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RESUMEN

Introduccidn: Las proteinas recombinantes son esenciales para el tratamiento de enfermedades complejas debido a
su alta eficacia y seguridad. Su produccion involucra manipulacion genética y el uso de sistemas bioldgicos,
incluyendo células bacterianas, de mamiferos e insectos. Sin embargo, los sistemas basados en plantas estan
emergiendo como una alternativa prometedora, con ventajas como menores costos y menor riesgo de
contaminacién.

Objetivo: Esta revision tiene como objetivo examinar los aspectos clave de la produccion de proteinas en plataformas
de expresion vegetal, con un enfoque particular en los avances en la produccion de Factor de Crecimiento Epidérmico
Humano Recombinante (rhEGF).

Metodologia: Se realizd una revision de la literatura cientifica y técnica sobre plataformas de expresién vegetal. El
analisis incluyd una evaluacion de las ventajas, desafios y aplicaciones de estos sistemas, con especial énfasis en los
desarrollos recientes en la producciéon de rhEGF.

Resultados: La revision revela que los sistemas vegetales han logrado avances significativos en la produccién de
rhEGF. Estos sistemas ofrecen beneficios como costos reducidos, mayor seguridad y capacidad para producir
proteinas con modificaciones postraduccionales adecuadas, mostrando ser una alternativa viable a los métodos
tradicionales.

Discusion y Conclusion: Las plataformas de expresidon vegetal se presentan como una opcion prometedora para la
produccion de proteinas recombinantes, superando a los métodos tradicionales en términos de eficiencia vy
seguridad. Los resultados positivos en la produccién de rhEGF sugieren que esta tecnologia podria ser adoptada
ampliamente en la industria farmacéutica y cosmética en el futuro cercano.

Palabras Claves: Agricultura molecular, proteinas heterdlogas, sistemas de expresion vegetal, biosimilares, células
vegetales en suspension.

ABSTRACT

Introduction: Recombinant proteins are crucial for the treatment of complex diseases due to their high efficacy and
safety. Their production involves genetic manipulation and the use of biological systems, including bacterial,
mammalian, and insect cells. However, plant-based systems are emerging as a promising alternative, offering
advantages such as reduced costs and lower risk of contamination.

Objective: This review aims to examine the key aspects of protein production using plant expression platforms, with
a particular focus on advancements in the production of Recombinant Human Epidermal Growth Factor (rhEGF). This
approach enables a detailed assessment of the viability and potential of these systems for pharmaceutical and
cosmetic applications.

Methodology: A comprehensive review of the scientific and technical literature on plant expression platforms was
conducted. The analysis included an evaluation of the advantages, challenges, and applications of these systems, with
particular emphasis on recent developments in the production of rhEGF.

Results: The review reveals that plant-based systems have made significant advancements in the production of rhEGF.
These systems offer benefits such as reduced costs, enhanced safety, and the ability to produce proteins with
appropriate post-translational modifications, demonstrating their viability as an alternative to traditional production
methods.

Discussion and Conclusion: Plant expression platforms are emerging as a promising option for recombinant protein
production, surpassing traditional methods in terms of efficiency and safety. The positive outcomes in rhEGF
production suggest that this technology could be widely adopted in the pharmaceutical and cosmetic industries in
the near future.

Keywords: Molecular farming, heterologous proteins, plant expression systems, biosimilars, plant suspension cells.
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INTRODUCCION

Desde sus primeros desarrollos en la década de los
afios 70’s la tecnologia del ADN recombinante ha
impulsado el crecimiento de la  industria
biofarmacéutica. La posibilidad de sintetizar genes y de
introducirlos mediante vectores de transformacién en
células u organismos transgénicos que se utilizan como
biofabricas de proteinas facilité el desarrollo de
farmacos para el tratamiento de enfermedades
complejas como el cancer, la diabetes y la esclerosis
multiple. Tal ha sido el impacto de esta tecnologia, que
desde el desarrollo de la insulina recombinante (afio
1984) hasta el afio 2023, existian 350 proteinas
heterologas aprobadas por la FDA para uso clinico (1).
Estas proteinas se sintetizaron inicialmente utilizando
cultivos de Eschericihia coli, pero la necesidad de
obtener proteinas cada vez mas complejas (por
ejemplo, proteinas glicosiladas, multiméricas o con
varios puentes disulfuro) y con costos de produccion
mas bajos motivo la busqueda de nuevas plataformas
de produccién eucariotas. Hoy en dia, gracias al avance
de las técnicas de cultivo celular a gran escala, es
posible producir proteinas terapéuticas en una amplia
variedad de hospederos eucariotas, incluyendo
levaduras, células de mamiferos, de insectos y plantas,
entre otras (2).

Los sistemas vegetales de expresidon de proteinas
recombinantes han sido estudiados desde hace mas de
30 afios debido a que presentan algunas ventajas sobre
las demas plataformas de produccion, entre ellas, la
capacidad de producir proteinas de varias subunidades
y con algunas de la modificaciones postraduccionales
necesarias para garantizar la actividad bioldgica cuando
se usan como farmacos en humanos, la facilidad de
escalado de los procesos de manufactura y menores
costos de produccion (3). El conocimiento adquirido
durante este tiempo derivo en la aprobacion en el afio
2012 de la comercializacion de la taliglucerasa alfa, la
primera proteina terapéutica producida en una
plataforma vegetal (4). A nivel experimental se ha
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conseguido la expresién en multiples especies
vegetales de un gran numero de proteinas terapéuticas
gue sin embargo no han logrado alcanzar las fases de
comercializacién (5), principalmente debido a las bajas
concentraciones en las que se logran producir. En la
actualidad, los esfuerzos se concentran en desarrollar
estrategias para incrementar los rendimientos de
produccion de las proteinas (6-9), las mejoras en las
técnicas de purificacion (10,11), el desarrollo de lineas
vegetales humanizadas capaces de sintetizar proteinas
con las modificaciones postraduccionales necesarias
para garantizar la funcionalidad terapéutica requerida
(12,13), el escalado de los procesos de produccién, asi
como la busqueda de especies vegetales alternativas a
las que tradicionalmente han sido estudiadas.

El factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF) es
una proteina fundamental en la regulacion del
crecimiento vy la proliferacion celular. Su aplicacién en la
medicina radica en su capacidad para estimular la
regeneracion celular, lo que lo convierte en un
candidato ideal para la produccién de terapias
destinadas a la cicatrizacién de heridas y el tratamiento
de ciertas enfermedades. La produccion de hEGF
recombinante en plataformas vegetales ha sido
ampliamente estudiada debido a varias ventajas
inherentes a este sistema. El estudio de la produccién
recombinante del EGF puede proporcionar informacién
valiosa sobre como optimizar la expresion de proteinas
recombinantes en los sistemas de expresién vegetal,
incluyendo estrategias para mejorar el rendimiento vy la
estabilidad del producto final. Por ejemplo, se han
desarrollado técnicas para la expresion en tejidos
especificos y se han implementado métodos para la
mejora de la solubilidad y |a estabilidad. Estos avances
no solo han permitido la produccién eficiente de EGF,
sino que también han establecido una base sdlida para
la produccién de otras proteinas terapéuticas en
sistemas vegetales, ofreciendo una perspectiva
prometedora para el futuro de la biotecnologia
farmacéutica.

En el siguiente trabajo se presenta una revision de la
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tecnologia de produccién de proteinas recombinantes
farmacéuticas en plataformas vegetales, haciendo
énfasis en los desarrollos alcanzados con la produccion
del hEGF.

METODOLOGIA

Se reviso literatura cientifica (articulos de investigacion
original, articulos de revision, capitulos de libro vy
editoriales) obtenida de bases vy repositorios
académicos como Sciencedirect, PubMed, Elsevier,
Wiley online library y SciELO. Para la seleccion de los
articulos se emplearon las siguientes ecuaciones de
busqueda: Ecuacion 1: ("recombinant proteins" OR
"recombinant protein production") AND ("plant
expression systems" OR "molecular farming" OR
"plant-based production"); Ecuacién 2: ("growth
factors" OR "epidermal growth factor" OR "EGF") AND
("recombinant production” OR "plant expression
systems") AND ("pharmaceuticals" OR
"biopharmaceuticals"). Se seleccionaron de manera
manual los trabajos que incluian informacion relevante
para la subtematicas abordadas en en la revision.

SISTEMAS VEGETALES DE
EXPRESION DE PROTEINAS
RECOMBINANTES

La produccién de proteinas recombinantes en
plataformas vegetales inicia con la insercion de la
secuencia del gen que codifica para la proteina de
interés dentro de la célula o la planta hospedera. Este
proceso de transformacion genética puede llevarse a
cabo por métodos fisicos, como  balistica,
microinyeccién o electropracion, pero el método mas
comun es la infeccién o la agroinfiltracion con
Agrobacterium  tumefaciens; esta  bacteria
Gram-negativa tiene la capacidad natural de infectar
las plantas y de transferir la region ADN-T de un
plasmido (denominado Ti) que contiene una serie de
genes onc y op que codifican para la sintesis de
proteinas inductoras de la formacion de tumores en las
plantas y de productos que sirven de fuente de carbono
y nitrégeno para la bacteria (14). Por técnicas de
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ingenieria genética se han construido vectores basados
en versiones desarmadas del plasmido Ti a los que se le
eliminan los genes oncogénicos y en los que la region
ADN-T es reemplazada por el gen de la proteina
heterdloga que se desea expresar, usualmente bajo el
control de secuencias promotoras que regulan su
expresion (15). En la practica se infectan tejidos
vegetales con cepas de Agrobacterium que contienen
estos vectores y, una vez dentro del nucleo de las
células, la secuencia fordnea puede o no integrarse al
cromosoma, determinando de esta forma si la
expresion de la proteina se realizard de manera estable
o transitoria (16) (Figura 1).

Figura 1. Proceso de transformacion de cultivos
vegetales mediante infeccion mediada por A.
tumefaciens para la produccién de proteinas.
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Fuente: Elaboracion propia, usando el programa Biorender.

Luego de la obtencion de las células transformadas
existen diferentes estrategias para la produccién de las
proteinas recombinantes. Una alternativa consiste en el
uso de plantas completas que se cultivan en
invernaderos y que expresan las proteinas de manera
estable o transitoria (17). En este caso, las proteinas
pueden producirse a lo largo de todos los tejidos o en
zonas especificas de las plantas, como las hojas, las
semillas o los frutos (17-23). También es posible utilizar
técnicas de cultivos de tejidos vegetales in vitro para
establecer cultivos de células indiferenciadas en
suspension, en cuyo caso las proteinas pueden
acumularse a nivel intracelular dentro de alguin
compartimiento de la célula (reticulo endoplasmatico
por ejemplo) o excretarse al medio de cultivo (24-27).
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Dentro de esta categoria también se incluyen los
sistemas de produccién basados en el cultivo de raices
peludas, o hairy roots (28—-30), asi como las plataformas
de produccion que emplean cultivos de algas y de
musgos (31-33).

Independientemente del sistema de produccién
utilizado, las plataformas vegetales presentan costos de
produccién mas bajos que las plataformas de expresion
en células de animales; ademas, al no tener riesgo de
contaminacién con patdgenos humanos, las proteinas

heterdlogas de origen vegetal tienen un mayor grado
de bioseguridad. A lo anterior se le suma la capacidad
que tienen las células vegetales de realizar
modificaciones postraduccionales, lo que permite la
sintesis de proteinas complejas que no pueden ser
producidas en las plataformas bacterianas. Estas
caracteristicas han supuesto el uso de los sistemas
vegetales para la produccion de proteinas terapéuticas
qgue se encuentran en diferentes fases de desarrollo
clinico (Tabla 1).

Tabla 1. Proteinas terapéuticas de origen vegetal en fases avanzadas de desarrollo.

; Sistema de Estado d
Proteina stado de . .
iz Empresa o laboratorio Referencia/Enlace
expresion desarrollo P /
B-Glucocerebrosidasa Enzima Daucus carota (Células) Comercial Protalix Biotherapeutics Inc. (34)
(ELELYSO®) Pfizer (bajo licencia)
Colageno Otras Nicotiana tabacum Comercial CollPlant Inc. (35)
(Vergenix®)
Factor de crecimiento de Factor de Crecimiento Oriza sativa Comercial Genecell BioNTech
Fibroblastos (Cosmético) http://www.nbms.co.kr/?page_id=871
Antigeno de la Anticuerpo N. tabacum Comercial Centro de Ingenieria Genética y
superficie de la Biotecnologia, Cuba (5)
hepatitis B
Anticuerpos contra el Anticuerpo N. tabacum Fase llI* Mapp Biopharmaceutical (36)
ébola (ZMAPP®)
Uricasa Citocina Daucus carota (Células) Fase | Protalix Biotherapeutics Inc. https://protalix.com/pipeline/
Anticuerpo de cadena Anticuerpo N. tabacum Fase | Large Scale Biology Corp (37)
sencilla (scFv) para
linfoma no Hodking
Influenza Vacuna N. benthamiana Fase | Fraunhofer (CMB) (38)
Hemaglutinina
Anticuerpos contra Anticuerpos N. Benthamiana Fase | Bayer/ICON genetics (39)
HSV/HIV
Insulina humana Hormona Arabidopsis thaliana Fasel SemBioSys Genetics (23)
Factor intrinseco humano Otras A. thaliana Fase ll Universidad Aarhu Dinamarca (40)
Ibio-101 Otras N.tabacum Preclinica iBio https://ibioinc.com/pipeline/ibio-101/
Ranbizumab Anticuerpo N.Benthamiana Preclinica Plant Form http://www.plantformcorp.com/products.

aspx

Nota: A pesar de estar en fase experimental, el cocktail de anticuerpos ZMAPP fue utilizado por la Organizacién mundial de la Salud (OMS) en tres pacientes durante la epidemia
del ébola de 2014 en Africa. En la actualidad, la vacuna esta descontinuada.
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Fuente: Elaboracion propia.
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EXPRESION ESTABLE

Los sistemas de expresion estables fueron los primeros
en ser implementados y con ellos se establecieron los
organismos modelo que, como el tabaco (N.
tabacum/N. benthamiana), la zanahoria (D. carota) y el
arroz (0. sativa), dominarian la tecnologia de
produccidn de proteinas heterdlogas vegetales. En esta
estrategia de produccién el gen de interés se inserta
dentro del ADN cromosomal o plastidico de las células
hospederas. Debido a que la secuencia estad
constitutivamente unida al material gendmico del
huésped, esta puede transmitirse a la plantas o células
hijas a lo largo de las etapas de propagacién (41). Esto
permite que las lineas vegetales utilizadas puedan ser
caracterizadas, estandarizando de esta forma los lotes
de produccién de las proteinas.

Cuando la transformacion genética se realiza por medio
Agrobacterium o por biobalistica, la secuencia de
interés se inserta de manera aleatoria en el ADN vy el
nivel de expresion de la proteina estara determinado
por efectos de posicion (42,43). Asi mismo, el transgén
puede estar presente en copias Unicas o multiples, lo
gue puede favorecer la expresion del gen o afectar los
rendimientos de produccion debido al silenciamiento
por homologia (44). Estos fendmenos hacen que el
proceso de desarrollo, screening y caracterizacién de
las lineas transgénicas estables sea largo, pero una vez
superadas estas etapas es posible producir las
proteinas heterdlogas en concentraciones que, en el
caso de expresion en sistemas de plantas, alcanzan los
100 pg por Kg de peso fresco (5).

Con el fin de aumentar los rendimientos de la expresién
de las proteinas se ha explorado el uso de lineas
transplastdmicas, en las que el gen de interés se integra
dentro del ADN de los cloroplastos. Con esta estrategia
es posible insertar por recombinacion homaéloga el gen
deseado en regiones definidas del ADN, eliminando asi
los efectos de posicién. Adicionalmente, el alto nimero
de cloroplastos por célula y el elevado nivel de ploidia
asegura altos niveles de expresion y de acumulacion de
las proteinas heterdlogas (45).

En plantas transgénicas estables es posible acumular
las proteinas heterdlogas en érganos especificos; para
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conseguir esto se utilizan secuencias de sefializacion
gue envian las proteinas a organos determinados o
promotores de transcripcion que son funcionales
Unicamente en tejidos particulares. Las semillas y los
frutos son los érganos en los que usualmente se suelen
acumular las proteinas heterdlogas, debido a que
ofrecen ventajas en términos de purificacidn,
almacenamiento, escalado y transporte (46).

EXPRESION TRANSITORIA

Actualmente la mayoria de las proteinas terapéuticas
gue se encuentran en evaluacion clinica y preclinica se
producen en sistemas vegetales de expresion
transitoria (3). Con esta modalidad de expresidon se
reducen los tiempos de desarrollo de las lineas
transgénicas y se alcanzan mayores concentraciones de
proteinas en periodos de tiempo mds cortos. A
diferencia de la expresidon estable, en este caso el gen
que codifica para la proteina terapéutica no se integra
al genoma nuclear o plastidico, sino que se trascribe
directamente en el citoplasma del hospedero.

En esta modalidad de expresién se aprovecha la
capacidad que tienen algunos virus de infectar a las
plantas y de secuestrar la maquinaria enzimatica
vegetal para la replicacién de su material genético vy la
sintesis de las particulas virales. En el genoma de estos
virus de ADN o ARN estd codificada ademas la
informacién que dirige la supresion de los mecanismos
de defensa del huésped vy la capacidad de expansién de
la infeccion hacia las células no afectadas. Los vectores
de expresion transitoria mas recientes estan basados
en versiones reducidas de estos virus, en los cuales se
conservan las secuencias esenciales para garantizar la
sintesis de la proteina heterdloga y la propagacion
sistémica del virus en los tejidos de las plantas. Estas
secuencias virales normalmente se introducen junto
con la secuencia del gen de interés, los promotores y
demas elementos regulatorios, en la region ADN-T de
vectores de Agrobacterium; por lo que los eventos de
la infeccidn inicial estan controlados en este caso por la
bacteria y no por secuencias virales (3,16). Sin
embargo, otros mecanismos de entrega incluyen el uso
directo de vectores desnudos de ADN o de transcriptos
infecciosos previamente sintetizados (47). Luego de la
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entrada a las células, la secuencia foranea es transcrita
y traducida por las enzimas vegetales, lo que provoca la
sintesis conjunta de la proteina terapéutica y de las
demas proteinas encargadas de la multiplicacion vy
transporte del virus a nuevas células, en donde el
proceso se repite de manera ciclica. Algunos vectores
contienen secuencias que codifican para enzimas ARN
polimerasas dependiente de ARN que promueven la
sobreproduccion de ARNm vy, por tanto, la sintesis de
las proteinas terapéuticas de interés (3).

Las concentraciones de proteina obtenida por este
método alcanzan el 80% de proteinas soluble total
(PST) (3), con cantidades de proteina en el orden de los
4 g por Kg de peso (5), dependiendo de la naturaleza
del vector. Entre estos, los mas utilizados contienen
secuencias de los Virus del Mosaico del Tabaco (TMV),
el Virus del Mosaico del Frijol (CPMV) y el Virus X de la
Papa (PVX). Los vectores MagnlCON®, comercializados
por la empresa ICON genetics, destacan por ser los mas
populares (48-50).

A diferencia de la expresion estable, la expresion
transitoria es menos versatii en cuanto a las
posibilidades de escalado industrial, ya que el sistema
es aplicable Unicamente a plantas completas cultivadas
en campo o en condiciones de invernadero, y no a
sistemas de cultivos de tejidos o de células en
suspension. Dado que la regulacion farmacéutica esta
mejor definida en los sistemas de produccion basados
en fermentaciones liquidas, muchos de los esfuerzos de
la tecnologia de produccién de proteinas vegetales en
plantas estan concentrados en adoptar Buenas
Practicas de Manufactura que permitan obtener la
autorizacion para la comercializacién de los productos
por parte de los organismos regulatorios (50,51). Este
punto ha sido identificado como uno de los cuellos de
botella en el proceso de transferencia de las proteinas
farmacéuticas al mercado.

EXPRESION EN CULTIVOS DE
TEJIDOS IN VITRO

El cultivo de tejidos vegetales in vitro comprende el
crecimiento de células vegetales indiferenciadas o de
tejidos particulares en ambientes controlados vy
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estériles. Cuando las células o los tejidos estan
transformados con secuencias foraneas que codifican
para las proteinas de interés es posible establecer
métodos de produccién escalables que permiten
purificar las proteinas siguiendo procedimientos
equiparables a los utilizados por los sistemas de
produccion bacterianos y de mamiferos.

EXPRESION EN CULTIVOS DE
CELULAS VEGETALES EN
SUSPENSION

El cultivo de células vegetales en suspension consiste
en la propagacion in vitro de células derivadas de
cualquier tejido vegetal que se mantienen agitadasy en
condiciones asépticas en un medio de cultivo liquido
(52). El cultivo se compone de un conjunto de células
aisladas y de agregados celulares compuestos por 2 a
100 células (53) y que pueden o no tener algin grado
de diferenciacién y/o especializacion.

Para el establecimiento de las suspensiones se toman
porciones de tejidos diferenciados de la planta,
denominados explantes, que luego de un proceso de
desinfeccion se transfieren a un medio de cultivo sélido
para promover la proliferacién masiva de células
indiferenciadas (callos). Una vez se obtienen callos
friables, es decir, callos compuestos por células que
tienen la capacidad de separarse con relativa facilidad
unas de otras después de una division celular, estos se
transfieren a un medio de cultivo liquido en donde las
células pueden crecer en suspension y ser mantenidas
y multiplicadas a lo largo del tiempo con la renovacién
oportuna del medio de cultivo.

Dependiendo de la concentracién hormonal, y en
especial de la relacion de concentracion de
auxinas/citoquininas, un callo puede derivar en la
regeneracidon de una nueva planta o en la proliferacion
de un tejido particular (raices, hojas, etc), por lo que
esta variable, al igual que el tipo, tamafio y edad del
explante, es importante al momento de iniciar los
cultivos.

Existen dos vias para obtener cultivos de células
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vegetales transformadas. Una de ellas consiste en
tomar los explantes de una planta previamente
transformada y a partir de ellas inducir la callogénesis
para el posterior establecimiento de las suspensiones.
El otro enfoque implica obtener los callos a partir de
explantes silvestres para luego transformarlos con
cualquiera de los métodos de transformacion genética
disponibles (54) (Figura 2).

Figura 2. Esquema general del proceso de produccion
de proteinas recombinantes mediante el cultivo de
células vegetales en suspension.
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Fuente: Elaboracion propia.

Los cultivos de células en suspensién ofrecen la
posibilidad de cultivar grandes voliumenes de células
gracias el uso de biorreactores. Adicionalmente, las
células transformadas mantienen las mismas ventajas
gue ofrecen las plataformas basadas en el cultivo de
plantas completas, con el beneficio adicional de que la
tecnologia de fermentacién es analoga a la de los
sistemas bacterianos y de mamiferos; razéon por la cual,
los conocimientos adquiridos por afios en estas
plataformas son facilmente adaptables a las células
vegetales. Actualmente, dos proteinas recombinantes
de origen vegetal cuentan con aprobacién vigente de
organismos internacionales para uso terapéutico
comercial en humanos: la Glucocerobrosidasa, una
enzima utilizada para el tratamiento de la enfermedad
de Gauchery que es producida en cultivos de células en
suspension de zanahoria, empleando biorreactores
desechables con capacidad de 400 L; y la proteina spike
del virus SARS-CoV-2, sintetizada como una Particula
Similar a Virus (VLPs) en plantas de Nicotiana
benthamiana, y que fue autorizada en Canada como
vacuna contra el COVID-19 (4,27,34).
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Las células de tabaco, arroz, zanahoria y alfalfa
(Medicago sativa) son las especies hospederas mas
utilizadas para la produccion de proteinas terapéuticas
(55). En estos sistemas se han logrado expresar
hormonas, anticuerpos, factores de crecimiento,
enzimasy citocinas (56). Con el objetivo de incrementar
los rendimientos de produccion se han aplicado
estrategias dirigidas a la optimizacion de los medios de
cultivo (modulacién fuentes de carbono, nitrégeno, etc)
(57-59); las condiciones fisicas de cultivo (velocidad de
agitacion del reactor, pH, temperatura, oferta de
oxigeno) (24); el tipo de biorreactor (tanque agitado,
airlifit, etc), los modos de fermentacion (suministro
continuo de nutrientes, suministro por lotes o por lotes
alimentados, etc) (24,60,61). De igual forma, se han
empleado estrategias para, de acuerdo a las
necesidades particulares, exportar las proteinas al
medio intracelular o acumularlas en organelos o
compartimientos celulares especificos (62,63). La
busqueda de promotores constitutivos o inducibles
para aumentar la expresion de la secuencia exogena
también es una estrategia efectiva para optimizar la
producciéon de las proteinas en las suspensiones
(64,65).

EXPRESION EN CULTIVOS DE
RAICES PELUDAS

La infeccién de explantes vegetales con cepas
virulentas de Agrobacterium rhizogenes induce la
formacién masiva de raices con vellosidades laterales
que emanan desde el punto de la infeccién. Este
fendmeno tiene lugar debido a la presencia de unos
genes, denominados genes rol, en el T-DNA del
pldasmido Ri de la bacteria (66,67). Al igual que ocurre
con A. Tumefaciens, la region T-DNA del plasmido Ri es
aprovechada para servir de elemento portador de
genes que codifican para proteinas de interés
farmacéutico (68).

Los cultivos in vitro de raices peludas se han propuesto
como plataforma de expresion de proteinas
recombinantes principalmente por su capacidad de
excretar de manera continua las proteinas al medio
extracelular, lo que facilita los procesos de purificacion.
Las raices pueden crecer en medios de cultivo liquidos
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sin la necesidad de la adicion de reguladores
hormonales; y esto, sumado al hecho de que son
tejidos organizados, hace que la expresion de las
proteinas sea mas estable que en los cultivos de células
en suspension. (55,68).

A pesar de que se ha logrado expresar diversas
proteinas en este sistema (29,69-71), los niveles
produccién son bajos. Ademas, debido al patréon de
crecimiento de las raices, el escalado es especialmente
complejo.

EL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMICO HUMANO (HEGF)

El Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (Human
Epidermal Growth Factor, hEGF), es un polipéptido de
6.200 dalton, compuesto por 53 aminodacidos. Su
estructura tridimensional estd estabilizada por la
presencia de tres puentes disulfuro proporcionados por
seis residuos de cisteina que son claves para su
actividad bioldgica.

Este polipéptido, perteneciente a la familia de las
citocinas, fue descubierto en la década de 1960 y hace
parte de una familia de péptidos relacionados que se
caracterizan por tener una secuencia homaologa, unirse
al mismo receptor (EGF-r) y llevar a cabo funciones
bioldgicas similares.

En su forma natural, el péptido estd integrado a las
células mediante tres dominios: un dominio
citoplasmatico, uno  transmembranico y uno
extracelular. Este Ultimo se escinde por protedlisis y
constituye la forma madura vy activa de la molécula.

La funcidon bioldgica del hEGF estd estrechamente
relacionada con la existencia de un receptor especifico
denominado EGF-r. Para que un tejido responda a la
accion del EGF, las células dianas deben poseer en sus
membranas los receptores EGF-r. Una vez el hEGF se fija
al receptor en la superficie de la membrana, éste se
fosforila en residuos de tirosinas ubicados la regién
citoplasmatica. Posteriormente, el receptor actlia como
sitio de union a proteinas de sefializacion que se activan
0 inactivan por fosforilacion y que desencadenan
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posteriormente una serie de eventos bioquimicos
definidos. Entre estas proteinas se encuentran las
proteinas Ras, que interacttan con el ADN provocando
aumentos en los niveles de proliferacion celular. De esta
manera, el hEGF actla como efector de la mitosis y la
division celular, por lo que su uso como droga se da
principalmente en aquellos casos en los que se
pretende la regeneracion o el mantenimiento de la
integridad de ciertos tejidos celulares, en especial los
tejidos epidérmicos y epiteliales (72).

Las propiedades bioldgicas del hEGF se han
demostrado extensamente en ensayos in vivo e in vitro.
A nivel sistémico, el hEGF es un mitégeno para una gran
diversidad de células integradas en tejidos de origen
ectodérmico y mesodérmico. El dimero hEGF/EGF-r,
estimula la migraciéon de células productoras hacia
areas de tejidos lesionados, con el posterior aumento
en la secrecion de componentes de la matriz
extracelular (coldgeno, entre otros) y la induccion de
angiogénesis; lo que finalmente desencadena Ia
proliferacion epitelial y de miofibroblastos en las zonas
perjudicadas. Debido a estas propiedades, el hEGF se
ha usado para el tratamiento de lesiones ulcerosas en
pacientes con diabetes (73), la aplicacion tdpica para el
tratamiento de quemaduras (74), los procedimientos
pos-operatorios que requieren asistencia en la
cicatrizacion, el tratamiento de pacientes con necrosis
tubular aguda crénica (75) y Ulceras gastricas (76).
Ademas, como el factor estd relacionado con la
cicatrizacion, la curacion de heridas y el mantenimiento
de la integridad y la regeneracion de la piel, también ha
encontrado una importante aplicacién en el campo
cosmético (77-79).

SISTEMAS DE EXPRESION DEL
HEGF

En la actualidad, las principales plataformas de
expresion del hEGF son las bacterias y las levaduras.
Microorganismos como E. coli, Pichia pastoris vy
Saccharomyces cerevisiae, se han empleado para
establecer procesos industriales en los que se cultivan
en reactores de grandes volUmenes células capaces de
expresar el factor (80-84). Uno de los casos mas
representativos es el del Centro de Ingenieria Genética
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y Biotecnologia de Cuba, que cuenta con una planta
pionera en la produccion del hEGF, y desde la cual se
exporta y se licencia el principio activo a la mayoria de
paises de América Latina, a Espafia, Chinay otros paises
de Europa (80,83). Como parte de un plan de salud
nacional, en este pais se redujo hasta en un 80% el
riesgo de amputacién en personas con diabetes gracias
al empleo del hEGF como farmaco para el tratamiento
del pie diabético.

Se ha reportado la expresién del hEGF en plantas vy

células vegetales (85—87). Algunos de estos desarrollos
han alcanzado fases de comercializacion que
contemplan el empleo del Factor como farmaco, como
biomolécula para investigacion a nivel de laboratorio y
como cosmético. Las empresas Plantaderma, ORF
Genetics y Natural Bio-Materials, producen la molécula
utilizando plantas de tabaco, cebada y arroz como
hospederos; empleando ademds estas plataformas
para la expresion de otras proteinas de interés
farmacéutico. En la Tabla 2 se presentan la informacion
de los casos de comercializacion del hEGF.

Tabla 2. Formas comerciales del Factor de crecimiento epidérmico hEGF.

EGF-h Ny .
. Plataforma de Aplicacién Empresa Referencia
recombinante Expresion
Heberprot S. cerevisiae Tratamiento del pie CIGB https://www.cigb.edu.cu/product/heberprot-p/
diabético
rhEGF Tabaco (plantas) Cosmético Agrenvec https://www.agrenvec.es/producto/recombinant-human-egf/
Bioffect EGF serum Cebada (semillas) Cosmético ORF Genetics https://www.thebioeffect.ca/our-egf

Epitensive N. benthamiana Cosmético Lipotrue https://lipotrue.com/es/productos/epitensive/

hEGF E. coli Reactivo de Cell Signaling https://www.cellsignal.com/products/cytokines/human-epidermal-gr

laboratorio Technology owth-factor-hegf/8916
Recombinant Brevibacillus Reactivo de Higeta Shoyu Co https://en.tokyofuturestyle.com/higetashoyu

Human EGF

choshinensis.

laboratorio

Fuente: Elaboracion propia.

PRODUCCION DEL HEGF EN
PLATAFORMAS VEGETALES:
ESTRATEGIAS PARA MEJORAR
LOS RENDIMIENTOS DE
PRODUCCION

Como se indicd anteriormente, el hEGF ha logrado
expresarse en distintas plataformas vegetales, con
incluso algunos casos exitosos de industrializacion y
comercializacion. Sin embargo, la concentracion en la
que se obtiene la proteina es considerablemente
inferior a la obtenida en las plataformas bacterianas y
de levaduras. Mientras que la maxima produccion
reportada para un sistema de cultivo vegetal de células
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en suspension es de 25 pg L-1 de hEGF, para el cultivo
de células de E.coli se reportan concentraciones de
hasta 2 x 105 pg L-1 (Tabla 3). Este inconveniente no ha
impedido que el hEGF de origen vegetal pueda alcanzar
fases de mercado, pero esto ocurre porque la molécula
se ha comercializado principalmente como un producto
cosmético, con estrategias de mercado en las que
ademas de los beneficios de la proteina se anuncian
también propiedades adicionales de los extractos
vegetales de las plataformas en donde se produce. En
general, los extractos vegetales son bien recibidos por
el publico, ya que en el imaginario comun estd instalada
la idea de que son buenos para la salud de la piel. Este
es el caso de la empresa ORF Genetics (Tabla 2), que
comercializa un suero tépico en el que el hEGF se
encuentra combinado en muy baja concentracion con
extractos de las plantas de cebada en el que es
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sintetizado, lo que hace que el producto cuente con un
nicho definido de mercado.

Tabla 3. Comparacién entre los rendimientos de produccion del hEGF reportados en plataformas vegetales,
bacterianas y de levaduras.

Plataforma de Concentracion Maxima .
Referencia

Expresion Producida

Plataformas Vegetales

Semillas de maiz 129 pg ¢! biomasa seca (88)
Fruto de tomate 0.38 ng g'! biomasa fresca (89)
Plantas de tabaco (N. tabacum) 0.040 pg ¢! biomasa fresca Patente (US 2006/0195945 A1, 2006)
Plantas de melén (Cucumis melo) 0.041 pg g'! biomasa fresca Patente (US 2006/0195945 A1, 2006)
Plantas de pepino (Cucumis sativa) 0.333 pg g'! biomasa fresca Patente (US 2006/0195945 A1, 2006)
Plantas de Sandia (Citrullus vulgaris) 0.036 pg g'! biomasa fresca Patente (US 2006/0195945 A1, 2006)
Plantas de nabo (Brassica campestris) 0.049 pg g! biomasa fresca Patente (US 2006/0195945 A1,2006)
Plantas de tabaco (N. tabacum) 3000 ug g! biomasa fresca (90)
Plantas de tabaco (N. tabacum) 6.24%

Proteina soluble total (TSP) (91)
Semillas de arroz (0. sativa) 7.8% TSP (92)
Cloroplastos de tabaco (N.tabacum) 10.21% TSP
Plantas de tabaco (N. tabacum) 34.2 ng g'! biomasa fresca (93)
Células y raices de Tabaco (N. tabacum) 0.0015 pg g! biomasa fresca (87)

Raices de mani (Arachis Hypogaea) (29)

10.7 pg g'biomasa seca

Plataformas Bacterianas y de Levaduras

Pichia Pastoris 2270 pg L-] (81)
Saccharomises cereviseae 3500 pg g'! biomasa (83)
E. coli 2.9x10% pg L-! (94)
E. coli 2.0x10% pg L*! (95)

Fuente: Elaboracién propia.
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Un panorama distinto al anterior se encuentra en el
caso de las aplicaciones farmacéuticas, en donde se
requieren volumenes del hEGF que actualmente no se
pueden alcanzar con plataformas vegetales. En este
caso es mas viable producir la proteina en plataformas
bacterianas o de levaduras; que a pesar de ser sistemas
biolégicos menos complejos que los sistemas vegetales,
tienen la capacidad de producir la proteina con la
conformacién estructural correcta, introduciendo
incluso los tres puentes disulfuro presentes en la
misma.

Existen diversas estrategias que se pueden aplicar para
aumentar las concentraciones de hEGF producido en
plataforma vegetales. Estas aproximaciones han sido
implementadas para otras proteinas, e incluso algunas
han sido también utilizadas con éxito en otras
plataformas no vegetales. A continuacion, se presentan
algunas de ellas.

ESTRATEGIAS BASADAS EN EL
DISENO DEL VECTOR DE
TRANSFORMACION

Optimizacion de codones

La sintesis de proteinas es dependiente de la
abundancia de los ARNt que introducen los
aminoacidos a la cadena creciente durante la
traduccién. La abundancia de ARNt varia segln especie,
por lo que una buena alternativa para favorecer la
sintesis de las proteinas es optimizar los codones del
gen de interés de acuerdo con la frecuencia de uso de
codones favorecidos por la especie que se utilizara
como hospedero (88,96,97).

Promotores y terminadores de la transcripcion

El grado de expresion de las proteinas esta
determinado en gran parte por las secuencias
reguladoras que flanquean al gen de interés dentro del
vector. En el caso de la produccion de proteinas
recombinantes, los promotores de la transcripcion
inducen la formacion del ARNm por medio del
favorecimiento de la unién de la ARN polimerasa a las
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regiones del ADN ubicadas corriente abajo del gen de
interés. Para la produccion del hEGF en plataformas
vegetales, el promotor mas utilizado es el promotor
CaMV 35S (29,90,98,98); mientras que el terminador
predilecto es el terminador NOS (98).

Existen promotores y terminadores con mayor potencia
gue otros. Por ejemplo, Diamos y Mason evaluaron 20
terminadores diferentes en plantas de N. benthamiana
y encontraron que ocho de los promotores utilizados
eran mejores que el terminador NOS. En este estudio se
utilizé ademas el promotor CaMv 35 unido a una region
no transcrita 5 del virus TMV (99). El uso de alguno de
estos promotores y terminadores podria ser efectivo
para aumentar la produccion del hEGF.

Secuencias de union a la matriz

En el caso de la expresion estable, la union de la RNA
polimerasa al ADN estd afectada por el grado de
condensacion del cromosoma. En general, la
transcripcion se ve favorecida cuando el gen de interés
estd ubicado en zonas relajadas, que son las zonas
transcripcionalmente mds activas. Las secuencias de
unién a la Matriz (MARs) son secuencias de ADN que se
ubican corriente arriba o corriente abajo del gen de
interés y que inducen cambios topoldgicos en el
cromosoma, favoreciendo la transcripcién de las
secuencias foraneas y reduciendo los fendmenos de
silenciamiento asociados a los efectos de posicién
(42,100). Se ha observado que en plantas, las inclusion
en el vector de un fragmento de 463 pb de la secuencia
MARs Rb7, aumenta hasta 60 veces la expresidon de la
proteina heterdloga (99). Bai y colaboradores probaron
una secuencia MARs de S. cereviseae y observaron que
su inclusién en el vector favorecia la produccion del
hEGF (90), aungue en este trabajo no se tuvo en cuenta
el efecto del niumero de copias del inserto, por lo que
no es posible atribuir la sobreexpresion exclusivamente
al uso de la secuencia MARs.

Secuencias de sefializacion

Los péptidos de sefializacién determinan el sitio de la
célula en el que se acumulard la proteina heterdloga. En
algunos casos la acumulacién en una zona de
compartimentalizacion especifica (plastidios, aparato
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de Golgi, lumen, etc) facilita los procesos de separacién
y purificacion de las proteinas, lo que se traduce en
mayores niveles de produccion. (101) En otras
ocasiones, las secuencias sefializadoras se utilizan para
enviar las proteinas que requieren alguna modificacién
postraduccional a los sitios celulares en los que dichas
modificaciones tienen lugar. En tabaco se evalud la
secuencia de sefializacion KDL para acumular el hEGF
en el reticulo endoplasmatico, pero el efecto de sobre
la produccidn de la proteina no fue concluyente debido
a problemas en el disefio experimental (No se reporta
un control).

ESTRATEGIAS BASADAS EN LA
OPTIMIZACION DE LA
PURIFICACION

En muchos casos los bajos niveles de produccion de las
proteinas heterdlogas en sistemas vegetales no estan
relacionados con la incapacidad de la plataforma de
expresar la proteina, sino con la dificultad para
purificarla del resto de las moléculas presentes en los
tejidos del huésped o el medio de cultivo. Diferentes
herramientas para mejorar las etapas de purificacion
pueden ser aplicables al hEGF:

Uso de etiquetas y columnas de afinidad

Las proteinas de interés pueden expresarse con
secuencias repetidas de aminoacidos adicionales que
tengan afinidad quimica por columnas cromatograficas.
Una vez se tiene el extracto primario, que contiene a la
proteina de interés junto con las demas moléculas
vegetales, este se pasa a través de la columna sobre la
cual quedarad fijada Unicamente la proteina de interés a
través de la union con la cola de aminodcidos.
Posteriormente, las colas son eliminadas mediante el
uso de enzimas. Esta estrategia ha sido utilizada
efectivamente para la produccién del hEGF en cultivos
bacterianos y con ella se garantizan altos niveles de
purificacion (94,102).

Uso de inteinas
Las inteinas son proteinas que tienen la capacidad de
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catalizar su propia escisién de otras proteinas a las que
se encuentran fusionadas. La induccién del proceso de
catalisis se da a pHs especificos. En la practica, la
proteina terapéutica de interés se fusionaa unatagy a
una inteina. Cuando el complejo es separado de la
columna de afinidad, se induce el cambio de pH vy la
inteina se autoescinde junto con el tag, liberando de
esta forma a la proteina de interés. Las inteinas Ssp y
danB has sido utilizadas con éxito para la produccion
del hEGF en bacterias, pero aln no existen reportes de
su implementacién en sistemas vegetales (103,104).

Uso de polimeros tipo elastina LP

Los LP son secuencias poliméricas que poseen una
caracteristica especial denominada transicion de fase
sensible a la temperatura: cuando se aumenta la
temperatura del medio hasta alcanzar una temperatura
denominada temperatura de transicion (Tt), el ELP
soluble se torna insoluble y forma agregados que
pueden precipitarse facilmente mediante
centrifugacién. Luego, cuando la temperatura se
reduce por debajo de la Tt, el ELP vuelve a solubilizarse.
Las proteinas terapéuticas se pueden fusionar con
estos polimeros, lo que permite que la molécula hibrida
pueda ser separada del extracto celular mediante un
paso de centrifugacion.

El acoplamiento del EGF-h al ELP y a la inteina permite
separar el complejo ELP-inteina-EGF-h del resto de
proteinas y productos vegetales no deseados mediante
la aplicacién de un cambio de temperatura y una etapa
de centrifugacién. Posteriormente, mediante un
aumento del pH, la inteina autoescinde el complejo
ELP-Inteina, liberando el hEGF al medio. Este ultimo
puede ser recuperado como sobrenadante después de
otra etapa de agregacién y centrifugacion en la que el
complejo ELP-inteina se precipita selectivamente
mediante la aplicacion de la Tt. Esta estrategia fue
probada con buenos resultados para la produccion del
hEGF en E. coli (105).

CONCLUSION

Luego de varios afios de desarrollos a nivel de
laboratorio, las plataformas vegetales de expresién de
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proteinas recombinantes han comenzado a superar las
pruebas de concepto y han conseguido incursionar en
el mercado farmacéutico como alternativa a los
sistemas de produccion tradicionales. Varias proteinas
terapéuticas expresadas en estos sistemas se
encuentran en fases de evaluacién clinica, por lo que se
espera que en los proximos aflos nuevas proteinas
vegetales lleguen al mercado. Aunque existen aun
algunas limitaciones relacionadas con los bajos
rendimientos en la produccion, la aplicacién integral de
las diferentes estrategias de optimizacion resefiadas en
este articulo permitiria superar estos inconvenientes,
particularmente en el caso del hEGF. A diferencia de las
otras plataformas de produccién, las plataformas
vegetales son mucho mads versatiles, ya que para una
misma especie hospedera es posible implementar
diferentes estrategias de produccion (plantas, cultivos
de células en suspension, raices, etc). El conocimiento
de las bondades y limitaciones de cada estrategia es
clave para decidir cudl es la que mejor se adapta a las
necesidades especificas de una proteina particular.
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