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Resumen

La biotecnologia vegetal logr6 armonizar los nuevos desarrollos relacionados con los sistemas productivos vegetales con la necesi-
dad de proteinas recombinantes de la industria farmacéutica. La plataforma vegetal resultd una alternativa valida de producciéon
principalmente por poseer la maquinaria adecuada para la sintesis proteica, incluyendo glicoproteinas y proteinas multiméricas.
Dentro de las ventajas de estos sistemas se encuentran: la bioseguridad, pues no hay posibilidad de contaminacién con patogenos,
priones, oncogenes o endotoxinas; la facilidad de escalado, en el caso de los cultivos a campo, pues se realiza con bajos incrementos
en costos; el desarrollo del proceso productivo en condiciones ambientales controladas, en el caso de los cultivosin vitro, pudiendo
trabajarse en condiciones de Buenas Practicas de Laboratorio y Buenas Practicas de Manufactura y en el caso de la expresion
transitoria, la rdpida produccion de proteinas terapéuticas. Una de las limitaciones de las proteinas producidas en vegetales es
la diferencia en cuanto a la glicosilacién respecto a las de origen animal. Esto ha logrado solucionarse mediante la inactivacién
de glicosiltransferasas especificas de plantas o su complementacién con glicosiltransferasas animales heterdlogas. Otra de las
limitaciones para la explotacién comercial de la produccién de proteinas en plantas son sus bajos rendimientos. No obstante, se
han desarrollado estrategias a nivel genético, del mecanismo de expresion (estable o transitoria), de las condiciones y del sistema
de cultivo para incrementarlos. Asi es como mediante transformacion estable o transitoria de diferentes especies se ha logrado
producir una amplia gama de proteinas recombinantes en cultivos agrondmicos o cultivos in vitro. Proteinas funcionales de origen
animal tales como anticuerpos, antigenos vacunales, citoquinas, hormonas de crecimiento, enzimas, biopolimeros y otras protei-
nas industriales han sido expresadas en especies tan diversas como Nicotiana tabacum, N. benthamiana, Daucus carota, Lactuca sativa,
Lycopersicon esculentum, Solanum tuberosum, Oryza sativa, Zea mays, Glycine max, entre otras.

Plant platforms for producing recombinant proteins
for the pharmaceutical industry

Summary

Plant biotechnology succeeded in combining new developments related to plant production systems with the need for re-
combinant proteins in the pharmaceutical industry. The plant platform turned out to be a valid production alternative mainly
because it had adequate machinery for protein synthesis, including glycoproteins and multimeric proteins. Among the ad-
vantages of these systems are: biosafety, since there is no possibility of contamination with pathogens, prions, oncogenes or
endotoxins; the ease of scaling up, in the case of field crops, as it is done with low cost increases; the development of the produc-
tion process under controlled environmental conditions, in the case of in vitro cultures, being able to work under conditions
of Good Laboratory Practices and Good Manufacturing Practices and the transitory expression, in the case of production of
therapeutic proteins, which is done very quickly. One of the limitations of proteins produced in vegetables is the difference in
glycosylation with respect to those of animal origin. This has been solved by the inactivation of plant-specific glycosyltrans-
ferases and/or their complementation with heterologous animal glycosyltransferases. Another limitation of the commercial
exploitation of protein production in plants is its low yields. However, strategies have been developed at the genetic level,
the expression mechanism (stable or transient), the culture conditions, and the culture system to increase them. This is how,
through a stable or transient transformation of different species, a wide range of recombinant proteins has been produced in
agronomic or in vitro cultures. Functional proteins of animal origin such as antibodies, antigens, cytokines, growth hormones,
enzymes, biopolymers, and other industrial proteins have been expressed in species as diverse as Nicotiana tabacum, N. benthami-
ana, Daucus carota, Lactuca sativa, Lycopresicon esculentum, Solanum tuberosum, Oryza sativa, Zea mays, Glycine max, among others.
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Introducciéon

Las plantas sintetizan y acumulan una enorme cantidad de
productos naturales de interés para la industria alimenta-
ria, farmacéutica, textil, quimica, cosmética y perfumeria,
entre otras. En las Gltimas décadas, a estos compuestos se
sumo la posibilidad de producir proteinas recombinantes
en sistemas vegetales mediante la introduccién de genes
provenientes de otros reinos. Las proteinas recombinantes
son proteinas foraneas expresadas en sistemas hospedan-
tes utilizando herramientas de la ingenieria genética y son
producidas en escala comercial mediante fermentaciones
microbianas o cultivo de células animales. A estas plata-
formas tradicionales iniciales se sumaron luego otras pla-
taformas alternativas tales como los cultivos de levaduras,
de células de insectos, de células y 6érganos vegetales y los
animales y plantas transgénicos. La eleccién entre una u
otra plataforma se realiza en base a factores tales como la
aplicacién que tendrd de dicha proteina (en terapéutica,
como reactivo de laboratorio y de diagnéstico, para la ad-
ministracién parenteral o uso externo, entre otros), la ne-
cesidad de modificaciones post-traduccién especificas de
las células animales para conservar la funcionalidad de la
proteina, el costo del escalado para cubrir la demanda, las
necesidades de purificacién del producto final, entre otras.
Este articulo sera una breve sinopsis sobre la produccién de
proteinas recombinantes de interés para la industria far-
macéutica en plataformas vegetales, incluyendo las plan-
tas transgénicas cultivadas en condiciones confinadas o a
campo y cultivos in vitro de células y 6rganos vegetales.

La plataforma vegetal y la industria farmacéutica

La industria farmacéutica requiere de proteinas recom-
binantes en cantidades tales que se dificulta cubrir con
dicha demanda, particularmente frente a las necesida-
des abruptas de estas proteinas, como ocurre en el caso
de las epidemias. La demanda creciente de estos agentes
terapéuticos proyectada hacia el futuro cercano vaticina la
saturacion de los sistemas actuales de produccién, lo que
implica que dichos sistemas resultaran insuficientes. Las
plataformas alternativas, tales como cultivos de células de
insectos, animales transgénicos y sistemas vegetales, apa-
recen entonces como complementarias a las tradicionales.
La eleccién de la plataforma productiva depende de varios
factores, entre ellos las caracteristicas de la proteina que
se desea producir, las necesidades del mercado y los cos-
tos de produccion. Cada una de estas plataformas presenta
ventajas y desventajas relacionadas principalmente con el
tiempo de produccién, los costos operativos, el rendimien-
to de proteina, la contaminacion con patdgenos, la nece-
sidad de modificaciones post-traduccién y el marco regu-
latorio (Tabla 1). En el caso de las células animales éstas
producen en general proteinas idénticas a las requeridas,

pero tienen el riesgo de contaminacion con priones, paté-
genos u oncogenes, que hace que se requieran de etapas de
purificacién que incrementan los costos. Por otra parte, las
bacterias, que se caracterizan por sus altos rendimientos
de proteinas recombinantes sencillas, no pueden llevar a
cabo los complejos procesos post-traduccion tipicos de las
células eucariontes (glicosilacién, plegado) limitando el
espectro de proteinas recombinantes que pueden expre-
sar. Ademas, requieren de etapas adicionales de purifica-
cion, pues las proteinas se suelen almacenar en cuerpos de
inclusion o producen endotoxinas. En el caso de los vege-
tales, éstos poseen la maquinaria adecuada para la produc-
cion de proteinas animales, aunque lo hacen con ciertas
modificaciones en los patrones de glicosilacién, siendo ca-
paces de producir proteinas complejas incluyendo glico-
proteinas y proteinas multiméricas (Strasser y col., 2008;
Alvarez, 2014; Buyel, 2018; Montero Morales y Steinkellner,
2018; Buyel, 2019; Shanmugaraj y col., 2020).

Ante este panorama la biotecnologia vegetal combind
las necesidades de la industria farmacéutica (anticuerpos
monoclonales) con las nuevas biomanufacturas de protei-
nas con el objetivo de obtener productos farmacéuticos de
naturaleza proteica a precios razonables. Estos sistemas
vegetales transgénicos alternativos estan representados
por los cultivos in vitro (células, tejidos, érganos) y por
plantas enteras, obtenidos por ingenieria genética, capa-
ces de producir proteinas homoélogas o heterblogas espe-
cificas.

Transformacion vegetal

La introduccién de un gen o genes heterélogos de interés
en las plantas puede realizarse utilizando procedimien-
tos directos o indirectos. Dentro de los métodos directos
los mas comunes son los fisicos (electroporacidn, bioba-
listica), con una alta tasa de dafo celular, y los quimicos
(mediados por PEG, fosfato de calcio y lipidos artificiales,
entre otros).

Los métodos indirectos involucran la transferencia
de ADN usando vectores tales como cepas de Agrobacte-
rium tumefaciens, vectores virales o una combinacién entre
ambos. La transformacion vegetal mediada por A. tume-
faciens es una de las mas utilizadas para la introduccién
de genes. Esta bacteria habita naturalmente en el suelo y
tiene la capacidad de infectar plantas dicotiledéneas ge-
nerando la enfermedad denominada “corona de agallas”
(De la Riva y col., 1998). La caracteristica mas llamativa
de esta infeccién es la transferencia de un fragmento de
ADN particular (ADN-T) desde el plasmido Ti (Tumor-in-
ducing) al nucleo de la célula vegetal. E1l ADN-T contiene
principalmente dos tipos de genes, los oncogénicos, que
codifican enzimas involucradas en la sintesis de auxinas
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Tabla 1:- Caracteristicas de las diferentes plataformas de expresion de proteinas recombinantes

P . Células Células de
Caracteristicas Bacterias . Levaduras . Plantas
animales insectos
Manipulacién Simple Altos Simple Rapida
Costos Bajos Altos Bajos Altos Bajos
Escalado Sencillo Sencillo Sencillo
- Similares, Similares, Similares,
Plegamientos L s s
i 2 Incompleto Adecuados glicosilacién glicosilacion glicosilacion
post-traducciéon o o .
limitada limitada limitada
vaelef‘d N Alto Alto Medio Medio Bajo
expresion
Patogenos Si Si No No No
humanos
Endotoxinas Si No No No No
Marco . . .
. Establecido Establecido - - Establecido
regulatorio

y citoquininas, responsables de la formacién del tumor,
y los genes que codifican enzimas para la sintesis de opi-
nas. Estos compuestos se forman por la condensacién
de aminoacidos y azicares, y son en conjunto sintetiza-
dos y secretados por las células de la corona de agallas y
consumidos por A. tumefaciens, como fuente de carbono
y nitrégeno. Por fuera del ADN-T se localizan los genes
encargados del catabolismo de las opinas, los genes in-
volucrados en la transferencia del propio ADN-T desde
la bacteria a las células vegetales (genes vir), y por Gltimo
los genes involucrados en la conjugacién entre bacterias
(Zhangy col, 2015). E1 ADN-T ingresa a la planta y se inte-
gra al azar dentro del genoma vegetal por recombinacién
ilegitima a partir de micro-homologias entre el genoma
vegetal y el ADN-T. Una vez que se integra la hebra simple
de ADN, se activa el mecanismo de reparacién de ADN de
la planta y se sintetiza la hebra complementaria (De la
Riva y col., 1998; Wolternik-van Loo y col., 2015). Una vez
alli se expresan sus dos genes, el de las hormonas (onco-
génico) que provoca un crecimiento descontrolado de las
células vegetales, y el que induce a las células a producir
grandes cantidades de opinas, una sustancia que la plan-
ta no puede aprovechar y la excreta. Las bacterias, que se
encuentran en el espacio intercelular se nutren y mul-
tiplican en este nicho. Los plasmidos Ti se clasifican en
base a las opinas que sintetizan y secretan las células que
han sido infectadas por estos (De la Riva y col., 1998; Pala-
cio-Bielsa y col., 2009). Los mas estudiados son los de no-
palina/agrocinopina (pTiC58 y pTiT37) y los de octopina/
manopina (pTiB6 y pTil5955). Durante afos se estudio el
proceso de transferencia del ADN-T a las células vegetales
demostrandose tres factores importantes para la practica.

Primero, la formacién del tumor involucra por un lado la
transferencia del fragmento de ADN y por otro lado su
integracion y subsecuente expresién. Segundo, los genes
contenidos en el ADN-T se transcriben Gnicamente en las
células vegetales y no estan implicados en el proceso de
transferencia. Tercero, cualquier ADN foraneo situado en-
tre los bordes especificos (derecho e izquierdo) puede ser
transferido a las células vegetales sin importar su origen.
Estos factores permitieron la construccién de sistemas de
vectores y cepas bacterianas para lograr la transforma-
cién vegetal. Ejemplos de éstos son los vectores serie pGA,
pCG, pCIT, pGPTV, pBEK2000, BiBAC y pGreen, los vec-
tores Gateway y los vectores co-integrados (Schell y Van
Montagu, 1977; Herrera-Estrella y col., 1983; De la Riva y
col., 1998; Zambryski, 2013; Karimi y col., 2002).

Los vectores virales tienen la ventaja de ser mas sen-
cillos de manipular. Pueden ser sistemas de presentacién
de epitope con el péptido dispuesto en la superficie viral
(derivados de los virus CPMV, TMV, TBSV, PPV, AIMV) o de
expresiéon de polipéptido con el transgen usualmente ex-
presado con un péptido no fusionado en las células infec-
tadas (derivados de CPMV, TMV, TBSV, PPV, PVX, TGMV).
Se desarrollé un sistema de expresion, la magnificacion,
que combina el genoma de un vector viral vegetal con el
plasmido binario de Agrobacterium. Esta estrategia esta
caracterizada por permitir la expresién de la proteina de
interés en un lapso mas breve que los anteriores, con ren-
dimientos mayores, sin la intervencién de virus salvajes,
resultando ser muy versatil (Giritch y col., 2006; Klimyuk
y col,, 2014; Zischewski y col,, 2016). La Tabla 2 resume las
ventajas y desventajas de los diferentes sistemas de expre-
sién de proteinas recombinantes en sistemas vegetales.
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Tabla 2:- Ventajas y desventajas de los sistemas de expresion estable y transitorio

Sistema de expresion Ventajas Desventajas
Escalado e g
- . Dosificacién
Bioseguridad .
Nuclear i Tiempo
Econémico A
Rendimiento
Rendimiento
Estables Limitado a algunas especies

En coloroplastos

Transitoria

Sin escapes del transgen

Tiempo
Alto rendimiento
Costos

Estabilidad de produccion

No se originan OGM

Transformacion estable

En el afio 1983 se inform6 a cerca de la expresion funcio-
nal de un gen foraneo luego de reemplazar los genes vir del
T-ADN por el gen de una proteina heteréloga (Herrera-Es-
trella y col., 1983). Este fue el punto de partida para la ex-
presion de proteinas recombinantes usando como vector a
Agrobacterium. La transformacioén nuclear mediante Agro-
bacterium es la estrategia tradicional para la produccién
de proteinas recombinantes en plantas. El gen para la pro-
teina de interés se encuentra usualmente bajo el control
de un promotor constitutivo fuerte, como el del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV35S). En ese caso, la proteina
se expresa en toda la planta, pero usualmente se extrae de
las hojas por proveer de mayor biomasa respecto a los res-
tantes 6rganos vegetales. En la célula, la proteina recombi-
nante puede ser dirigida hacia una localizacién subcelular
especifica como el reticulo endoplasmico (RE), el citoplas-
ma o el apoplasto, por la adicién de sefiales adecuadas. Una
vez realizada la transformacién se debe seleccionar la linea
que alcanza los niveles mayores de expresion para condu-
cir el proceso productivo. La transformacién estable es un
proceso que lleva tiempo y en muchos casos los niveles de
expresién no resultan competitivos respecto de las otras
plataformas disponibles.

Otra estrategia en uso es la transformacién de cloro-
plastos mediante la insercién del ADN foraneo por recom-
binacién homologa en el genoma cromosomal, producién-
dose asi cientos de copias del transgen y, por lo tanto, altos
rendimientos de la proteina deseada. En este sistema no se
presenta silenciamiento génico y se pueden incorporar va-
rios transgenes en operones y co-expresarlos desde un tini-
co promotor como un ARNm policistrénico. Se informaron
altos niveles de produccién (hasta 72 % de proteina total
soluble (PTS)) (Ruhlman y col, 2010) de algunas proteinas
recombinantes (Maliga, 2002; Jin y Daniell, 2015). Algunos
inconvenientes son una expresion limitada a proteinas no
glicosiladas, la inestabilidad de la proteina y la baja expre-

sién en los tejidos no verdes. Una de sus ventajas es que
la herencia materna reduce la posibilidad de transmisién
del transgen a través del polen (Daniell y col., 1998). Se han
expresado enzimas, anticuerpos, antigenos y otras protei-
nas de interés para la industria farmacéutica con niveles
de expresidén que oscilan entre 4 al 18 % PTS (Zhang y col,,
2017), no obstante, ninguna proteina obtenida mediante
este sistema de produccién ha alcanzado atin el mercado.

Expresion transitoria

Inicialmente la transformacién transitoria fue usada
para probar la eficiencia de los constructos disefiados
para expresar genes y para validar la actividad de protei-
nas recombinantes recientemente expresadas. Debido al
alto rendimiento de proteina, a que no genera organis-
mos genéticamente modificados (OGM) y a que permite
la rapida co-expresiéon de diferentes genes, esa estrategia
se transformé en una plataforma atractiva para producir
biofarmacos. Los sistemas de expresion transitoria, me-
diada por recombinacion viral o vectores vegetales bina-
rios, se estan usando cada vez mas debido a la elevada ve-
locidad de produccion, altos rendimientos de proteinay a
la facilidad de cumplimentar aspectos regulatorios pues
no se trabaja, en sentido estricto, con sistemas vegetales
genéticamente modificados. Durante este proceso, los ge-
nes foraneos se introducen en general en el mesoéfilo de
hojas de plantas intactas por infiltraciéon al vacio usan-
do Agrobacterium como vector del/los gen/es de interés.
La produccidn de la proteina recombinante (basada en la
expresion extracromosomal del gen en la célula vegetal)
es iniciada dentro de las 24 horas de realizada la intro-
duccién del gen y continda por varios dias (mediada por
Agrobacterium) o varias semanas (mediada por virus) de-
pendiendo del vector y de la proteina. Aunque es posible
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la integraciéon cromosomal, ésta ocurre a una frecuencia
considerablemente menor comparada con el nimero de
células que expresan de manera transitoria el gen de in-
terés (Circelli y col., 2010; Shelduki, 2008). Otra ventaja
de este sistema es que permite la co-expresion rapida de
multiples genes (Medrano y col, 2009). Las plantas asi
tratadas se cultivan de manera confinada en invernacu-
los (Circelli y col., 2010), no obstante, es necesario contar
con inverniculos de dimensiones considerables, infraes-
tructura de infiltracién, procesamiento ad hoc y etapas
de purificacién adicionales para remover las endotoxinas
derivadas del Agrobacterium utilizado. Se han utilizado
especies vegetales diversas, como por ejemplo, Nicotiana
tabacum L. (Solanaceae), N. benthamiana Domin (Solana-
ceae), Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Brassicaceae), So-
lanum tuberosum L. (Solanaceae), Phaseolus sp. (Legumino-
sae) y Lactuca sativa L. (Compositae) (De Muynck y col.,
2010). Se ha calculado que en un sistema de expresién
transitoria se alcanzan rendimientos entre 4 y 20 veces
mayor al de su contraparte estable (usando el promotor
CaMV35S) (Medrano y col., 2009). Con vectores virales se
suelen obtener rendimientos mayores que con Agrobacte-
rium, alcanzandose por ejemplo niveles de hasta 5 mg/g
en el caso de GFP (green fluorescent protein) (Marillon-
net y col., 2004). Sin embargo, al usar vectores virales la
expresion del gen de interés se suele alcanzar a partir de
los 14 dias de la infeccién. Se han desarrollado sistemas
de expresion combinados denominados Genaware®, Mag-
nlcon® y Geminivirus technology, que permitieron pro-
ducir por ejemplo a-tricosantina y lipasa acida lisosomal
humana (Genaware), antigeno de hepatitis B y particulas
tipo virus Norwalk y antigenos F1y V de Yersinia pestis
(MagnIcon), subunidades de cadena pesada y liviana del
anticuerpo monoclonal 6D8 contra el virus del Ebola GP1
(Geminivirus technology). En ocasiones con el objetivo
de incrementar los rendimientos se co-expresan supre-
sores virales del silenciamiento génico (por ejemplo, P19
del Artichoke mottled crinckle virus - AMCV) (Circelli y col.,
2010; Laguia Becher y col.,, 2019). También se han desa-
rrollado sistemas de agroinfiltracién automatizados que
permiten trabajar en gran escala y en Buenas Précticas de
Manufactura (BPM) (Chen y col., 2013; Buyel, 2018). Una
experiencia prometedora fue el uso de una plataforma ve-
getal transitoria a gran escala como una rapida respuesta
al brote pandémico de influenza. La proteina Hj tipo viral
(VLP) fue expresada por agroinfiltracién en A. thaliana (D’
Aoust y col., 2010; Hendin y col., 2017) obteniéndose apro-
ximadamente 25 kg de biomasa de hoja al sexto dia post
infiltracién. Usando esta tecnologia Medicago Inc. probd
una vacuna experimental contra la nueva cepa (A/HiN1)
que aparecid en 2009, cuya inmunogenicidad fue probada
en ratones y demostrod su eficacia y velocidad de respuesta
en los ensayos clinicos (Hodgins y col., 2019; Pillet y col.,
2019). En 2014 se desarrollé una vacuna contra Rotavirus
en N. benthamiana (Péra y col., 2015). Mediante la magnifi-

cacién (MagnICON®) que combina el genoma de un vec-
tor viral vegetal con el plasmido binario de Agrobacterium
se alcanzaron rendimientos de 60 pg/g de hoja fresca de
la proteina recombinante H5HA-1 de influenza (Yusibov y
Mamedov, 2010). Del mismo modo, Mapp Biopharmaceu-
tical Inc. USA produjo una droga experimental ZMapp®
para el tratamiento de la infeccién por el virus del Ebola
por expresién en N. benthamiana de un coctel de tres an-
ticuerpos monoclonales quiméricos. En este caso ademas
se realiz6 la glicoingenieria de N. benthamiana mediante el
knock down de B-1,2-xilosiltranferasa y a-1,3-focosiltrans-
ferasa especificas de vegetales (Strasser y col., 2008; Qiu
y col., 2014).

En el caso de una situaciéon pandémica esta platafor-
ma transitoria permitiria producir altas cantidades, sufi-
cientes como para cubrir buena parte de la demanda. En
el caso del coronavirus (COVID-19) también podria ser
una plataforma adecuada para producir rdpidamente la
proteina necesaria como, por ejemplo, antigenos virales,
proteinas antivirales, para ser usados como reactivos, va-
cunas de emergencia (vacunas a subunidad SARS-CoV-2
y particulas tipo virales) u otro biofarmaco necesario y
también para ser usados en inmunoterapia pasiva (Shan-
mugaraj y col., 2020).

Las compainias Medicago (Canada), Kentucky BioPro-
cessing (KT, USA) y iBio (USA) estan en carrera para de-
sarrollar vacunas potenciales para COVID-19 en plantas
(Capell y col,, 2020). Estos sistemas son usados a escala
industrial, por ejemplo, en el Fraunhofer Center for Mole-
cular Biotechnology (Newark, DE), Medicago Inc (Quebec,
Canada), Texas A&M (College Station, TX) y Kentucky Bi-
Processing LLC (Owensboro, KY), donde éstos dltimos
han desarrollado plantas en las que se trabaja en BPM.

Glicosilaciéon

Un aspecto importante a tener en cuenta cuando se desea
utilizar la plataforma vegetal para producir proteinas recom-
binantes es la diferencia en la glicosilacién de las proteinas
entre células vegetales y animales. El nticleo central de la mo-
lécula es semejante en ambas, pero hay diferencias significa-
tivas en los residuos de acido sidlico y 3-(1,4)-galactosa tipicos
de los animales, y los de 3-(1,2)-xilosa y a-(1,3)-fucosa tipicos
de las plantas (Bosch y col,, 2013). En las células eucariontes el
ensamblado de moléculas complejas, como los anticuerpos,
es asistido por chaperonas que median el plegamiento y la
formacién de puentes disulfuro, mientras que la adicién de
N-glicanos es llevada a cabo por glicotransferasas especificas.
La N-glicosilacién usualmente afecta la estabilidad, solubili-
dad, plegadoy actividad biologica de la proteina. Las primeras
etapas dela sintesis proteica son similares en plantas y anima-
les y tienen lugar en el reticulo endoplasmatico (RE). La pro-
teina sigue su ruta a través del RE y el aparato de Golgi, donde
sufre la remocién o adicién de residuos de azdcar. El proce-
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so en las plantas y los animales difiere cuando la proteina es
transferida al aparato de Golgi. En las plantas una 3-(1,2)-xilo-
sa es unida a un residuo de manosa del niicleo y una o-(1,3)-fu-
cosa se une a una N-acetilglucosamina proximal. También las
plantas carecen de residuos de 3-(1,4) galactosa terminales. Es
por esto que la N-glicosilacién representa limitaciones en el
uso de las proteinas recombinantes producidas en las plantas
y se considera como el mayor inconveniente para el uso de
este tipo de moléculas en terapia humana por posibles reac-
ciones inmunogénicas. No obstante, no existen evidencias de
efectos adversos en humanos relacionados con este tema en
los ensayos clinicos realizados hasta ahora (Jin y col.,, 2008;
Tusé y col, 2015). Se han utilizado diferentes estrategias para
optimizar los perfiles de N-glicosilacién tales como la inacti-
vacion de glicosiltransferasas especificas de plantas o su com-
plementacién con glicosiltransferasas humanas heterdlogas
(Steinkellner y Castilho, 2015, Montero-Morales y Steinkell-
ner, 2018) de modo de alcanzar la actividad biolégica y la vida
media deseada. En cuanto a los O-glicanos, en las proteinas
vegetales estan primariamente unidos a residuos de hidroxi-
prolina y serina. En las células animales, los O-glicanos son
del tipo de los de la mucina que se sintetizan en el aparato
de Golgi en una serie de pasos independientes. Se demostré
que las plantas pueden expresar O-glicoproteinas complejas
como LTBMUC1 (E. coli subunit B enterotoxin: H. sapiens mu-
cin1 tandem repeat-derived peptide fusion protein), con las
caracteristicas de la O-glicosilacion de animales. LTBMUC1 se
expres6 en N. benthamiana por transformacion transitoria y
estable usando A. tumefaciens y co-expresando GalNAc-T2 hu-
mana, el transportador UDPGlcNAc/UDPGalNac de Caenor-
habditis elegans, y 1la UDP-GIcNAc 4-epimerasa de Yersinia ente-
rocolitica. LTBMUC1 aparece también decorada con C-glicanos
especificos de las plantas unidos a los residuos de hidroxipro-
lina (Daskalova y col, 2010). Recientes estudios mostraron
que la Hyp-O glicosilacién especifica de plantas podria ser
una alternativa a la PEGilacion para aumentar la vida media
de proteinas terapéuticas humanas; sin embargo, resta reali-
zar ain mas estudios relativos a la posible induccién de in-
munogencidad y alergenicidad en humanos (Gomord y col.,
2010). Usando estas estrategias se ha logrado producir glico-
proteinas recombinantes “humanizadas” con patrones de gli-
cosilacién con gran homogeneidad demostrando asi que los
sistemas vegetales son plataformas versétiles para la produc-
cién de proteinas “glicomejoradas” (Donini y Marusic, 2019).

Proteinas recombinantes producidas en plantas
de interés para la industria farmacéutica

Existen numerosos articulos referidos a la expresion de
proteinas recombinantes funcionales en plantas incluidos
anticuerpos monoclonales, antigenos vacunales, enzimas
terapéuticas, proteinas de la sangre, citoquinas, factores de
crecimiento y hormonas de crecimiento, tanto en sistemas
in vivo como in vitro (De Muynck y col., 2010; Xu y col,, 2012;
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Alvarez, 2014). Los avances técnicos han permitido la trans-
formacién de una gran variedad de especies incluyendo al-
gunas no convencionales como Medicago truncatula Gaertn.
(Leguminosae), que tiene la ventaja que produce estructuras
de glicanos méas homogéneas. En el mercado, ProdiGene Inc.
comercializa avidina (Hood y col, 1997), B-glucuronidasa
(Witcher y col., 1998) y tripsina (Woodard y col., 2003).

Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales (mAb) son uno de los gru-
pos de biofarmacos mas relevantes por su especificidad de
unién a diferentes moléculas blanco y su estabilidad tan-
to invivo como in vitro (Donini y Marusic, 2019) existiendo
una creciente demanda que no puede ser rapidamente cu-
bierta por las plataformas productivas mas comunes. Su
produccién en sistemas vegetales ha sido el foco de mucha
investigacién ya que resultarian competitivos con la ven-
taja adicional que no tienen el riesgo asociado de portar
patbégenos animales. Se ha calculado que el costo de pro-
duccién de anticuerpos monoclonales en plantas transgé-
nicas oscila en 100 €/g (Buyel, 2017) lo que es comparable
al costo promedio de producciéon en células CHO que es de
50-100 €/g (Lim y col, 2010). Desde que se informd por
primera vez la expresion de anticuerpos en plantas (Hiatt
y col., 1989) se han expresado anticuerpos completos o sus
fragmentos. Inicialmente las cadenas pesadas y livianas
de inmunoglobulinas se clonaban separadamente. Las
plantas transformadas resultantes se cruzaban y algunas
de las plantas de la progenie expresaban las cadenas en-
sambladas como anticuerpos funcionales. Mas adelante
se logrd expresar ambas cadenas en un solo evento obte-
niéndose plantas que expresaban al anticuerpo completo
funcional (De Muynck y col., 2010). A partir de entonces
se han producido de este modo muchos anticuerpos mo-
noclonales usando tanto Agrobacterium como vectores
virales para llevar a cabo transformacién estable o tran-
siente. Las especies vegetales mas utilizadas son Nicotiana
benthamiana, N. tabacum, Arabidopsis thaliana, Lemna minor
L. (Araceae), Lactuca sativa, Solanum tuberosum, Zea mays L.
(Poaceae), entre otras. Algunos de los fragmentos de anti-
cuerpos expresados son el fragmento de unién a antigeno
(Fab) conteniendo uno de los dos sitios idénticos de com-
binacién de la inmunoglobulina, el fragmento bivalente
simple (F(ab’)2 conteniendo dos sitios de combinacion,
fragmentos que consisten solamente en las regiones va-
riables de las cadenas pesada y liviana (Fv) que retienen
la capacidad de unirse al antigeno, fragmentos variables
de simple cadena (scFv) que consisten en los dominios
VL y VH unidos por un péptido flexible manteniendo la
capacidad de unién a antigeno, y anticuerpos de dominio
simple (VHH) de los camélidos. Ademas, las plantas son
la Gnica plataforma viable no animal para la produccién
de anticuerpos secretores (IgAs) (Paul y Ma, 2011). El pri-
mer anticuerpo en ingresar en estudios clinicos en Europa



Dominguezia - Vol. 36(2) - 2020

fue el anticuerpo P2Gi12 producido en tabaco transgénico
para usar como microbicida contra infecciones por HIV
(Ma y col., 1995). En Estados Unidos el anticuerpo Ca-
roRx® (IgA secretora) empleado para el tratamiento de
caries dentales, expresado en tabaco, pasoé la fase II de es-
tudios clinicos (Weintraub y col., 2005; Judrez y col., 2016).
Otros anticuerpo que se han expresado exitosamente y se
encuentran en estudios clinicos son la avicidina, una IgG
contra la molécula de adicién epitelial (EpCAM), destina-
da al tratamiento de varios canceres refractarios (colon,
pulmon, préstata), el anticuerpo 2G12 anti-HIV1 que se
expresan en maiz (Gavilondo y Larric, 2000) con rendi-
mientos de hasta 75 mg/kg de semilla (Rademacher y col.,
2008) y el conjunto de anticuerpos monoclonales expre-
sados en N. benthamiana contra el virus del Ebola (Qiu y
col., 2014; Strasser y col., 2008).

Antigenos Vacunales

Las plantas también expresan inmundégenos antigénicos
que pueden usarse para formular vacunas. La produccién
de vacunas comestibles fue propuesta en los afos 1980
pero llevé muchos afios probar el concepto. Actualmen-
te existen algunas vacunas con antigenos producidos en
plantas que se encuentran en estudios clinicos para ser
usados como vacunas comestibles o por administracién
parenteral o tépicamente. La subunidad B de la toxina
del célera, la primer vacuna formulada con una proteina
recombinante obtenida por transformacién de cloroplas-
tos, se acumuld hasta en un 4-10 % de proteina total solu-
ble en las hojas de tabaco. La toxina de la difteria, el frag-
mento C del tétanos (TetC), y la subunidad S1 no tdxica
de la toxina pertussis (PTX S1) se expresaron en plantas
de tabaco con bajo contenido alcaloidal y en cultivos de
células de zanahoria. La secuencia codificante se colocd
bajo el control de los promotores fuertes RbcSI (tabaco)
o CaMV35S (zanahoria), en el vector binario pBINPlus
con el gen nptll para la seleccién con kanamicina. Los
antigenos se produjeron en hojas de tabaco o en suspen-
siones celulares de zanahoria y luego de la extraccion y
purificacién se usaron para formular una vacuna que se
inyect6 a ratones BALB/c. Se desencadend una respuesta
humoral fuerte con anticuerpos antigeno-especificos lue-
go de la exposicion a toxoide pertussis, tétanos o difteria
(Brodzik y col.,, 2009). La glicoproteina E2, principal in-
munoégeno de la diarrea viral bovina se expresé de manera
transitoria y estable en tabaco. Los extractos de las hojas
de plantas transformadas transitoriamente se utilizaron
para formular una vacuna experimental que desencade-
nd una respuesta inmune con anticuerpos neutralizantes
especificos (Nelson y col., 2012). Asimismo, el fragmento
de anticuerpo scFv contra la metaloproteinasa BaP1 del
veneno de Bothrops asper Garman (Crotalinae - Viperidae)
en N. benthamiana de manera transitoria y estable (Gomes

y col., 2019). Se estudidé también el uso de varias especies
para la produccién de vacunas comestibles, por ejemplo,
tomate (Solanum lycopersicum L. -Solanaceae-) contra la
malaria, banana (Musa x paradisiaca L. -Musaceae-) para
hepatitis (HBsAg), alfalfa (Medicago sativa L. -Legumino-
sae-) para expresar Eeggs-EgA31 de Echinococcus ganulosus,
zanahoria (Daucus carota L. -Apiaceae-) para desarrollar
vacunas experimentales contra HIV, Escherichia coli y He-
licobacter pylori, papa (S. tuberosum) contra hepatitis (HB-
sAg) y arroz (Oryza sativa L. -Poaceae-) contra hepatitis
(HBsAg) y Ascaris suum (Thanavala y col., 2005; Kurup y
Thomas, 2020). Una gran ventaja de estas llamadas “va-
cunas comestibles” es que induce la respuesta inmune de
mucosas, por lo que son candidatos importantes las en-
fermedades que se previenen con inmunidad de mucosas.
Las vacunas MucoRice-CTB® y MucRice ARP1® poseen el
antigeno CTB de la toxina B del célera y el dominio va-
riable del fragmento de anticuerpo de cadena pesada de
rotavirus que se acumulan en semillas de arroz. Ambas
vacunas protegen mediante la induccién tanto de in-
munidad de mucosa como sistémica (Nochi y col., 2007;
Tokuhara y col., 2013; Kiyono y Azegami, 2015). Una des-
ventaja potencial de este tipo de vacunas es la dificultad
en controlar la dosis y que ésta se mantenga consistente,
ya que puede diferir de fruto a fruto, de planta a planta o
de generacion en generacién. Para sortear este inconve-
niente se podria extrapolar a las vacunas comestibles la
estrategia exitosa utilizada por Protalix Co. que usa cé-
lulas de zanahoria liofilizadas conteniendo el anti-TNF o
la enzima glucocerebridasa para su administracién oral y
de Interberry que expresa -interferén canino en frutillas
(Fragaria x ananassa (Duchesne ex Weston) Duchesne ex
Rozier -Rosaceae-) que luego se incorporan dentro del ali-
mento animal balanceado (Testa y col., 1997).

Otras proteinas de interés farmacéutico

Ademas de antigenos y anticuerpos, es posible expresar en
plantas otras proteinas como enzimas, inhibidores de en-
zimas, factores de la coagulacién, citoquinas y hormonas.
Algunos ejemplos son el péptido sintético antimicrobiano
D4E1 que se expres en tabaco. Sus extractos crudos resul-
taron inhibitorios para Aspergillus flavus y Verticillium dahliae,
mientras que las plantas transformadas fueron resistentes a
Colletotrichum destructivum. También dos epitopes del virus
del papiloma humano, HPV16 E7 y HPV16 L2, fueron expre-
sados transitoriamente en N. benthamiana (Cefovska y col.,
2008). La somatotrofina humana se acumula hasta en un 7
% de proteina total soluble mediante transformacién plasti-
dica y 10 % de proteina total soluble en el apoplasto (Gils y
col,, 2005), mientras que la seroalbimina humana se ha ex-
presado tanto de manera estable como transiente en N. ben-
thamianay N. tabacum cv Xanthi y Samsun (Sedeghati y col.,
2020). El factor de coagulacion humano IX (hFIX) se expresd
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mediante biobalistica en semillas de Glycine max (L.) Merr.
(Leguminosae) alcanzandose niveles de hasta 0,23 % (0-8 g
kg de semillas) de proteina total soluble y permanecio esta-
ble y funcional por hasta 6 afos mantenida a temperatura
ambiente (Cunhay col., 2011). Se expres6 también un precur-
sor (pFIla) de la serin proteasa -trombina en N. benthamiana
de manera transitoria y estable. Los niveles de expresion por
transformacién transitoria con sefial de direccionamiento
hacia el reticulo endoplasmatico resultaron 10 veces supe-
riores (0,21 % p/p) a los alcanzados en suspensiones celulares
(Laguia Becher y col., 2019).

Sistemas de produccion

La produccién de proteinas recombinantes se puede en-
carar desde dos diferentes enfoques. Por un lado, se pue-
de realizar la produccién en cultivos a campo, pues como
existe la infraestructura instalada es sencillo realizar el
escalado aumentando el nimero de hectareas cultivadas.
Por el otro lado, los cultivos pueden realizarse de manera
confinada como, por ejemplo cultivos verticales, hidrop6-
nicos, en invernaculo, in vitro en biorreactores.

Produccién en cultivos a campo

En el caso de los cultivos a campo, una de las mayores venta-
jas es que el escalado puede alcanzarse aumentando el area
cultivada, lo que conduce a una produccién potencial de
cientos de kilogramos de proteinas purificadas por afio. Lue-
go de la cosecha se siguen una serie de etapas para la extrac-
cion y purificacion hasta llegar al uso de las proteinas puras
como ingrediente activo farmacéutico. Por otro lado, existe
la desventaja de la duracién del proceso, la inestabilidad en
el rendimiento y calidad del producto, la dificultad de tra-
bajar bajo Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) y Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) en las primeras etapas del
proceso, la susceptibilidad a pestes y enfermedades, el ries-
go de contaminacién con agroquimicos o fertilizantes y los
riesgos de transferencia de genes a cultivos convencionales,
por lo que se requiere trabajar bajo regulaciones especificas
para organismos genéticamente modificados que varian de
un pais a otro (Alvarez, 2014). Dentro de las ventajas esta el
hecho de que no se requiere de una infraestructura costosa
y la capacidad de escalar para alcanzar la demanda es rapida.
No obstante, existen riesgos de polinizacién cruzada (Stoger
y col,, 2002) que en aquellos casos en que se verificaron lleva-
ron a la destruccion total de los cultivos (Moon y col., 2020).
Es por esto que es necesario seguir reglamentaciones estric-
tas (Rufy col., 2007; Svab y Malinga, 2007; Breyer y col., 2009;
McPherson y col., 2009). La informacion referente al cultivo
de plantas transgénicas en la Argentina se puede encontrar
en la pagina web del Ministerio de Agricultura, Ganaderia
y Pesca: https://www.magyp.gob.ar/sitio/areas/biotecnolo-
gia/marco_legal/
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Cuando la proteina expresada se acumula en hojas la es-
pecie mas utilizada es el tabaco, por las ventajas que presenta
relacionadas con la gran cantidad de biomasa produciday su
susceptibilidad a la transformacion (Tremblay y col., 2010).
El primer ensayo clinico realizado para una proteina recom-
binante fue una variante del anticuerpo secretor Guy’si3
producido en hojas de tabaco por Planet Biotechnology Inc.
(Ma y col., 1998; Kaiser, 2008). Como ya se dijo, la transfor-
macién genética del tabaco es sencilla, ademas es un cultivo
que no se encuentra dentro de la cadena alimentaria, produ-
ce mucha biomasa productiva y es una de las plataformas de
producciéon de proteinas recombinantes mas estudiada. Se
han desarrollado variedades de tabaco con bajo contenido
de nicotina y alcaloides que permiten sortear la potencial
toxicidad que podrian tener los productos (Menassa y col.,
2001). Ademis del tabaco se usan otras especies de buen de-
sarrollo foliar como Lactuca sativa, Medicago sativa, Trifolium
sp., entre otras. La expresion de proteinas recombinantes en
hojas ha sido exitosa para la expresion de una enorme varie-
dad de proteinas como ser anticuerpos, vacunas, citoquinas,
hormonas de crecimiento e industriales (Sharma y Sharma,
2009). Una de las limitaciones del direccionamiento de las
proteinas recombinantes a las hojas es la necesidad de un
procesamiento inmediato luego de la cosecha para asegu-
rar la estabilidad y calidad del producto. El rendimiento
en las hojas esta asociado a variables que impactan el me-
dio ambiente (factores biéticos y abidticos) por lo que debe
analizarse la produccién en condiciones controladas (por
ejemplo, invernaculos) sobre todo cuando la aplicaciéon de la
proteina recombinante serd para la industria farmacéutica.
En el caso de la expresién en semillas, la principal ventaja
es su estabilidad durante el almacenamiento a temperatura
ambiente con minima pérdida de actividad de la proteina.
En este caso la expresioén esta dirigida a las semillas a través
de una secuencia sefal apropiada. En las semillas, las protei-
nas protegidas de la degradacion proteolitica alcanza niveles
de expresién altos (7-10 % de proteina total soluble). La ma-
yoria de las semillas usadas para expresar proteinas recom-
binantes se encuentra en la cadena alimenticia (Oryza sativa,
Triticum aestivum, Glycine max, Zea mays, Hordeum vulgare)
lo que demanda seguir estrictos protocolos y documentar
cada paso del proceso. Algunas de las proteinas expresadas
de esta manera son la hormona de crecimiento humano y
el factor IX de coagulacién en semillas de G. max (Cunha y
col,, 2011). La extraccion de las proteinas desde semillas se
ha mejorado por la fusién de la proteina recombinante a
oleosinas que se acumulan en cuerpos oleosos. Dentro de
las compaiiias lideres en esta area se encuentra SemBioSys
Genetics (Calgary, Canada) que ha desarrollado una plata-
forma de fusién de la proteina recombinante a oleosinas que
se acumulan en cuerpos lipidicos de Carthamus tinctorius L.
(Compositae). Esta tecnologia ha permitido producir a un
costo excepcionalmente bajo insulina humana en semillas
de C. tinctorius con niveles mayores al 1 % de proteina total
con un rendimiento de 2-4 kg por hectérea (Moloney y col.,
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2009) habiéndose demostrado su equivalencia con la insu-
lina humana (Boothe y col,, 2009). Otro ejemplo exitoso es
el de la avidina transgénica, producida por Prodigene y co-
mercializada por Sigma-Aldrich para su uso como reactivo
de laboratorio. Se expresa de manera estable en semillas de
maiz con rendimientos superiores al 2 % (Hood y col,, 1997).

En cultivos confinados

Debido al marco regulatorio muchos cultivos que expresan
proteinas recombinantes son mantenidos en sistemas con-
finados (Kozai y col., 2005). Las ventajas de este sistema de
produccidén son que el crecimiento se realiza en condiciones
controladas, la calidad de los cultivos es uniforme, libre de
pestes y patdgenos, existe proteccion frente a las condicio-
nes ambientales adversas, el area de cultivo en estantes es
amplia y hay un control del crecimiento vegetal. Si ademas
la proteina se expresa de manera transitoria los riesgos am-
bientales desaparecen.

Los sistemas de produccién confinada pueden ser: en in-
vernéculo (incluyendo hidropénicos) e invitro (suspensiones
de células vegetales y raices transformadas).

En invernaculo

Los invernaculos son bastante utilizados pues permiten
ajustar el escalado sin incrementos exagerados de costos.
De esta manera se producen proteinas cuya expresion se
logra de manera estable o transitoria. La compaiiia Fraun-
hofer IME, trabajando bajo BPM, produce P2G12 en tabaco
transgénico (estudios clinicos etapa 1) (Paul y col., 2014),
la subunidad B modificada de la toxina del célera en arroz
para elaborar una vacuna oral (MucoRice-CTB) contra el
colera (Kashima y col., 2016), y el factor IX de coagulacién
fusionado al carrier CTB en lechuga (Su y col,, 2015). ORF
Genetics produce factores de crecimiento libres de endo-
toxinas y citoquinas en granos de cebada (Magnusdottir y
col., 2013) los que se usan en la formulacién de Bioeffect®,
EGF y ISOKINE®. En tomate se expresa el antigeno F1-V de
la peste bubdnica (Matsuda y col., 2009, 2010, 2012). Hoku-
san Co. comercializa InterBerry a® con interferén canino
(CaIFN-0) recombinante expresado en frutillas para el tra-
tamiento de la gingivitis en perros y los estudios realizados
hasta ahora demostraron que es también aplicable para
gatos (Tabayashi y Matsumura, 2014; Yamaki y col., 2020).
En el caso de los cultivos hidropdnicos, estos sistemas
garantizan un rapido crecimiento, en condiciones contro-
ladas y protegidas y se pueden adaptar tanto para expre-
sién transitoria como estable en invernaculos o cuartos
de cultivo. Pueden operarse todo el afo, rinden varias
cosechas anuales y tienen una buena relacién costo-pro-
duccién. La compania Terrasphere desarrollf sistemas hi-
dropénicos de alta densidad que pueden usarse durante
todo el afio para producir grandes cantidades de plantas
transformadas transitoriamente y por ende grandes can-

tidades de proteinas recombinantes (Bourgoin y Charron,
2003). Los altos rendimientos alcanzados hace a estos
sistemas competitivos respecto a las otras tecnologias en
términos de calidad, costo y escalabilidad.

Cultivos in vitro

Los sistemas de produccion in vitro vegetales (suspensio-
nes celulares, cultivos de raices transformadas) se caracteri-
zan por que son independientes del clima, calidad del suelo,
estacionalidad, longitud del dia y clima, se desarrollan de
manera confinada en frascos agitados o en biorreactores, las
condiciones del medio de cultivo estan bien definidas y con-
troladas, no hay riesgo de contaminacién con patégenos ve-
getales ni con agroquimicos, pueden conducirse trabajando
bajo BPM y BPL durante todas las etapas del proceso y la
purificacién del producto es més simple (Alvarez, 2014; Chen
y Davis, 2016; Shanmugaraj y col., 2020). Esto es de gran rele-
vancia pues mas del 50 % del costo total de produccion del
proceso es debido a la etapa de extraccién y purificaciéon de
la proteina lo que hace critica la operacién de down stream
processing (DSP) (Martinez y col., 2005; Lépez y col.,, 2010; Xu
y Dolan, 2011; Schillberg y col., 2013). La primer proteina hu-
mana expresada en suspensiones celulares de N. tabacum fue
la seroalbimina humana y desde entonces se han expresado
hormonas, anticuerpos, antigenos vacunales, citoquinas,
proteinas de la sangre, entre otras. (Sijmons, 1990; Huang y
McDonald, 2009). Un cuello de botella para la explotacién
comercial de la produccién de proteinas en plantas son los
bajos rendimientos. Para alcanzar niveles de produccion
competitivos debe maximizarse la eficiencia de todas las
etapas del proceso productivo, desde la expresion del gen pa-
sando por el desarrollo del cultivo hasta el (DSP) para la pu-
rificacién de la proteina (Tabla 3). Se deben considerar varios
factores, algunos de ellos son generales y aplican también
para la produccién en sistemas no confinados y otros son
especificos de los cultivos in vitro. Entre los primeros se en-
cuentran la posibilidad de actuar a nivel transcripcional por
seleccién del promotor que mejor se ajuste a las necesidades
(fuerte, inducible) y el uso de secuencias que modulan la ex-
presién génica (enhancers, activadores, supresores), a nivel
traduccional por optimizacion de las regiones no traducidas
(UTR) 5"y 3"y por disefio de codones (por ejemplo, vegetali-
zacién de codones), a nivel pos-traduccional dirigiendo la
expresiéon y acumulacién de la proteina a un compartimento
subcelular con bajos niveles de actividad proteolitica (ER,
cloroplastos, entre otros), dirigiendo la proteina hacia la ruta
secretora para ser colectada en el medio de cultivo (por
ejemplo, en cultivos in vitro), co-expresando la proteina con
un inhibidor de proteasa, o expresando la proteina recombi-
nante como proteina de fusién con péptidos que se expresan
de manera estable en elevada cantidad. Entre los segundos
se encuentra la elecciéon del sistema que se va a usar (suspen-
sién, raices transformadas), la optimizaciéon de la composi-
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Tabla 3:- Estrategias utilizadas para incrementar rendimientos de proteinas recombinantes en sistemas vegetales

Etapa

Estrategia

- Desarrollo de promotores fuertes, duplicados, hibridos.

Transcripcion

Traduccién - Diseflo de codones

- Uso de promotores inducibles
- Uso de enhancers, activadores o represores

- Direccionamiento de las proteinas nacientes a compartimentos subcelulares
como el reticulo endoplasmatico o cloroplastos

Post-traduccién

- Co-expresioén con inhibidores de proteasas, cofactores, supresores de
silenciamiento génico

- Expresién como proteinas de fusion a un péptido estable de alto nivel de

expresiéon

Cultivos in vitro
(suspensiones celulares,
raices transformadas)

- Optimizacién de la composicién del medio de cultivo
- Suplemento de agentes estabilizantes de proteinas

« Secrecibén al medio de cultivo

- Remocidn in situ de las proteinas expresadas

- Seleccién o mejoramiento del disefio del biorreactor

Cultivos en bioreactor
continuo)

- Seleccidn de la estrategia de cultivo (cultivo en batch, batch alimentado,

cién del medio de cultivo, el tipo de biorreactor y el modo de
operacién (Huang y McDonald, 2009). Es importante desta-
car que mas del 50 % del costo total de la produccién se en-
cuentra en la extraccién y purificacion de la proteina por lo
que las operaciones de downstream processing (DSP) son criti-
cas (Buyel y Fischer, 2014). Aunque los costos de purificar
proteinas desde sistemas vegetales es comparable al de los
sistemas de cultivos microbianos y animales, los costos de
capital necesarios para iniciar la produccién comercial en
planta y la potencial “economia de escala” aporta ciertas
ventajas clave (Xu y Dolan, 2011). Sin embargo, los costos de
DSP se pueden reducir sensiblemente si la proteina se libera
al medio de cultivo. En este sentido, se puede inducir la via
secretora empleando sefales de secrecién o empleando
agentes permeabilizantes (Lopez y col, 2010). Una practica
frecuente es la adiciéon de estabilizadores de proteina (gelati-
na, polietilenglicol, polivinilpirrolidona, albimina) al medio
de cultivo. El agregado de polivinilpirrolidona (PVP) y sero-
albimina humana, muestra ciertas limitaciones a nivel del
upstream tal como formacién de espuma (HAS), y a nivel del
downstream por una reduccién de la eficiencia de unién en
cromatografia en columna (PVP). También los agentes os-
méticos (manitol, inositol) que inhiben la disrupcién celular
tienen una influencia positiva sobre la acumulacién de pro-
teinas recombinantes (Lopez y col., 2010). Agentes de cubri-
miento (por ejemplo, Pluronic F127) que evitan la adsorcién
de la proteina recombinante a las superficies de los frascos
también se ha demostrado que aumentan los rendimientos
(Alvarez, 2014). Debido a la accién de las proteasas presentes
en el extracto vegetal es usual el agregado de inhibidores de
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proteasa (EDTA, leupeptina, PMSE, entre otros). Por otro
lado, también se utilizan oleosinas para incrementar rendi-
mientos simplificando el down stream processing. La combina-
cién de ultrafitracién y cromatografia fue usada para purifi-
car un anticuerpo recombinante monoclonal humano
anti-Pseudomona aeruginosa del tipo IgG1 serotipo O6ad con
un alto grado de remocion de impurezas y la recuperaciéon
completa del anticuerpo. Se incluyé en ese caso un proceso
de ultrafiltracion de cascada en dos etapas (un médulo de 50
kDa y un médulo de fibra hueca de 50 6 100 kDa MiniKros)
seguido de un procedimiento de cromatografia en dos eta-
pas (Yu y col., 2008). Para facilitar el aislamiento y la purifi-
cacion de las proteinas recombinantes por cromatografia de
afinidad a columnas de niquel, a veces se incluye en el cons-
tructo una secuencia de 6 histidinas (His6-tag). Otra estra-
tegia es producir proteinas de fusién tipo polipéptidos de
elastina (ELPylation) para aprovechar la agregacién/precipi-
tacién reversible, temperatura dependiente de los ELPs y
evitar las engorrosas y caras etapas cromatograficas. Esta
estrategia se us6, por ejemplo, para la expresién de proteina
de tela de arana en el ER de tabaco y papa (Hauptman y col,,
2015). La seleccién del disefio del biorreactor es crucial (con-
vencional, mangas plasticas, entre otros) asi como el modo
de operacién (batch, batch alimentado, continuo). Se han
desarrollado diferentes tipos de biorreactores para cultivar
suspensiones celulares, incluyendo de tipo air-lift, columna
de burbujeo, de membrana, de tambor rotatorio, tanque agi-
tado, reactor wave y combinaciones entre ellos (Holland y
Buyel, 2018). La productividad volumétrica de proteina re-
combinante en ellos oscila entre 4,5 - 77 mg/1 a 100 - 247
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mg/l. En los reactores de inmersién temporaria (RITA), que
son tan utilizados en micropropagacion pues permiten ob-
tener una abundante biomasa, se ha producido el fragmento
C dela toxina tetanica (8 % PTS) y la proteina A de superficie
de Borrelia burgdorgferi (7,6 % PTS). En reactores tipo air-lift se
ha producido, en embriones somaticos de ginseng siberiano
(Eleutherococcus senticosus (Rupr. & Maxim.) Maxim. -Aralia-
ceae-) la subunidad B de la toxina 14bil al calor de E. coli, con
un rendimiento de 0,36 % PTS (Kang y col., 2006). Protalix
desarroll6 un biorreactor flexible de polietileno que ha per-
mitido a la compaiiia coreana NBM producir proteinas en
arroz que se secretan al medio ambiente para la formulacién
de INNOkine® y INNOzyme®, especialidades medicinales
que se caracterizan por ser libres de suero, de componentes
de origen animal y de endotoxinas y que se usan como bio-
reactivos, ingredientes en cosmética, entre otros (Moon y
col,, 2020). Una limitacién importante que tienen los culti-
vos in vitro y que es particularmente importante en los bio-
rreactores, es el riesgo de contaminacién que esta presente
durante toda la manipulacién del cultivo. Todas las etapas se
deben realizar en esterilidad, pues un pequeno error puede
eliminar un cultivo o resultar en la pérdida de un lote com-
pleto. Esto incrementa los costos y se ha calculado que la
produccién de 1 kg de grano con proteina transgénica cuesta
U$S 0,20 pero su produccion en reactor alcanza valores de
hasta U$S 200 debido a todos estos factores. Recientemente
se han desarrollado biorreactores descartables, como alter-
nativa a los tradicionales alcanzdndose rendimientos de 75-
85 % de anticuerpo Mi12 humano puro (95 % pureza) en sus-
pensiones celulares de tabaco BY-2 (Eibl y col., 2008; 2010).
Se han realizado también operaciones semi-continuas en
dos etapas, una de crecimiento y otra de expresién, para la
produccién de butirilcolinesterasa (BChE) en suspensiones
de arroz con rendimientos de hasta 1,6 mg BChE/1 (Corbin y
col,, 2016). Se desarrolld recientemente una nueva estrategia
denominada de “paquetes celulares” que consiste en agroin-
filtrar las células de la suspensién una vez eliminado el me-
dio de cultivo para luego realizar la bisqueda y seleccién de
las lineas de mayores niveles de expresion trabajando asi en
microescala. Mediante este mecanismo se ha logrado alcan-
zar rendimientos de 50-100 mg/kg los que resultan compa-
rables a los de la planta (Rademacher y col., 2019). En la tabla
4 se mencionan los rendimientos de algunas proteinas re-
combinantes producidas en diferentes sistemas vegetales.
En el ano 2012, la FDA aprobé la primer droga produ-
cida en suspensiones celulares, Elelyso®, constituida por
a-taliglucersa, forma activa recombinante de la enzima li-
sosémica B-glucocerebrosidasa y que es producida en sus-
pensiones celulares de zanahoria (Grabowski y col., 2014;
Pastores y col., 2014; Loh y Yusibov, 2017). “Elelyso” es usada
en terapia de reemplazo para el tratamiento de la enferme-
dad de Gaucher y es producida por Protalix Biotherapue-
tics (Fox 2012, Mor 2015). En octubre del afo 2015, por un
acuerdo con Protalix BioTherapeutics, la compaiia Pfizer
obtuvo los derechos para su venta en todo el mundo. En

Latinoamérica se comercializa bajo el nombre de Uplyso®
y en Brasil con el nombre comercial de Bio-Manguinhos al-
fataliglicerase, por un acuerdo de transferencia tecnologi-
ca con la Fundacao Oswaldo Cruz. Este logro demostro6 la
competitividad de esta plataforma para producir proteinas
de alto valor agregado (Yusibov y Rabindran, 2008; Jin y
Daniell 2015; Tekoah y col., 2015; Santos y col., 2016). Otras
proteinas producidas en suspensiones celulares son el Fac-
tor XII-A, interleukinas humanas, el anticuerpo 14D, la
enzima 0-galactosidasa A (Fabrazyme) para el tratamiento
de la enfermedad de Fabry en suspensiones celulares de ta-
baco (Kizhner 2015), a-1 antritripsina en suspensiones ce-
lulares de arroz (McDonald y col., 2005; Lépez y col; 2010)
y el anticuerpo monoclonal bevacizumab en arroz (Chen y
Davis, 2016). Fraunhofer IMA ha recibido la licencia para
producir el anticuerpo 2G12 del virus del HIV en suspensio-
nes celulares de tabaco para realizar estudios clinicos (Ma
y col.,, 2015). La USFDA ha aprobado la vacuna recombi-
nante contra la enfermedad viral Newcastle producida en
cultivos celulares de tabaco sin nicotina (Vermij y Waltz,
2006). En D. carota se han expresado antigenos vacunales
contra sarampién, HBVm HIV, Yersinia pestis, Chlamydia
trachomatis, Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli en-
terotoxigénica, entre otros (Rosales-Mendoza y Tello-Olea,
2015). En el caso del Oryza sativa, se han expresado hGM-
CSF (Shin y col., 2003), hormona de crecimiento humana
(Kim y col., 2008), VEGF165 humana (Chung y col., 2014),
tripsina bovina (Kim y col., 2011), pepsinégeno C humano
(Islam y col., 2018). En arroz el uso del sistema promotor 3D
de a-amilasa que se activa por deprivacién de aztcar (Luy
col., 1998) permite sortear el problema de los bajos niveles
de expresion. Las compafiias como Fraunhofer (Alemania),
Kentuky BioProcessing (USA), Medicago (Canadd) y Pro-
talix Biotherapeutics (Israel), entre otras, cuentan con el
know-how y las instalaciones que les permite avanzar hacia
los ensayos clinicos necesarios para la aprobacién por las
agencias regulatorias de medicamentos de las proteinas
que producen.

Un caso particular es el de las raices transformadas,
o raices en cabellera. Estas se obtienen por infeccién de
plantas con Agrobacterium rhizogenes, que se caracteriza
por portar un plasmido inductor de raices (Ri). La inte-
gracién del T-DNA que se encuentra en este plasmido en
el genoma vegetal resulta en la diferenciaciéon y el desa-
rrollo de raices neoplasicas en el sitio de infeccion, llama-
das hairy roots. Estas raices transformadas se caracterizan
por un crecimiento indefinido in vitro con alta estabilidad
genética. Es posible desarrollar raices transformadas a
partir de semillas de plantas transgénicas que expresan
proteinas recombinantes. Las raices transformadas acu-
mulan las proteinas en su biomasa o las secretan permi-
tiendo una recuperacién mas econémica y en condiciones
bien definidas desde un medio de cultivo con bajo con-
tenido proteico. La rizosecrecion permite la produccién
continua de proteinas y su recuperacion desde el medio
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de cultivo sin requerimiento de lisis celular durante la
extraccién (Gurusamy y col., 2017; Gutiérrez-Valdes y col.,
2020) seguida de una cromatografia de afinidad (Lono-
ce y col,, 2018). Una limitacién que tienen estos cultivos
para desarrollarse en biorreactores clasicos es su creci-
miento filamentoso, con muchas ramas. Para superar este
inconveniente se disefaron nuevos biorreactores, como
el reactor con niebla (mist-reactor) que ofrece un estrés
hidrodinamico bajo con alta transferencia volumétrica
de oxigeno. La primera proteina de interés farmacéuti-

co producida en raices transformadas fue el anticuerpo
anti-Streptococcus mutans mAb Guy’s 13 que se secreta al
medio de cultivo (Wongsamuth y Doran, 1997). En raices
transformadas también se han expresado anticuerpos re-
combinantes (como el 14Dg), enzimas, antigenos, facto-
res de crecimiento, inmunomoduladores, interleukina-12,
acetilcolinesterasa humana y rhEPO y en raices transfor-
madas de tabaco (Martinez y col., 2005; Xu y col., 2012;
Hiakkinen y col., 2014; Gurusamy y col., 2017, Lonoce y col.,
2018).

Tabla 4:- Rendimiento de algunas proteinas recombinantes expresadas en diferentes especies y sistemas vegetales

Especie

Proteina

Sistema

Rendimiento

Referencia

Solanum esculentum
Oryza sativa

Oryza sativa
Lactuca sativa

Lactuca sativa
Nicotiana tabacum

Lactuca sativa
Solanum tuberosum

Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum

N. benthamiana

Oryza sativa

Oyza sativa
Nicotiana tabacum
Oriza sativa
Helianthus annus
Oryza sativa
Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum

ai-timosina
Lactoferrina humana
Lisozima humana
Subunidad B toxina del cblera (CTB)
Proinsulina

Antigenos vacunales de Mycobacterium
tuberculosis (CTB)

CTB
HBsAg

Subunidad B Vibrio cholerae

Antigeno protector Bacillus anthracis,
CTB (cblera)

Antigeno F1-V Yersinia pestis

Antigeno vacunal polio VP1

E2

Pretrombina

Anticuerpo catalitico 14Dg

scFv contra la metaloproteinasa,
BaP1 del veneno de Bothrops asper

HSA
hGH
rhEPO

y-interfer6n

Hormona de Crecimiento Humana
(hGH)

HSA
Hidrofobin

Hemaglutinina (HA)
rhEPO

Cotiledén hipocétilo

6 ug/g PF

25 % proteina total soluble

Cheny col., 2009

Huang y col., 2002

45 % PTS Nandi y col., 2002
Cotiledones 0,24 % p/p PTS Kim y col.,, 2006
Cotiledones 0,13 % Mohebodini y col., 2014
Cloroplastos 75% PTS Floss y col., 2010

8,5ug/g Lakshmi y col., 2013

Semilla 0,056 % PTS Thanavala y col., 2005

Cloroplatos 4,1 % PTS Daniell y col., 2001
Cloroplastos 4-5 % proteina total de hoja Chany col., 2016
Cloroplastos 3,68 % PTS Arlen y col., 2008
Cloroplastos 4-5 % proteina total de hoja Chany col,, 2016

Hojas (transitoria),

Nuclear 20 ug g* PF Nelson y col.,, 2012
Hojas (transitoria), 1yugg?
Suspensiones Laguia Becher y col., 2019
celulares 0,25 ug mL™
Suspensiones N Lépez y col., 2010
celulares, 231pgml
Raices 640 ml Martinez y col., 2005
transformadas 403 18
Suspensiones 83 ug/g (en biomasa)
celulares, 71,75 mg/L (en medio de cultivo) Gomes y col,, 2019
Callos 62 ug/g
Callos 45 mg/1 Liu y col,, 2015
Callos 57 mg/1 Kim y col., 2008
Raices
transformadas 185,48 ug/g PF Gurasamy y col., 2017
Callos 699,79 ng/g PF Cheny col,, 2004
Callos 0,02 % Barta y col., 1986
Callos 76,5 mg/1 Huang y col., 2005
Suspensiones
celulares 5mg/g PF Joensuu y col.,, 2010
Hojas (transitoria) 846 ug/g PF Fujiuchi y col.,, 2016

Hojas (transitoria)

20 pug/mg PTS

Gurusamy y col., 2017
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Conclusiones

Luego de mas de 30 afios de la obtencion de la primera es-
pecie vegetal que expresa una proteina recombinante no
quedan dudas de que las plataformas vegetales son idéneas
para la produccién de proteinas recombinantes, aunque la
producciéon de cada una de ellas es un desafio particular.
Estos sistemas vegetales presentan ventajas tanto econémi-
cas como técnicas. Las diferentes estrategias de expresion
(nuclear, en cloroplastos, estable, transitoria) poseen ca-
racteristicas Ginicas que les permiten encarar la produccién
de productos blanco diversificados. En lo que respecta a la
produccidén en escala agricola, el costo de capital de equipa-
miento es bajo respecto al gran costo de capital destinado a
la infraestructura necesaria para producir las proteinas por
métodos tradicionales. La facilidad de escalado es una ven-
taja que puede ser aprovechada por los bajos incrementos
en costos que el escalado que implica. Sus ventajas intrin-
secas pueden ser desplazadas por los tiempos prolongados
de desarrollo, variacién en el rendimiento y calidad del
producto, la posibilidad de contaminacién con agroquimi-
cos y fertilizantes, el impacto de pestes y enfermedades y
la dificultad para aplicar BPM en los estadios tempranos de
produccién. Ademas, la produccién a campo representa un
desafio Ginico pues se debe evitar la transferencia de genes
a cultivos convencionales durante el desarrollo de los cul-
tivos y por los costos asociados a la extraccion de la protei-
na de interés. Los sistemas de expresioén transitoria debido
a su flexibilidad, rapidez de produccién, altos rendimientos
y ventajas econdémicas resultan muy adecuados para la ra-
pida produccién proteinas terapéuticas como vacunas y
anticuerpos. Ademas, la adopcion de la tecnologia de expre-
sibén transitoria parece ser la manera de agilizar el aspecto
regulatorio. Otra alternativa atractiva es la produccién en
cultivos in vitro, pues permite la conduccién del proceso en
condiciones de buenas practicas de manufactura (BPM) y de
laboratorio (BPL). Asimismo, por trabajarse en un recipien-
te cerrado se reducen notablemente los problemas relacio-
nados con los marcos regulatorios, por lo que resulta una
plataforma consistente para la produccién de biofarmacos
de aceptacién tanto industrial como regulatoria. Estos me-
nores requerimientos regulatorios compensan en parte sus
mayores costos de produccién. Varias compaiiias cuentan
con el know-how e instalaciones que les permiten conducir
procesos productivos usando las diferentes estrategias dis-
ponibles. Muchas de ellas ya han introducido compuestos
al mercado y otras se encuentran en la etapa de los ensayos
clinicos previos para su aprobacién y comercializacién.
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