transformacidén genética

.

Regeneracion de la planta

.

Expresion de la proteina de
interés

-

Extraccién y purificacion del
producto recombinante

.

Evaluacioén clinica

.

Escalamiento y mercadeo

Figura 2. Esquema general para la
produccion de una proteina
recombinante en plantas.

Tabla 1. Algunos productos
recombinantes derivados de plantas
actualmente en fase clinica, comercial o
experimental 2 17.27-
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Tabla 1. Algunos productos recombinantes derivados de plantas actualmente en fase clinica, comercial o experimental. ™

PLANTA PRODUCTO RECOMBINANTE COMPANIA/ESTADO

Alazor Insulina SemBioSys Canada

Alazor Inmunosphere SemBioSys Canada

Alfalfa Colageno Medicago Inc.

Arroz Hirudina (Anticoagulante) Applied Phytologies Inc.

Arroz Lactoferrina Ventria USA

Arroz Lisozima Humana Ventria USA

Arroz Factor Intrinseco Humano HIF Cobento Biotech AS- Dinamarca

Canola Hirudina SemBioSys Genetics Inc.

Cebada DERMOkine e ISOkine (Factores de ORF Genetics
crecimiento)

Espinaca Proteinas de fusion, epitopes de rabia Thomas Jefferson University

Lechuga Antigeno de superficie Hepatitis B Thomas Jefferson University
(HBsAg)

Maiz Avidina (Proteina de la leche) ProdiGene Inc.

Maiz Hirudina (Anticoagulante) Epicyte Pharmaceutical Inc.

Maiz Hirudina (Anticoagulante) IPT, Monsanto

Maiz Toxina Termo Labil de E. coli ProdiGene USA

Maiz Proteina de la capside del virus de la ProdiGene USA
gastroenteritis (TEGV)

Maiz Lipasa Gastrica Meristem Therapeutics France

Papa Proteina de la capside del virus de Arizona State University
Norwalk

Papa Antigeno de superficie Hepatitis B Arizona State University
(HBsAg)

Papa Antigeno de superficie Hepatitis B AltaGen Bioscience Inc.
(HBsAg)

Tabaco Colageno Meristem Therapeutics

Tabaco Colageno Crop Tech Corp

Tabaco SEAP humana (Fosfatasa alcalina ) Large Scale Biology Corp.

Tabaco Inmunoglobulina G1 (IgG1) Epicyte Pharmaceutical Inc.

Tabaco Linfoma no Hodkings Large Scale Biology USA

Tabaco Antigeno Parvovirus felino Large Scale Biology USA

Tabaco Antigeno Papiloma Virus Large Scale Biology USA

Tabaco Proteina HN del virus de Newcastle Dow Agro Sciences

Tabaco Vacuna contra H5N1 Medicago USA

Tabaco Anticuerpo contra caries (CaroRX) Planet Biotechnology USA

Tabaco Terapia contra cancer (DoxoRx) Planet Biotechnology USA

Tabaco Resfriado (RhinoRx) Planet Biotechnology USA

Tabaco IgG (ICAM1) Planet Biotechnology USA

Tabaco Anticuerpos contra Hepatitis B CIGB Cuba

Tabaco Alfa-Galactosidasa Planet Biotechnology USA

Tabaco

- Células en | Proteinas HN del virus de Newcasttle Dow Agro Sciences




Anticuerpos recombinantes

Son complejos glicoprotéicos que
reconocen y se unen especificamente
a un antigeno. La individualidad vy
especificidad de unidn permite que los
anticuerpos puedan ser utilizados en
un amplio rango de aplicaciones como
diagndstico, prevencién y tratamiento de
enfermedades . Algunos anticuerpos
recombinantes expresados en tabaco,
arroz y arabidopsis son: 1gG1 contra el
antigeno carcinogénico, empleado en la
terapia contra el cancer de colon y seno;
anticuerpo mAb-so57 empleado como
tratamiento para el virus de la rabia; IgA/
G-S1IgA/G contra antigenos de superficie
de Streptococcus; Inmunoglobulina A,
G, DigA y s1gA contra proteinas de la
capside viral del herpes virus simple,
empleado como inmunoproteccién
contra herpes genitales; anticuerpo
m-Ab contra CD30 humano, empleado
en el tratamiento del linfoma de
Hodgkin; anticuerpo  MAK33IgG1
contra la creatinin kinasa humana MM
empleado en enfermedades cardiacas,
desdrdenes mitocondriales, miopatias,
miastenia y enfermedad de McArdle;
fragmento Fab de MAK33 empleado en
enfermedades neuronales, reumaticas y
otras que alteran los niveles de creatinin
kinasa sérico; 38C13scFv empleado en el
tratamiento de linfoma de célula.

Proteinas sanguineas y otras proteinas
y péptidos de uso clinico

Las proteinas sanguineas son proteinas
encontradas en el plasma sanguineo
con diversas funciones como: El
transporte de diversas moléculas
(lipidos,  hormonas, vitaminas y
minerales); otras proteinas son enzimas
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gue participan en el metabolismo
de diversos compuestos celulares y
otras se encargan del mantenimiento
y regulacion del sistema inmune. Las
proteinas sanguineas son ampliamente
empleadas para  diagndstico de
diversas enfermedades, por ejemplo, la
albumina, proteina sanguinea producida
en el higado, representa el 50% de
las proteinas plasmaticas. Alteracidn
en los niveles normales de albumina
puede ser asociada a enfermedad
hepatica, renal o sistémica.?® Algunas
proteinas séricas expresadas en plantas
son: albumina, aprotinina, encefalina,
hemoglobina, antitripsina al. Otras
proteinas con actividad enzimatica
expresadas en plantas son la proteasa
C, glucocerebrosidasa, la lipasa gastrica
canina, acetilcolinesterasa humana vy
la transglutaminasa humana. Algunas
proteinas y péptidos de uso clinico
expresados en plantas son el colageno,
huridin, endostatin y lactoferrin, el
factor estimulante del macrdéfago,
interferén a, interferén B, interferén
Yy, hormona de crecimiento humano,
eritropoyetina, factor de crecimiento
vascular endotelial e interleukina®%1%12 y
factor de crecimiento de interleukina.®

Conclusion

El uso de plantas transgénicas es una
herramienta ampliamente utilizada
durante los ultimos afos con alto
impacto en la salud humana debido a
su gran potencial para ser empleada
como una alternativa para incrementar
la produccion de vacunas, anticuerpos,
proteinas y diversos compuestos de
interés biofarmacéutico a gran escala.
El desarrollo de nuevos promotores,
desarrollo de nuevas herramientas
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bioinformaticas, el mantenimiento de la
estabilidad de la proteina recombinante,
el incremento de Ila eficiencia de
transformacién y la optimizacién de
los procesos de extraccidon son nuevos
y atractivos focos de investigacion.
Sus  resultados seran  traducidos
en incrementos de  produccion,
simplificacion de procesos y en facilidad
para la expresion y produccién de
una gran diversidad de proteinas o
moléculas recombinantes que podran
ser empleadas para inmunizacion,
diagndstico y/o tratamiento de multiples
enfermedades humanas. La expresién
en tejidos de almacenamiento como
semillas o tubérculos en los que las
proteinas recombinantes pueden
permanecer estables por largos periodos
a temperatura ambiente, removera la
necesidad de establecer y mantener la
cadena de frio para el mantenimiento de
la actividad de la proteina. Estaunadelas
grandes limitaciones para la distribucién
de vacunas en muchas regiones del
mundo. Ademas, la posibilidad de
generar vacunas comestibles obviara el
uso de agujas empleadas en tratamientos
inmunoprotectores; la demanda para
el acceso y uso se veran incrementadas
significativamente.
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