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Resumen

Las plantas representan un sistema de expresidn alternativo para la produccion de proteinas heterélogas complejas tales
como vacunas, antigenos, anticuerpos, eritropoyetina e insulina humana. Este sistema posee diversas ventajas sobre los
sistemas de expresion tradicional basados en el cultivo de células de bacterias, levaduras, insectos y mamiferos, como su
bajo costo de produccién, menor tiempo para alcanzar la produccidn a gran escala, expresién, modificacion y ensamblaje
apropiado de la proteina recombinante y ausencia de riesgo de contaminacidon con patégenos humanos. En la ultima
década la ingenieria genética de plantas ha utilizado ampliamente los sistemas de expresién estable basados en la bacteria
Agrobacterium tumefaciens y la expresidn transitoria basada en los vectores virales de plantas para la obtencidn de
compuestos beneficiosos para la salud y el bienestar del hombre. La introduccidn de estos elementos virales en los sistemas
de produccion de proteinas recombinantes ha simplificado la manipulacién y el proceso de infeccién de las plantas con el
gen quimérico. Aunado a esto, el entendimiento de la inmunogenicidad que poseen los glicanos de origen vegetal sobre la
actividad de los péptidos heterdlogos, ha permitido dilucidar cuales son las vias moleculares mds convenientes para
expresar, ensamblar, compartamentalizar e incrementar la acumulacion de las proteinas de interés. Con la presente
revision se busca proporcionar al lector una informacién detallada acerca de las estrategias de expresion heterdlogas que
utilizan sistemas vegetales, los principales agentes terapéuticos desarrollados basados en estos sistemas y la importancia
bioldgica de las modificaciones post—traduccionales de los péptidos recombinantes.
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Abstract

Plants represent an alternative expression system for the production of complex heterologous proteins such as vaccines,
antigens, antibodies, erithropoietin and human insulin. These living systems offer many advantages over other traditional
expression systems based on the cultivation of cells of bacterial, yeast, insect or mammal origin: low production costs, a
reduced time to reach big scale production, as well as proper expression, modification and folding of the recombinant
protein, along with a complete lack of contamination risks with human pathogens. In the last decade, genetic engineering of
plants has made a wide use of the stable expression systems based on the phytopathogenic bacteria Agrobacterium
tumefaciens, besides the transient expression based on plant virus vectors aimed at producing beneficial compounds for
the health and well being of humans. Use of these viral elements in the production systems of recombinant proteins has
simplified both the manipulation and infection processes of plants with the chimeric gene. Furthermore, the analysis of
immunogenicity displayed by plant glicans when present in heterologous peptides has allowed understanding which
molecular pathways are more convenient to express, fold, compartmentalize and increase the accumulation of the protein
of interest. With this short review we intend to provide the readers detailed information about the strategies of
heterologous expression that make use of plant systems, the main therapeutic agents developed based on these systems
and the biological importance of the post-translational modifications of the recombinant peptides.
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Sistemas de expresion de proteinas
heterdlogas

Progresos recientes en ingenieria genética y
expresion de proteinas heterélogas han acelerado el
desarrollo de compuestos biolégicos importantes con
aplicaciones médicas. Biofarmacos tales como
anticuerpos, sustitutos de productos sanguineos,
vacunas, hormonas, citokinas y una gran variedad de
otros agentes terapéuticos, se han expresado a través
de multiples sistemas bioldgicos ideados para producir
proteinas recombinantes bioldgicamente activas. Estos
sistemas abarcan desde la expresion utilizando la
bacteria E. coli para proteinas estructuralmente
simples, hasta la produccion de péptidos que
presentan diversos niveles de complejidad estructural
y funcional, los cuales se expresan en hospederos
eucaridticos como células de levaduras, insectos,
plantas y mamiferos. Los sistemas convencionales de
expresion de proteinas basados en el cultivo de células
bacterianas, insectos, levaduras y mamiferos
presentan diversas desventajas en términos de costo,
rendimiento, seguridad del producto y autenticidad
estructural (Tabla 1).

Dentro de las desventajas mads relevantes de
estos sistemas se encuentran, ausencia de la
magquinaria involucrada con la modificacién post—
traduccional en bacterias, por lo que su utilidad en la
produccién de proteinas multiméricas es limitada (1),
los sistemas de expresion empleando células de
levaduras con frecuencia generan proteinas
hiperglicosiladas que pueden ver afectado su
funcionamiento, el cultivo de células de insectos vy
mamiferos o el uso de animales transgénicos
demandan complejas plataformas de expresion que
requieren procedimientos costosos y con alto nivel de
bioseguridad (2), aunado a la susceptibilidad de
generar proteinas contaminadas con toxinas, priones o
virus (3). No obstante, en los ultimos diez afios la
agricultura molecular basada en plantas superiores ha
surgido como una plataforma promisoria para producir
a gran escala y eficientemente proteinas
recombinantes farmacoldgicamente Uutiles (4). En este
sentido, la posibilidad de producir biofarmacos
utilizando plantas ofrece soluciones para algunos de
los problemas relacionados con los sistemas
convencionales; por ejemplo, ausencia de riesgo de
contaminacion con patégenos animales, bajo costo
(especialmente para la produccién a gran escala), alto
rendimiento de la proteina foranea (5), anticuerpos
ensamblados apropiadamente o con un plegamiento
proteico equivalente al encontrado en otros sistemas
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eucaridticos, posibilidad de expresar anticuerpos
humanizados (6), expresion de vacunas multiples en
un mismo drgano vegetal comestible (7), facilidad de
manejo de plantas en invernadero, rapida distribucién
de plantas a escala mundial y posibilidad de producir
vacunas comestibles para la vacunacién masiva (8-10).

Con este propdsito se desarrollaron
inicialmente plantas transgénicas para expresar
proteinas fordneas a través de la integracion estable
de genes heterdlogos dentro del genoma nuclear o del
genoma plastidial (3). No obstante, surgieron multiples
inconvenientes asociados a este sistema de expresidn;
entre ellos, bajo rendimiento de proteinas (11), costo
de produccion elevado en comparacion con otros
sistemas de expresidn vegetal, expresion limitada a
una especie de planta transgénica individual, maximo
rendimiento obtenido luego de 1 a 3 afios desde que
se inicia la clonaciéon del gen fordneo (12) y poca
aceptacion de los transgénicos por parte de algunos
sectores de la comunidad mundial. Posteriormente se
desarrollé un sistema que ha permitido producir una
diversidad de compuestos con accidon nutritiva vy
terapéutica, comunmente llamados nutracéuticos,
empleando los virus de plantas como vectores de
expresion transitoria (13-19). Esta ultima estrategia
basada en vectores virales ofrece como ventajas, alto
rendimiento de proteinas libres o no fusionadas al
virion quimérico, integracion estable de la secuencia
foranea dentro del genoma del virus pero no dentro
del genoma vegetal (por lo que no es heredado),
amplificacion del gen foraneo por la replicasa viral,
capacidad de replicaciéon de los virus en un amplio
rango de especies vegetales, mdaximo rendimiento
alcanzado entre 1 y 3 meses una vez que la planta es
inoculada con el virus quimérico, bajo costo de
produccidon y gran aceptacion como método de
expresion transitoria sobre cualquier otro sistema que
emplea plantas en un medio confinado (17).

Expresion de anticuerpos en plantas
transgénicas

La expresion estable de proteinas
recombinantes en muchos grupos de plantas,
especialmente en dicotiledéneas como el tabaco, ha
sido posible utilizando la transformacion mediada por
Agrobacterium tumefaciens o el bombardeo de
particulas como métodos de modificacion genética.
Desde que se reportd por primera vez la expresion de
anticuerpos procedentes de plantas (plantibodies)
utilizando  estas  estrategias (20), diferentes
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Tabla 1. Comparacidn de varios sistemas de expresion de proteinas farmacéuticas recombinantes.

SISTEMA
Cultivo de . Cultivo de Vectores de
_ . . Animales A Plantas i
Caracteristicas Bacteria Levadura células de L. células de L. virus de
. transgénicos transgénicas
mamifero planta plantas
neral
Costo ge. ’e al de Bajo-medio Medio Alto Alto Medio Bajo Bajo
produccién
Costo de Moderado Moderado Costoso Costoso Moderado Moderado Moderado
almacenamiento (202C) (209C) (18-259C) (259C) (—209C)
Capac.:ld.a’d de Alta Alta Muy baja Baja Medio Alta Muy alta
ampliacién
Costo de Alto! Alto® Alto! Alto Alto Alto Bajo
ampliacién
Escal
scaa d?, Limitado Limitado Limitado Limitado Limitado Mundial Mundial
produccién
Tiempo para
produccién a gran Bajo Medio Alto Muy alto Medio Alto Bajo
escala
Distribucion Dificil Dificil Muy dificil Dificil Dificil Facil Facil
P i6 |
ropagacién de Facil Facil Dificil Factible Facil Facil Facil
sistema
Tamaiio del gen Desconocido Desconocido Limitado Limitado No limitado No limitado Limitado®
Rendimiento del Medio Alto Medio—-alto Alto Alto Alto Muy alto
producto
Calidad del Bajo Medio Alto-muy Alto—muy alto Alto Alto Alto
producto alto
Homogeneidad de
& . Bajo Medio Medio Alto Alto Alto Alto
la proteina
Correcta Correcta Correcta
Correcta Correcta (diferencia de (diferencia (diferencia
Glicosilacion Ausente Incorrecta (diferencias (diferencias los alicanos de los de los
menores) menores) aﬁgdidos) glicanos glicanos
afiadidos) afiadidos)
Plegamiento
8 . Bajo Medio Alto Alto Alto Alto Alto
proteico
Ensamblaje de
proteinas No No No Si No Si Si
triméricas
Seguridad Baja Alta Baja Baja Alta Alta Alta
Virus, ) .
riones y Virus, priones
Riesgo terapéutico Endotoxinas Desconocido P ADN y ADN Desconocido Desconocido  Desconocido
(. oncogénico
oncogénico
Percepci6n publica Bajo Medio Medio Alto Alto Alto Alto

del riesgo
'Fermentadores grandes y costosos. ’A medida gue aumenta el tamafio del inserto es mas probable que ocurra su delecién (Referencia 88).
Compilado de las referencias 3, 6y 31.

plantas, incluyendo algunas subclases de IgG dirigidas
contra la creatinkinasa humana, el éster fosfonato, el

anticuerpos y sus derivados se han producido en estos
sistemas vegetales (Tabla 2). Este hallazgo demostrd

que las plantas pueden ensamblar glicoproteinas
compuestas por diversas sub—unidades proteicas con
una gran autenticidad funcional y estructural (3). Es
por ello que el desarrollo de anticuerpos monoclonales
empleando estos métodos ha resultado atractivo para
muchas empresas farmacéuticas interesadas en
encontrar alternativas de produccion a gran escala que
sean econdmicamente viables y operacionalmente
seguras (21-25). En este sentido, diferentes tipos de
inmunoglobulinas se han producido exitosamente en
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antigeno Il de Streptococcus mutans o las
glicoproteinas de la envoltura del virus del herpes
simplex—2. Asimismo se han expresado fragmentos
variables (scFv) de un idiotipo de IgG especifico contra
epitopes derivados de linfomas de células B murinas
(26, 27), anticuerpos idiotipicos de la clase IgM con
alta actividad anti—NP [(4—hidroxi—3—nitro—fenil) acetil]
con su hapteno correspondiente (28),
inmunoglobulinas secretoras hibridas IgA/G especificas
para la proteina de adhesion principal de S. mutans

2013; 2(3):137-53. Avan Biomed.
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(29) y wun anticuerpo monoclonal neutralizante
denominado 2F5, el cual se une al epitope lineal
altamente conservado ELDKWAS sobre el extremo C—
terminal de la gp41 del VIH-1 (30). Otro gran numero
de anticuerpos (31) cuyo uso ha sido propuesto no
sélo en el diagndstico y prevencion, sino también en el
tratamiento de enfermedades de diversas etiologias se
han desarrollado empleando la transformacién
genética de plantas.

Aun cuando muchos anticuerpos y sus
derivados se han producido en sistemas vegetales,
sélo siete inmunoglobulinas farmacéuticas
recombinantes derivadas de plantas han alcanzado un
estatus comercial. Entre ellas, la IgA/G secretora
CaroRx™ que es producida en plantas de tabaco
transgénico mostro eficacia en el control del patégeno
bucal S. mutans; por otro lado el anticuerpo
monoclonal T84.66 y su derivado de simple cadena
T84.66scFv que reconocen el antigeno
carcinoembridnico (CEA), resultaron de gran utilidad
en el inmunodiagndstico in vitro y deteccién in vivo
mediante imagenologia de cdnceres epiteliales
(carcinoma) en humanos (32). Un anticuerpo
monoclonal humanizado 1gG1 que reconoce la
glicoproteina B del virus del herpes humano 2 (HHV-
2), una de las proteinas principales involucradas en la
adherencia y fusién de la envoltura viral y la
membrana plasmatica (33, 34), fue expresada en soya
transgénica. Los anticuerpos lograron prevenir la
transmision vaginal de HHV-2 en modelos murinos
después de aplicacion tépica (35). El anticuerpo
monoclonal PIPP que reconoce la gonadotropina
coridnica humana (hCG) fue producido en sus formas
completa, scFv y diabody en plantas de tabaco
transgénicas (36). Cada una de las formas del
anticuerpo fue capaz de inhibir la producciéon de
testosterona estimulada por hCG en cultivos celulares
in vitro, ademds de bloquear el incremento de peso
uterino inducido por hCG en ratas jovenes. La IgG
Avicidin™ que reconoce antigenos anti—EpCAM,
mostro excelente actividad contra el cancer colorectal.
No obstante, esta molécula producida en maiz vy
primera inmunoglobulina derivada de plantas que se
ha administrado a humanos, fue retirada del mercado
por los fabricantes (NeoRx—Monsanto) a causa de la
diarrea y a otros efectos secundarios que indujo en
pacientes durante un ensayo de Fase Il. Los fabricantes
atribuyeron el efecto observado a la reaccién cruzada
entre epitopes relacionados en el epitelio intestinal.

Avances mas recientes de esta tecnologia
incluyen la produccidon de anticuerpos humanizados
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mediante la co—expresién en plantas transgénicas de
las enzimas B(1,4)—galactosiltransferasa y
sialiltransferasa (6), incorporacion del hexapéptido
“SE(H/K)DEL” en el extremo C—terminal de la proteina
heterdloga para su retencion en el lumen del reticulo
endoplasmatico (RE) y asi evitar modificaciones post—
traduccionales propias de células vegetales (4),
eliminacion de sitios especificos de N-glicosilacion
sobre la secuencia (NXS/T) de los anticuerpos, siempre
que su actividad no se vea afectada (37, 38), ademas
se puede implementar la inhibicidn de la expresion de
las glicosiltransferasas involucradas en la B(1,2)-
xilosilacién y a(1,3)—fucosilacion en plantas (39) y la
produccidn de anticuerpos asociados con proteinas de
almacenamiento para mejorar su estabilidad vy
acumulacion como cuerpos proteicos u oleosos en
compartimientos sub—celulares adecuados (40, 41).

Formas de anticuerpos recombinantes
expresados en plantas

Las plantas se han utilizado para expresar
muchas formas diferentes de anticuerpos, desde
completamente murinos a enteramente humanizados,
anticuerpos compuestos sélo por el dominio variable o
aquellas formas en las que se combinan en diferentes
proporciones regiones de los dominios variables o
constantes de las inmunoglobulinas. La eleccion de la
secuencia y la estructura a expresar depende
basicamente de las aplicaciones terapéuticas o de
inmunodiagndstico que se esté proponiendo para la
molécula. Por ejemplo, cuando la aplicacion del
anticuerpo requiere de una interaccidon ligando
receptor lo mas especifica posible, como ocurre
cuando se desean neutralizar toxinas o virus, los
derivados de anticuerpos mas recomendables son
aquellos que carecen del dominio Fc. Por el contrario,
si se desea identificar antigenos de patdgenos, inhibir
infecciones o inducir una repuesta inmune efectora
con un mecanismo terapéutico que implique el
reclutamiento de células asesinas naturales (NK) vy
macrofagos, se recomienda entonces expresar
anticuerpos completos que induzcan un mecanismo de
respuesta inmune dependiente de Fc como la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(CCDA) o la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC). Esta ultima forma de anticuerpo
presenta una estructura tipica constituida por dos
polipéptidos distintos, dos cadenas pesadas idénticas y
dos cadenas ligeras idénticas, por lo que se pueden
concebir dos estrategias de insercién diferentes para
su expresion y ensamblaje. En la primera estrategia se
realiza la insercién de un constructo de ADN individual
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Figura 1. Representacion esquematica de los
cruzamientos sucesivos necesarios para producir una IgA
secretora a partir de cuatro parentales transgénicos.
Notese que cada parental expresa de manera individual
la secuencia codificante de las cadenas pesadas (),
ligeras (k), la proteina de unién (cadena J) o el
componente secretor (CS) y posteriormente, a través de
polinizacion cruzada, los polipéptidos se van agrupando
en parentales transgénicos hibridos (Adaptado de la
referencia 42).

(usualmente un ADN-T) portando las secuencias
codificantes tanto de la cadena pesada como la ligera,
0 bien se pueden ejecutar dos eventos de insercion
independientes. Para esta ultima estrategia se han
desarrollado dos métodos: 1) se desarrollan plantas
independientes de una misma linea, cada una
conteniendo un transgén (constructo para la cadena
pesada o para la cadena ligera) y posteriormente se
agrupan en un Unico parental transgénico hibrido
obtenido por polinizacién cruzada (Figura 1), 6 2) se
realiza la transformacién simultdnea de una misma
planta con ambos constructos de ADN, pero en
plasmidos diferentes (39, 42, 43).

Una variacion de esta estrategia |la
representa la produccién de los anticuerpos de cadena
pesada denominados camélidos, en los cuales el
componente de cadena ligera esta ausente (44), por lo
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que pueden ser expresados como un transgén
individual. Otras formas de anticuerpos recombinantes
obtenidos a partir de la insercion de secuencias
parciales de las cadenas pesadas vy ligeras, incluyen:
fragmentos Fab, fragmentos variables de simple
cadena (por su acronimo en inglés scFv), scFv
biespecificos, minibodies, diabodies, cadenas pesadas
individuales y formas mds complejas de anticuerpos
fusionados con proteinas, como ocurre con la IgA
secretora (Figura 2), que requiere no sélo de las
secuencias que codifican las cadenas pesadas y ligeras,
sino también de las secuencias codificantes de la
proteina de unién (cadena J) y del componente
secretor (CS).

Expresion de vacunas en plantas transgénicas

La biotecnologia de plantas no solamente ha
permitido la produccién a gran escala vy
econdmicamente factible de anticuerpos; también ha
funcionado como una plataforma de fabricaciéon de
drogas importantes, vacunas y otros compuestos
biofarmacéuticos de origen bacteriano, fungico o viral,
especialmente disefiados para combatir un gran
numero de enfermedades infecciosas en humanos vy
animales (Tabla 2). La variedad de agentes
terapéuticos derivados de plantas también incluye
productos sanguineos como albumina sérica humana,
para la cual hay una demanda anual de 500 toneladas
(3), citokinas, hormona de crecimiento humano
(somatotropina), enzimas (glucocerebrosidasa vy
fosfatasa  alcalina), aprotinina humana, a-1-
antitripsina, eritropoyetina, hemoglobina humana,
interleukinas (IL), interferones (IFN) (31, 45) vy
proteinas constituyentes del sistema del complemento
(46). Recientemente, esta plataforma de expresion
vegetal se ha explorado para desarrollar vacunas
contra algunos antigenos de pardasitos humanos como
Toxoplasma gondii, Plasmodium vivax y P. falciparum
(47, 48). Por ejemplo, el antigeno—1 de membrana
apical (PfAMA1l) y el péptido de superficie del
merozoito  (PvMSP1) de Plasmodium fueron
expresados en plantas transgénicas de Brassica napus
y analizados como vacunas contra la fase asexual
sanguinea de este parasito (49, 50). Los resultados
demostraron una induccidon de IgG1l especifica de
antigeno e incremento de la produccion de las
citokinas IL-12, TNF e IFN-y en ratones inmunizados
sub—cutanea y oralmente.

2013; 2(3):137-53. Avan Biomed.
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VIRV,

Cadena pesada (Camélido)

Anticuerpo completo Simple cadena larga

Minibody Diabody Fragmento Ab
scFv biespecifico scFv IgA secretora
K/ Dominio variable de cadena ligera D Dominio constante de cadena ligera —— Puentes disulfuro

O Proteina de unién (cadena J)

Q Dominio variable de cadena pesada D Dominio constante de cadena pesada | Regién bisagra nativa

‘ Componente secretor

\ Region bisagra recombinante

Figura 2. Formas de anticuerpos recombinantes expresados en plantas. scFv: acronimo proveniente del inglés para designar a
los fragmentos variables de simple cadena, Minibody/Diabody: convencionalmente se definen como diabody a los pequefios
anticuerpos constituidos Unicamente por los dominios variables de cadenas pesadas y ligeras, y minibody, a los pequefios
anticuerpos compuestos por dominios variables de cadenas pesadas y ligeras cuando se encuentran unidos a través de la

“region bisagra” a dos dominios constantes de cadena pesada.

De igual forma esta estrategia de desarrollo
de vacunas derivadas de plantas ha explotado el uso
de diferentes especies vegetales como tabaco, papa,
tomate, soya, alfalfa, lechuga, banana, melén, caupi,
maiz y Arabidopsis thaliana, para la producciéon de
antigenos de diversos patégenos causantes de
enfermedades infecciosas. Dentro de ellos destacan la
produccién de la hemaglutinina (HA) del virus de la
influenza aviar subtipo H5N1 (51) y la proteina
estructural E2 del virus de la diarrea viral bovina
(VDVB) (52), por la capacidad de inducir anticuerpos
neutralizantes especificos. También se ha reportado la
produccién simultanea de antigenos de superficie de
las proteinas S, M y L del virus de la hepatitis B (VHB)
como un prototipo de vacuna oral tri-componente
anti-VHB (53), la expresion de epitopes de Ia
glicoproteina transmembranal gp41 del VIH, la

Avan Biomed. 2013; 2(3): 137-53.

produccion de las proteinas no estructurales E6 y E7
del virus del papiloma humano (VPH), la proteina VP2
del parvovirus canino (PVC) (54) y otro gran numero de
antigenos provenientes de bacterias patdgenas como
la proteina TcpA de Vibrio cholerae, la cual ha
funcionado como un potente inductor de anticuerpos
protectivos, y la proteina estafilokinasa que ha
mostrado funcionar como un activador del
plasmindgeno especifico de fibrina y como un factor
trombolitico promisorio, especialmente ocasionando
la trombdlisis de codgulos ricos en trombocitos y
eritrocitos (55).

Expresion de anticuerpos y vacunas en plantas
utilizando vectores virales

Los vectores virales son sistemas de expresion
no clasicos que utilizan la asociacidon entre plantas y
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virus de plantas para producir proteinas farmacéuticas
recombinantes. Estos sistemas hibridos, considerados
modelos para la agricultura molecular, han sido
ampliamente utilizados como herramientas para la
produccién y administracién de un gran nimero de
antigenos y anticuerpos de importancia médica (Tabla
2) (2,7, 14- 19).

El primer intento en el desarrollo de vectores
virales de plantas incluyé el uso de virus con genomas
de ADN; sin embargo, la complejidad de los ciclos de
replicacion de esta clase de virus los hace incompatible
para alcanzar altos niveles de expresidn de la proteina
foranea (5). Por tal motivo, la mayoria de los vectores
virales emplea virus que poseen genomas de ARN
bicatenario o monocatenario con polaridad positiva.
En este sentido, la expresion de proteinas a través de
este sistema aprovecha la facil manipulaciéon de los
clones de ADNc de virus vegetales con genomas de
ARN monocatenario (5, 17) y la capacidad que poseen
los transcritos virales modificados para ser traducidos
directamente en células vegetales aisladas o en
plantas completas. Hasta ahora se han reportado dos
sistemas bdasicos de expresién basados en vectores
virales, el primero de ellos denominado “sistema de
expresion de polipéptidos”, a través del cual se expresa
una proteina recombinante completa no fusionada
que se acumula dentro de la planta (5) y el segundo
conocido como “sistema de presentacion de epitopes”,
en el cual el vector viral es disefiado de forma tal que
un péptido antigénico corto es fusionado a la cubierta
proteica del virién (Figura 3) y posteriormente es
desplegado sobre la particula del virién ensamblado
(13-15). Dentro de los vectores virales mas utilizados
hasta el presente se encuentran aquellos basados en
los virus del mosaico del caupi, virus del mosaico del
pepino, virus del mosaico de la alfalfa, virus arbustivo
enanizante del tomate, virus de la viruela del ciruelo,
virus x de la papa, virus del mosaico del tabaco, virus
de la necrosis del tabaco, virus del mosaico amarillo
del calabacin, y mas recientemente, el virus de la
tristeza de los citricos (Figura 4a) que infecta plantas
lefiosas (54, 56).

A través de este sistema se han producido
péptidos terapéuticos para muchas enfermedades
infecciosas ocasionadas por agentes virales, entre ellos
el epitope lineal conservado de la glicoproteina gp41
(12), epitopes del lazo V3 de la gp120 (14), la proteina
auxiliar-regulatoria Tat (57) y las proteinas
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estructurales pl17 y p24 (7), todas determinantes en el
establecimiento y progresién de la infeccion del VIH.
También se han expresado la proteina de la capside L1
del VPH-16 (58), la proteina de la envoltura E del virus
dengue serotipo 2 (59), epitopes de las proteinas
estructurales M2 y NP del virus de la influenza A (60) y
la proteina estructural VP1 del FMDV (61). Asimismo
se han logrado ensamblar mediante esta estrategia
anticuerpos completos y sus derivados para tratar
enfermedades crénicas como el cancer. Algunos
ejemplos de esta estrategia son el anticuerpo
monoclonal CO17-1A, dirigido contra antigenos
asociados a cancer colorectal (2) y un anticuerpo
idiotipico scFv desarrollado contra el linfoma folicular
de células B, el cual ya ha sido evaluado en humanos
con resultados muy promisorios (62).

Expresion de anticuerpos y vacunas en plantas
a través de agroinfiltracion

Otra estrategia que puede ser utilizada para
expresar transitoriamente proteinas farmacéuticas a
escala comercial es la denominada agroinfiltracién o
agroinyeccion, la cual utiliza la familia de vectores
binarios construidos a partir del plasmido Ti de la
bacteria patégena de plantas A. tumefaciens (63, 64).
Este sistema consiste de dos componentes, un primer
vector que contiene el ADN-T delimitado por las
secuencias de los bordes derecho e izquierdo,
secuencias correspondientes a multiples sitios de
clonaciéon, un gen marcador de seleccidon para células
de plantas transformadas y un gen reportero. El
segundo componente estd representado por las
secuencias estructurales propias del vector, en el que
se ubican sitios de replicacién para A. tumefaciens y
Escherichia coli, genes marcadores de seleccion para
las bacterias y un conjunto de genes denominados vir,
codificantes de un grupo de proteinas relacionadas
con la transferencia del ADN-T (17,64).

Algunas ventajas obvias de la expresidn
basada en Agrobacterium son la simplicidad del
sistema vy el corto tiempo requerido para expresar el
gen de interés una vez que las hojas han sido
agroinfiltradas. El procedimiento experimental no
demanda suministros ni equipos costosos, ya que las
hojas de plantas cultivadas en invernadero pueden ser
infiltradas utilizando una jeringa sin aguja, infiltracion
por vacio o un método de agroaspersion.

2013; 2(3):137-53. Avan Biomed.
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Una variacion de la estrategia de expresion
transitoria basada en A. tumefaciens utiliza un sistema
hibrido con los vectores virales. Este Ultimo sistema
conocido como MagnICONTNI (lcon Genetics, Halle,
Germany) emplea mddulos separados conformados
por el genoma de un vector de expresiéon viral
deconstruido (Figura 4b), los cuales son transferidos y
ensamblados dentro de la célula vegetal utilizando la
informacion genética y la maquinaria metabdlica de
Agrobacterium (54, 65). Los formatos de vectores
virales deconstruidos que son entregados a las plantas
via agroinfeccion generan un replicén viral funcional y
permiten expresar la proteina fordnea a niveles
bastante aceptables. Actualmente se encuentran
disponibles versiones deconstruidas para algunos virus
de ARN, entre ellos el virus del mosaico del tabaco, el
virus x de la papa, el ARN-2 del virus del mosaico del
caupi y el virus causante del enrollado apical de la
remolacha  Curtovirus  (Geminiviridae).  Muchas

Avan Biomed. 2013; 2(3): 137-53.

proteinas biofarmacéuticas se han expresado a través
del sistema MagnICON con un rendimiento exitoso y
una autenticidad funcional y estructural similar a la de
su contraparte mamifero.

Modificaciones post-traduccionales de
proteinas en plantas. Relevancia bioldgica de
las modificaciones post—traduccionales

Las proteinas requieren de un adecuado
ensamblaje para preservar su conformacion nativa,
biolégica y fisiologicamente activa. Ademds, los
péptidos maduros requieren de sefiales o grupos
funcionales especificos que les permitan modular la
interaccion proteina—proteina, proteina—acido
nucleico, determinar su actividad enzimatica, papel
estructural o incluso definir la localizacién sub—celular
en la que deben ser almacenados o van a realizar su
funcién (37, 66). En sistemas celulares eucarioticos
estas caracteristicas son logradas a través de una
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compleja red de modificaciones post—traduccionales

sumoilacién y establecimiento de puentes disulfuros.

(MPT) que incluyen: clivaje, fosforilacién, glicosilacién,

miristoilacién, metilacién, acetilacidn, ubiquitinizacién,

Estos sistemas de MPT de proteinas estan

Tabla 2. Ejemplos de anticuerpos, antigenos y péptidos terapéuticos expresados en plantas a través de diferentes

estrategias.

Planta

Sistema de

Rendimiento de

Condicion contra la

Anticuerpo Isotipo . la proteina cual fue Ensayo biolégico Ref
hospedera expresion e
purificada desarrollada
. o Inmunoterapia
CO17-1A mllgGZa be’:’]’f:;:?;a -I(-\r;\]/rf_ll_';\j:ﬁ nd’ dilrigida contra nr’ 2
cancer colorectal
Tratamiento de
Nicotiana 1,3%PST, :sezsi;ddeorjses con el
6D4 migG1l Estable (TMA) ensamblaje de . nr 20
tabacum metabolismo del
95% ) -
calcio (formacién de
huesos)
Progresion del ciclo
celular (linea celular
Estable Terapia contra el H125), estudios de
PhR3 1gG1 N. tabacum (TMA) 0,25% PST carcinoma de células  farmacocinética y 38
escamosas biodistribucién en
ratas, actividad anti—
tumoral en ratones
Inmunizacién pasiva .
Inmunofluorescencia
, , para tratar de larvas infectivas,
CarlA scFv Arabidopsis Fstable 025-0,9%psTs  oMfermedad o egago  13)  de 41
thaliana (TMA) parasitaria intestinal i
en caprinos Tr/chos.trongylus.
(nematelmintos) colubriformis
H10 higG1A N. tabacum Estable (TMA) 0,6-1,1 mg/kg de  Diagndstico y  Inmunohistoquimica
N. Transitoria peso fresco/ terapia de tumores de formaciones
benthamiana (AGR) 50-100 mg/kg de  en tejido adulto tumorosas
peso fresco experimentando provenientes de 76
neoplasia ratones BALB/c
inoculadas con células
de glioblastoma U87
Nef VIH-1 N. tabacum Estable 0,7% PST Tratamiento de la nr
infeccion causada 1
por VIH
Pr55Gag N. tabacum Estable (TMA) Variable segun el Diagnostico de la Produccion de
pl7/p24,p2 Transitoria péptido infeccion causada anticuerpo especifico
4 (AGR), expresadoy la por VIH de epitope y andlisis 7
(VV-TMV) estategia de IFN-y ELISPOT a
utilizada** partir  de  ratones
BALB/c inoculados
gp4l (7aa) N. Transitoria nd Tratamiento de la  Evaluacion de la
benthamiana (VV-PVX) infeccion  causada  actividad
por VIH neutralizante de
suero obtenido a 14
partir de ratones hu—
PBL-SCID (ensayo de
inhibicién de sincitio)
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Tabla 2. Ejemplos de anticuerpos, antigenos y péptidos terapéuticos expresados en plantas a través de diferentes estrategias.

Continuacion
. Rendimiento de Condicion
. . Planta Sistema de ) T
Anticuerpo Isotipo .. la proteina contra la cual Ensayo biolégico Ref
hospedera expresion e
purificada fue desarrollada
PvVMSP-1 Brassica Estable nd Diagndsticode  Produccién de
napus (TMA) P. vivax en anticuerpos
estado especificos de
sanguineo y epitope (1gG1) y de >0
celular citokina IL-12, TNF-a.
temprano e [FN-y.
SAK Salanum Estable nd Tratamiento de nr
tuberosum (TMA) miocarditis 55
aguda
gp120 N. Transitoria nd Tratamientode  Deteccidn de
(13aa) benthamiana (VV-TBSV) la infeccidn anticuerpo especifico
causadaporVIH para V3 a partir de
suero obtenido de 87

pacientes VIH+ y de
ratones inoculados
con PVQ.

Im: murino; nd: no determinado; 3nr: no realizado; AGR: agroinfiltracién; hu—PBL-SCID: ratones con inmunodeficiencia
combinada severa reconstituida con linfocitos de sangre periférica humana (acrénimo traducido al espariol); PST: Proteina soluble
total; PSTS: PST de semillas; PVQ: particula viral quimérica; PVX: Potato virus x; TBSV: Tomato bushy stunt virus; TMA:
transformacién mediada por Agrobacterium; TMV: Tobacco mosaic virus; VV: vector viral.

**para mayor detalle se recomienda consultar la bibliografia citada.

involucrados en actividades regulatorias celulares que
modulan una extensa cantidad de procesos biolédgicos
incluyendo sintesis y reparaciéon de ADN, control del
ciclo celular, transcripcioén, traduccién, transduccién de
sefiales, biogénesis de organelos y control de calidad
de las proteinas en el reticulo endoplasmatico. A
diferencia de lo que ocurre en los sistemas de
expresion procaridticos, en los sistemas eucariéticos
vegetales las proteinas heterdlogas expresadas son
modificadas y ensambladas adecuadamente vy
acumuladas en compartimientos celulares apropiados.

La produccion de polipéptidos funcionales
requiere principalmente de la formaciéon de puentes
disulfuro y de glicosilacion. En plantas, el reticulo
endoplasmatico, el cual es el compartimiento sub—
celular que funciona como puerta de entrada a la via
secretora (67), es el lugar de mayor importancia para
gue ocurran estas reacciones y se produzca el
ensamblaje apropiado de las proteinas (68).

Avan Biomed. 2013; 2(3): 137-53.

La razon por la cual la via secretora de plantas
ha sido ampliamente explotada para la producciéon de
proteinas farmacéuticas importantes, radica en la
mayor estabilidad que posee la proteina heterdloga
cuando es almacenada en compartimientos sub—
celulares donde predomina un ambiente oxidativo,
pocas proteasas y baja actividad hidrolitica,
caracteristicas propias del RE (6, 67). Ademads, este
compartimiento puede tolerar alta acumulacién de
proteinas solubles sin comprometer el funcionamiento
celular (69). No obstante, aun cuando el plegamiento
que puedan sufrir las proteinas en el RE ha
evolucionado para favorecer su estabilidad y actividad
bioldgica (67), la retencion en el lumen del RE de
polipéptidos que naturalmente residen en el citosol
puede cambiar su plegamiento y tener efectos
adversos sobre su funcionamiento. Esta consecuencia
deriva basicamente de la diferencia existente entre los
patrones de glicosilacion de estos compartimientos.
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Figura 4. 4a. Organizacion gendmica de los virus de plantas utilizados para expresar proteinas recombinantes. Las posiciones donde
se insertan los genes de interés se identifican con cajas de lineas entrecruzadas. Las funciones de algunos genes se detallan a
continuacién. POL/RdRp: ARN polimerasa dependiente de ARN; MP: proteina de movimiento; CP: proteina de capside; sgP: promotor
sub—gendmico; TGB: bloque triple de genes; P1-Pro: proteasa P1; HcPro: componente auxiliar de la proteasa; Cl/HEL: helicasa; VPg:
proteina viral de anclaje/cebadora; Pro: proteasa; Pro—C: cofactor de proteasa; CPL: proteina de capside grande; CPS: proteina de
capside pequefia; L—Pro: secuencia lider de la proteasa; Mtr: metiltransferasa; Hsp: homdlogo de proteina de choque térmico; CPm:
proteina menor de capside (Adaptado de las referencias 17 y 34). 4b Representacidon esquematica del sistema de expresidon basado
en el genoma de vectores virales deconstruidos. Se muestran las regiones del ADN-T de los mddulos del sistema de expresién. Cada
uno de los pro—vectores porta un sitio de recombinacion (SR). Cuando son co—expresados con un tercer vector codificante de una
integrasa sitio especifica, los dos mddulos de los pro—vectores se recombinan in vivo para crear un genoma viral completo
modificado. P: promotor; T: terminador; NTR: regidén no traducida; RdRP: ARN polimerasa dependiente de ARN; CP: proteina de
capside; BD: borde derecho; BI: borde izquierdo (Adaptado de la referencia 85).

Diversos trabajos han mostrado especial plantas han demostrado ser el epitope clave
interés acerca de la divergencia en los pasos de responsable de la alergenicidad en humanos de este
glicosilaciéon que ocurren en el Golgi medio y trans tipo de glicoproteinas (71).
entre células de plantas y mamiferos (6, 70). Aun
cuando el patron de glicosilacion que ocurre en Aunque estas diferencias hasta ahora no han
residuos especificos de asparaginas (NXS/T) durante su mostrado afectar la actividad bioldgica de las proteinas
paso por el lumen del RE y el Golgi cis es bastante recombinantes, otras propiedades fisico—quimicas
conservado entre estos dos tipos celulares (39), el uso tales como plegamiento, estabilidad, solubilidad,
en humanos de muchas glicoproteinas de importancia susceptibilidad a proteasas, farmacocinética, tasa de
terapéutica derivadas de plantas ha tenido eliminacion sistémica (CL) y antigenicidad, pueden ser
aplicaciones limitadas. La desventaja principal de esta profundamente afectadas (37,70, 71). Contrariamente,
clase de proteinas recombinantes esta asociado con el y a pesar de las diferencias significativas de la O—
tipo de N-glicanos propios de células vegetales glicosilacién entre plantas y animales, la ingenieria
[B(1,2)—xilosa y a(1,3)-fucosa] que son anadidos a la genética vegetal ha estado enfocada en estrategias
estructura de las proteinas durante su desplazamiento que utilizan deliberadamente los O-glicanos
por los compartimientos del Golgi medio y trans especificos de plantas sobre péptidos recombinantes
(figura 5). Esto se debe basicamente a que los residuos (37). Este tipo de modificacion consiste en la adicion
de xilosil y fucosil sobre los complejos N—glicanos de de oligosacaridos al oxigeno del grupo hidroxilo sobre
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Figura 5. Patron de glicosilacion de proteinas en plantas y animales. Las proteinas recombinantes expresadas en plantas
experimentan la adicion de N—glicanos propios de células vegetales [a(1,3)—fucosa y B(1,2)—xilosa], los cuales son afiadidos a su
estructura durante el desplazamiento por los compartimientos del Golgi medio y trans. Notese que las modificaciones post—
traduccionales entre ambos tipos de células son iguales hasta el Golgi cis. La ruta de glicosilacion en células animales se indica con
flechas rojas. Los polipéptidos destinados a permanecer en el lumen del reticulo endoplasmatico (RE) son marcados con la
secuencia del tetrapéptido sefial KDEL antes de ser exportados por primera vez desde el RE hacia el Golgi cis (transporte
anterégrado), lo cual permite que estos péptidos sean recuperados y devueltos al RE a través del transporte retrégrado
(Adaptado de las referencias 75 y 86).

la cadena lateral de los aminodcidos serina, treonina, uso de ARN interferente (75) y expresion de dominios

hidroxilisina o hidroxiprolina, y su empleo se debe al
amplio rango de caracteristicas estructurales y
funcionales que estos conjugados son capaces de
afectar. En este sentido, diversos trabajos han
propuesto que la O-glicosilaciéon puede aumentar la
estabilidad, el rendimiento y el comportamiento
farmaco—cinético de muchas proteinas que tienen un
tiempo de vida media muy corto (72-74).

Algunas estrategias para evitar la formacion
de glicanos inmunogénicos de plantas, incluyen:
retenciéon de la glicoproteina recombinante en el
lumen del RE para prevenir las glicosilaciones tardias
especificas de células vegetales, humanizacion de la
magquinaria de glicosilacion a través de la expresion de
las enzimas B(1,4)—galactosiltransferasa y
sialiltransferasa (6), silenciamiento de la expresion de
las glicosiltransferasas propias de plantas a través del

Avan Biomed. 2013; 2(3): 137-53.

o epitopes no glicosilados de las proteinas de interés.

Esta estrategia de expresion de proteinas
heterdlogas glicosiladas en plantas se ha utilizado para
producir mediante agroinfiltracion  anticuerpos
monoclonales completos contra antigenos tumorales
(76) y contra antigenos asociados a cancer colorectal,
estos Ultimos producidos empleando el sistema de
vectores de virus de plantas (2). De igual forma se ha
utilizado el sistema de vectores virales para expresar
en plantas algunos dominios del lazo V3 de la proteina
estructural de membrana gp120 del VIH-1 (13), la cual
estd altamente glicosilada (33).

Adicionalmente, se ha reportado la ocurrencia
en plantas de otros tipos de modificaciones post—
traduccionales que incluyen sulfatacién de residuos de
tirosinas, hidroxilacion de prolinas y lisinas,
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arabinosilacién de hidroxiprolinas e hidroxilisinas y
lipidacion (37, 77). Este grupo de modificaciones, que
hasta la fecha no se han reportado por interferir en el
plegamiento y estabilidad de proteinas heterdlogas,
son comunes en péptidos secretados que cumplen
funciones de sefializacion en diversos aspectos de la
biologia de la planta como el crecimiento, la
diferenciacién y la defensa.

Péptidos seial en la modificacion post—
traduccional de proteinas recombinantes

En muchos casos cuando se requiere que las
proteinas heterdlogas sean retenidas en el lumen del
RE se afiade a su extremo C—terminal la secuencia del
hexapéptido “SE(H/K)DEL” (4) o la secuencia de la
prolamina “y—zein” del maiz, la cual permite formar
cuerpos proteicos y acumularlos en altas cantidades en
este compartimiento celular (67). Una estrategia
alternativa desarrollada para moléculas que requieren
del ambiente citosdlico, consiste en anclar los
polipéptidos a la cara citosdlica del RE utilizando una
isoforma del citocromo b5 de mamifero. Por el
contrario, si la proteina foranea debe ser redirigida a
algin compartimiento sub—celular especifico donde
s6lo ocurre la formacién de puentes disulfuro (6),
como sucede en el apoplasto (29), la vacuola (78) o los
cloroplastos, se fusiona al extremo N—terminal de la
proteina de interés la secuencia de algun péptido senal
como el de la proteina PR1 del tabaco (1), la secuencia
de la disulfuro isomerasa de la alfalfa (4), la proteina
de almacenamiento vacuolar phaseolin de las
leguminosas (78) o el péptido de transito plastidial
“TPSS” de la sub—unidad pequefia de la enzima
plastidial Ribulosa—1,5—bifosfato carboxilasa oxigenasa
(RuBisCO) (79). Otros péptidos frecuentemente
utilizados en la compartamentalizacién de las
proteinas recombinantes son la esporamina de la
papa, la quitinasa de A. thaliana y la secuencia de la a—
amilasa de los cereales, la cual mejora la acumulacion
y la estabilidad de los polipéptidos en las semillas (43).

Eficacia inmunoldgica de vacunas, anticuerpos
y antigenos derivados de plantas

Todas las proteinas farmacéuticas
recombinantes producidas a través de la agricultura
molecular de plantas, para las cuales se pretenda una
aplicacion  potencial en  inmunoterapia y/o
inmunodiagndstico, deben  presentar  algunas
caracteristicas basicas. Dentro de estos requisitos se
encuentran: alto rendimiento de la proteina
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heterdloga, facil administracion de los antigenos
expresados (bien sea purificados o como extracto
foliar crudo), produccion de un polipéptido
farmacolégicamente activo con capacidad para inducir
una respuesta inmunitaria celular y/o humoral
efectiva, alta especificidad para tratar la condicion
contra la cual fue desarrollada y baja toxicidad
comparada con las drogas existentes en el mercado.

En términos generales, los anticuerpos
expresados en plantas han mostrado una actividad
bioldgica similar a la de su contraparte mamifero; por
ejemplo, se han desarrollado diferentes plantibodies
con la capacidad de interactuar especificamente con
antigenos asociados a trastornos neopldsicos (76),
interrumpir la cascada de transduccion de sefiales
propias de afecciones cancerigenas (2, 38) o inducir un
mecanismo de respuesta inmune basado en CCDA
(80). Asimismo, se han expresado diferentes formatos
de anticuerpos que han permitido contrarrestar
patégenos causantes de enfermedades infecciosas
como el VIH (30, 81, 82), VHB (83), VHC, virus del
herpes simplex (35), distintos tipos de influenza virus y
el virus causante de la rabia (84).

Igualmente ha sido posible inducir Ila
produccidon de anticuerpos neutralizantes contra la
proteina estructural gp4l del VIH (14), la
hemaglutinina del virus de la influenza aviar (51) y la
proteina estructural E2 del virus causante de la diarrea
viral bovina (52). También se lograron desarrollar
anticuerpos idiotipicos personalizados (especificos de
pacientes) contra enfermedades crdnicas como el
linfoma no Hodgkin (62). La administracion de esta
ultima vacuna permitié que los pacientes en estudio
desarrollaran un mecanismo de respuesta inmune
celular y humoral, asi como una respuesta especifica
de antigeno. Otros mecanismos de repuestas
observados en modelos murinos, a partir de Ia
inoculacion de proteinas recombinantes derivadas de
plantas, han sido la produccion incrementada de las
citokinas IL-12, TNF e IFN-y (50) y la amplificacién de la
respuesta inmune dependiente de células T, esta
Ultima inducida por las proteinas estructurales
p17/p24 del VIH (7).

Perspectivas

En los dultimos afos los avances de la
ingenieria genética y de otras herramientas
moleculares han permitido la produccién a bajo costo
y a gran escala de muchas proteinas recombinantes

2013; 2(3):137-53. Avan Biomed.
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derivadas de plantas. Aun cuando los sistemas
vegetales son considerados seguros para la expresion
de péptidos heterdlogos, debido a la incapacidad que
poseen de replicar virus humanos; la ausencia de la
magquinaria de MPT propia de células animales ha
limitado la utilizacion de ciertos péptidos de
importancia médica. Sin embargo, el nimero de
vacunas, antigenos y anticuerpos derivados de plantas
ha incrementado en la ultima década. Esto ha sido
posible gracias al entendimiento de la funcidn
bioldgica que ejercen los glicanos de origen vegetal en
la actividad, estabilidad, solubilidad e inmunogenicidad
de los péptidos recombinantes. De esta manera se
espera que en un futuro préximo se desarrollen mayor
numero de plantas que expresen de manera estable o

transitoria péptidos con buena tolerancia oral,
ensamblados apropiadamente, sin riesgos de efectos
secundarios y con una alta eficacia para controlar las
principales enfermedades que nos afectan a nivel
mundial.
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