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Resumen

El desarrollo de la ingenieria genética a principios
de los 70’s revolucioné la industria biotecnolédgica
al permitir la produccién de proteinas terapéuticas
en bacterias. Con el tiempo se han empleado otros
sistemas de expresién como levaduras, hibridomas,
células de insecto y mamifero, animales transgénicos y
plantas transgénicas. Esta evolucién en los sistemas de
expresion se ha reflejado en la cantidad de productos
farmacéuticos (650), aprobados y comercializados
hasta el 2015, para el tratamiento de diversas
enfermedades humanas. Sin embargo, cada sistema
de expresion presenta sus ventajas y desventajas en
términos de cantidad y calidad del producto, asi como
en la especificidad, la bioseguridad y el costo. Aunque
aln no existen en el mercado productos derivados
de las plantas para su aplicaciéon en humanos, varios

productos estan siendo evaluados en pruebas clinicas
para su posterior aprobacién y liberaciéon. Dentro de
las plantas, los musgos presentan varias ventajas como
sistemas de expresién para la produccién de proteinas
de interés terapéutico. En particular, Physcomitrella
patens es un excelente sistema para la produccién
de glicoproteinas, principalmente porque se han
adecuado sus vias de glicosilacion asemejandolas a
las humanas para producir proteinas de uso humano.
Esta caracteristica es de gran relevancia debido a que
el 70% de los productos liberados al mercado son
glicoproteinas. En conjunto, P patens es un nuevo y
excelente sistema para la expresién de proteinas,
no solo de interés farmacéutico, sino para otras
aplicaciones como la bio-remediacion.

Palabras clave: biofarmacéuticos, proteina, plantas,
musgos, Physcomitrella
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Abstract

The development of genetic engineering in the early
70’s revolutionized the biotech industry by allowing
the production of therapeutic proteins in bacteria.
Other expression systems such as yeast, hybridomas,
insect and mammalian cells, transgenic animals and
transgenic plants have been used over time. This
evolution in expression systems has been reflected
in the number of pharmaceuticals approved and
marketed for the treatment of various human diseases
until 2015 (650). However, each expression system
presents its advantages and disadvantages in terms
of quantity and quality of the product, as well as
specificity, biosecurity and cost. Although there are not
yet plant-based products available for use in humans,

several products are being evaluated in clinical trials for
further approval and release. Among plants, mosses
have several advantages as expression systems to
produce proteins of therapeutic interest. Particularly, P
patens is an excellent system to produce glycoproteins,
mainly because the moss glycosylation pathways have
been modified mimicking the human ones to produce
proteins for human usage. This feature is of great
relevance because 70% of the products released to the
market are glycoproteins. Together, P patens is a new
and excellent system for protein expression, not only
of pharmaceutical interest, but for other applications
such as bio-remediation.

Keywords: biopharmaceuticals, protein, plants, moss,
Physcomitrella
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Las enfermedades humanas resultan de la funcion
anormal de las proteinas

El cuerpo humano estd compuesto por 37 trillones
de células y cada una de ellas sigue un programa de
crecimiento y desarrollo coordinado en tiempo y
espacio (Bianconi et al., 201 3). Mas importante aun, la
coordinacién del crecimiento y desarrollo de cada una
de ellas esta dictada por la informacién contenida en
el genoma (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2004). El producto final de la informacién
que se encuentra cifrado en la secuencia del genoma
son las proteinas, las cuales representan la mano de
obra celular y juegan un papel crucial para el buen
funcionamiento de las células (Figura |). Aunque el
genoma humano posee solo 21,000 genes que codifican
para proteinas, se estima que una célula humana tipica
contiene alrededor de 100,000 proteinas diferentes
(Kim et al., 2014; Savage, 2015). Esto se debe a que las
proteinas, una vez producidas, pueden ser “decoradas”
con diversas modificaciones denominadas “post-
traduccionales” para su correcta funcién y/o localizacion
dentro de la célula (Jensen, 2004). La vasta mayoria
de las proteinas experimentan modificaciones post-
traduccionales, tales como fosforilacién, glicosilacion,
ubiquitinacién, nitrosilacién, metilacién, ribosilacién,
acetilacion, sumoilacién, lipidacién, y procesamiento
proteolitico, asi como modificaciones no enzimaticas
(Figura I).
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Figura |. Representacién esquematica de una célula y la importancia de
las proteinas para su correcto funcionamiento. a) Una célula humana
tipica se compone de varios compartimentos. Toda la informacién
genética (genoma) se almacena en el nicleo en forma de cromosomas
(imagen tomada y modificada de es.dreamstime.com). b) La informacién
del genoma se traduce a proteinas, las cuales pueden ser decoradas con
varias modificaciones. Tales modificaciones son importantes para las
diversas funciones que las proteinas llevan a cabo dentro de las células
como, estructural, regulacién, catalitica o de senalizacion.

La glicosilaciéon, por ejemplo, es importante para
una correcta bio-actividad, estabilidad y solubilidad
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de la proteina. En resumen, cualquier alteracién
de las proteinas, ya sea la ausencia, el exceso o una
decoracién errénea, conduce a una disfuncién que a
menudo resulta en una enfermedad (Hingorani, 1998).

Proteinas recombinantes: i{Qué son? {Cémo se
producen? y {Para qué sirven?

Debido a que la terapia génica aln esta en desarrollo
y no es posible por el momento reemplazar los genes
defectuosos que producen proteinas no funcionales, la
solucién que se ha implementado es el suministro de
la “proteina funcional” al paciente de manera exégena
y periddica. Tradicionalmente, la soluciéon implicaba
extraer la proteina de interés a partir de una especie
animal relacionada al humano y posteriormente
suministrarle al paciente para contrarrestar la
enfermedad en cuestion (Deckert et al., 1974; Scott,
1912).

Afortunadamente, el desarrollo de la ingenieria genética
permitié producir proteinas humanas funcionales en
microorganismos, al convertirlas en fabricas bioldgicas
mediante la manipulacién genética (Berg et al., 2002).
El término proteina recombinante significa que la
proteina ha sido modificada y, por lo tanto, desempena
una funcién superior a la proteina humana nativa. Es
el caso de la insulina para las personas que padecen
diabetes, la cual es producida en bacterias (Vajo et al.,
2001). Una de las ventajas de los microorganismos
es que requieren de nutrientes simples para crecer
y se multiplican en grandes cantidades en un tiempo
muy corto. La bacteria Escherichia coli y la levadura
Saccharomyces cerevisiae fueron los que dominaron el
mercado de la produccién de proteinas recombinantes
en las primeras décadas de la biotecnologia (Demain y
Vaishnav, 2009; Ferrer-Miralles y Villaverde, 201 3).

Las ventajas de producir una proteina como proteina
recombinante son varias; principalmente:

* Obtener grandes cantidades de proteinas humanas
o de cualquier origen en organismos facilmente
cultivables.

* Se obtienen productos libres de patégenos y otros
riesgos potenciales.

* La ingenieria genética permite modificar al azar o
de manera dirigida los genes, creando asi variantes de
proteinas con nuevas propiedades que no existen en la
naturaleza.
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La produccién de proteinas
recombinantes empezé a desarrollarse
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hace mas de 35 anos. Durante este tiempo
se han utilizado diversos organismos
como sistemas de expresiéon para
producir proteinas recombinantes tales
como, bacterias, levaduras, hibridomas,
células de insecto y mamifero, animales
transgénicos y plantas transgénicas (Tabla
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). A pesar de la diversidad de los sistemas

de expresién, las bacterias, las levaduras,

los hibridomas y las células de mamifero,

han dominado el mercado al producir el
98% de las proteinas recombinantes (Figura
2) (Ferrer-Miralles et al.,, 2009). Hasta el
2015, 650 productos farmacéuticos habian
sido aprobados y comercializados en todo
el mundo para el tratamiento de diversas
enfermedades humanas, y otras 1300 proteinas se
encuentran en desarrollo (Sanchez-Garcia et al,
2016). Entre las enfermedades mas importantes que
se han atacado mediante proteinas recombinantes se
encuentran los desérdenes metabdlicos, los desérdenes
hematologicos y el cancer (Figura 2). Solo en el 2014,
las proteinas recombinantes representaron ganancias
por 52.75 billones de dédlares (Sanchez-Garcia et al.,
2016).

E. coli

Produccion de proteinas recombinantes en
plantas

Mientras que los sistemas de expresién microbianos
son de facil manejo y tienen altos rendimientos, las
proteinas recombinantes producidas en estos sistemas
no sufren las modificaciones correctas para una funcién
apropiada. Por lo tanto, las células de mamifero son
las predilectas cuando se trata de producir proteinas
recombinantes que dependen de las modificaciones
post-traduccionales para su correcta funcién (Tabla I).
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Figura 2. Sistemas de expresién de proteinas recombinantes y areas en las que
se aplican. a) Los sistemas de expresién predominantemente usados para la
expresion de proteinas terapéuticas son: la bacteria Escherichia coli, la levadura
Saccharomyces cerevisiae, los hibridomas y las células de mamifero. b) Areas en
las que se aplican las proteinas recombinantes. Los problemas metabdlicos, los
problemas hematoldgicos y el cancer, son las areas donde mas se aplican. Figuras
modificadas de Ferrer-Miralles et al., 2009 y Sanchez-Garcia et al., 201 6.

Las plantas por su parte, combinan las ventajas de
ambos sistemas; es decir, de microorganismos y
células de mamifero. Las plantas sintetizan proteinas
complejas, ya que poseen la misma maquinaria que
los seres humanos para el correcto plegamiento y
modificacién de las proteinas (Zhao, 2007). Otro
punto importante es que las plantas no representan
un riesgo de contaminacién por agentes infecciosos, ya
que las enfermedades de plantas no afectan a los seres
humanos. Finalmente, el cultivo de plantas permite la
produccién a gran escala de proteinas farmacéuticas
con un bajo costo de produccién. A pesar de las
ventajas descritas, las variaciones e inconsistencias en
el crecimiento dependiendo del suelo y las condiciones
climaticas son las principales desventajas que limitan
el auge de las plantas como sistemas alternativos de
expresion de proteinas recombinantes (Moshelion y
Altman, 2015; Thomas et al., 2011).

Tabla |I. Comparacién de los sistemas de expresion de proteinas recombinantes.

Sistema

Tiempo de
produccion

Capacidad de
produccion a
gran escala

Manipulacion
genética

Calidad del
producto

Modificacion
post-

traduccional:
glicosilacion

Riesgo de
contaminacion

Bacterias Bajo Corto Alta Muy alta Ausente Intermedia Endotoxinas
Levaduras Medio Medio Alta Alta Incorrecta Intermedia Muy bajo
Células de Alto Largo Muy baja Baja Correcta Muy buena  Virus y priones
mamifero

Animales Alto Muy largo Baja Muy baja Correcta Muy buena Virus y priones
Plantas Muy bajo  Largo Muy alta Muy baja Correcta* Buena Muy bajo
superiores

Plantas Muy bajo  Medio Muy alta Alta Correcta* Muy buena Muy bajo
inferiores

(musgos)

*Glicosilacion correcta después de una manipulacion genética del sistema.
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Sin embargo, estas limitantes podrian eliminarse con
el crecimiento controlado en invernaderos, o con el
cultivo de células o tejidos vegetales en el laboratorio.

Actualmente, la planta del tabaco (Nicotiana tabacum)
es el modelo mas usado para la produccién de proteinas
recombinantes (Tabla 2). La preferencia por la planta
de tabaco como sistema de expresién se debe a que
es posible insertar genes foraneos usando la bacteria
Agrobacterium tumefaciens. Ademas, la produccién
a gran escala de plantas de tabaco puede generar
70 toneladas métricas de biomasa por hectérea.
Asumiendo que los niveles de produccién en laboratorio
sean constantes, por cada |70 toneladas de material
vegetal, 100 toneladas corresponderan a hojas. Por
lo tanto, una hectarea puede producir hasta 50 Kg de
inmunoglobulina IgA o 100 Kg de Glucocerebrosidasa
recombinante (Cramer et al., 1996).

A pesar de que no se han liberado al mercado
proteinas recombinantes producidas en plantas
para su uso en seres humanos, existen actualmente
muchos productos que estan en desarrollo o en fase
de pruebas clinicas para su posterior aprobacién y
liberacién al mercado (Tabla 2) (Ghag et al., 2016).
Es importante resaltar que, en el area de plantas, las
que dominan hasta ahora son las plantas denominadas
como superiores (Tabla 2). Aunque se han adoptado
una serie de estrategias para producir proteinas
recombinantes en altas cantidades en los sistemas
vegetales, una de las principales limitaciones es la dificil
tarea de modificar a las plantas superiores para que

~
produzcan proteinas recombinantes con las apropiadas
modificaciones post-traduccionales. Esto se debe a
que la eliminacién o el reemplazo de genes de manera
dirigida aun no es posible en plantas superiores, pero ya
estan emergiendo nuevas tecnologias moleculares que
eliminaran esta limitante en un futuro cercano (Voytas,
2013). Por ahora, lainsercién del gen que estd destinado
a producir la proteina recombinante (transgén) no es
dirigida y, por lo tanto, el sitio de insercién dentro del
genoma de la planta causa una variacién en los niveles
de produccién de la proteina de interés. Finalmente, la
generacién de plantas transgénicas para producir una
proteina recombinante toma de meses a anos.

Los musgos como una plataforma emergente en
la produccion de proteinas recombinantes

Uno de los sistemas vegetales que esta emergiendo
como una excelente plataforma para la produccién de
proteinas recombinantes es P patens, un musgo que
se clasifica dentro de las plantas inferiores (Rensing
et al.,, 2008). P patens presenta varias ventajas como
sistema de expresion, tales como, ciclo de vida corto,
nutrientes simples para crecer, insercion dirigida
del transgén, glicosilacién de proteinas igual que
las proteinas humanas, condiciones establecidas en
reactor para volimenes mayores a 100 litros, y lo
mas importante, secreta la proteina recombinante al
medio, lo que facilita mucho su purificacién (Decker et
al., 2014; Decker y Reski, 2008; Decker y Reski, 2012;
Hohe et al., 2004; Reski et al., 2015; Reski, 1998).
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Tabla 2. Proteinas recombinantes producidas en sistemas vegetales que se encuentran en fase de prueba.

Proteina

Enfermedades

Sistema
vegetal

Compaiiia

Referencias*

ZMapp

Anticuerpo CaroRx
(1gG-lgA)

Cocktail de
anticuerpos MAPP66

Anticuerpo 2G12
Hemaglutinina y

Neuraminidasa aviar
Hemaglutinina (HA)

HAI-05

HAC1

Antigeno protector
recombinante (rPA)

Pfs25-VLP
Subunidad B de la
enterotoxina sensible

al calor

Proteina mayor de la
capside (NoroVAXX)

HBsAg

Glicoproteina (GP) y
Nucleoproteina (NP)

Interferén o (IFNa)
canino

Taliglucerasa o
(ELELYSO)

Anticuerpo BLX-301

Ebola

Caries dental

Herpes y SIDA

| SIDA

Enfermedad de
Newcastle aviar
Influenza viral
cepa H5N1y
H1N1

Influenza viral
H5N1

Influenza viral

H1N1

Antrax

Malaria

' Diarrea por E.

coli
enterotoxigenica

~ (ETEC)

Enfermedad de
Norwalk
(gastroenteritis
por el virus
Norwalk)
Hepatitis B

Rabia

Enfermedad
periodontal

| canina

Enfermedad de
Gaucher tipo 1

' Linfoma de

células B no
Hodgkin y Artritis
reumatoide

Tabaco

Tabaco

Tabaco

Tabaco
Tabaco

Tabaco

Tabaco

Tabaco

Tabaco

Tabaco

Papa y
maiz

Papa

Papay
lechuga

Espinaca

Fresas

Zanahoria

Lenteja
de agua

Comercializado
como farmaco
intravenoso

Comercializado
como farmaco de
uso topico
Ensayos clinicos
de fase |

Ensayos clinicos
de fase |
Ensayos clinicos

Ensayos clinicos
de fase |l para HA
de H5N1 y de
fase | para HA de
H1N1

Ensayos clinicos
de fase |

Ensayos clinicos
de fase |

Ensayos clinicos
de fase |

Ensayos clinicos
de fase |

Ensayos clinicos
de fase |

Ensayos clinicos
de fase |

Ensayos clinicos
de fase |

Ensayos pre-
clinicos con
humanos

Comercializado
como farmaco
oral
Comercializado
como farmaco
intravenoso
Ensayos clinicos
de fase |

Las referencias citadas se encuentran en Ghag et al., 2016.

Mapp
Biopharmaceutical,
Inc.

Planet Biotechnology,
Inc.

Mapp
Biopharmaceutical,
Inc.

Pharma-Planta

Dow AgroSciences

Medicago Inc.

Fraunhofer USA,
Center for Molecular
Biotechnology
Fraunhofer USA
Center for Molecular
Biotechnology; Walter
Reed Army Institute of
Research

Fraunhofer USA
Center for Molecular
Biotechnology
Fraunhofer USA
Center for Molecular
Biotechnology
University of Maryland
School of Medicine

VAXX Inc.

Department of
Immunology, Roswell
Park Cancer Institute
Biotechnology
Foundation
Laboratories at
Thomas Jefferson
University

AIST

Protalix
Biotherapeutics y
Pfizer

Biolex Inc.

PREVAIL Il Writing
Group, Multi-
National PREVAIL
Il Study Team
2016

Ma et al., 1998

Ghag et al., 2016

' Ma et al., 2015
Yusibov et al.,
2011

Landry et al., 2010
Landry et al., 2014

Chichester et al.,
2012

' Shoji et al., 2015;

Cummings et al.,
2014

Mamedov et al.,
2016

| Jones et al., 2013

| Tacket et al., 1998

Tacket et al., 2004

| Tacket et al., 2004

Fischer et al., 2012

Thanavala et al.,
2005

Yusibov et al.,
2002

Tabayashi. y
Matsumura, 2014

| Shaaltiel et al.,

2007

| Cox et al., 2006
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Una de las principales preocupaciones al usar plantas
transgénicas superiores es la dispersion del transgén
al ecosistema por medio del polen. Aunque P patens
produce esporas, la posibilidad de que estas se dispersen
se elimina al cultivarlo en instalaciones contenidas
(reactores), lo que al mismo tiempo permite controlar
las condiciones para optimizar la produccién de la
proteina recombinante (Decker y Reski, 2007).

Aunque hasta el momento solo se han producido pocas
proteinas recombinantes en P patens, las proteinas
que se han producido en las plantas superiores (Tabla
2) podrian producirse facilmente en Physcomitrella.
Dentro de las proteinas recombinantes que se han
producido en Physcomitrella se encuentra el factor
de crecimiento endotelial (VEGF), la Eritropoyetina
(EPO), los epitopes de las glicoproteinas gp120 y gp4l
del HIV, la inmunoglobulina IgG, asi como el primer
producto comercializado para su uso en investigacién,
el factor de crecimiento queratinocitico (KGF) (Baur
et al., 2005; Kircheis et al.,, 2012; Niederkriiger et
al., 2014; Orellana-Escobedo et al., 2015;

Parsons et al., 2012). a

Es importante resaltar que ademas de
las proteinas recombinantes descritas
anteriormente, tres proteinas recombinantes
producidas en Physcomitrella se encuentran
enfase pre-clinicaolafase |l de pruebas clinicas.
Se trata del Factor H, la Glucocerebrosidasa
y la Alfa-Galactosidasa (Figura 3). El Factor
H es una proteina recombinante que se

—
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donde se agregan azucares a la proteina. La versién
modificada de P patens para el proceso de glicosilacién
ha permitido la produccién de la Glucocerebrosidasa
funcionalmente activa y se encuentra en fase de prueba
pre-clinica (Niederkriiger et al., 2014). Finalmente, la
Alfa-Galactosidasa, al igual que la Glucocerebrosidasa,
necesita de la glicosilacién apropiada para su correcta
funcion. P patens glicosila apropiadamente a la Alfa-
Galactosidasa y de hecho ya se encuentra en la fase
| de prueba clinica (Meng et al., 2016; Shen et al.,
2015). Esta proteina recombinante estd destinada a
curar la enfermedad de Fabry. La enfermedad de Fabry
es causada por la funciéon disminuida o ausente de la
Alfa-Galactosidasa, lo que provoca la acumulacién de
una sustancia llamada ceramida trihexosido (Desnick
et al., 2003). La acumulacién de esta sustancia se da
principalmente en las células del musculo liso y causa un
dolor insoportable. Por lo tanto, el suministro de la Alfa-
Galactosidasa producida en Physcomitrella contribuira
a disminuir los niveles de la ceramida trihexosido en las
personas que padecen esta enfermedad.

Gametéforo

Espora

Protonema

. , b
planea usar para el tratamiento del Sindrome Proteinas recombinantes producidas en P. patens que se comercializan o estan en fase de prueba.
Urémico Hemolitico (SUH), una enfermedad Proteina Enfermedad Estatus Compatia
o z . Factor de crecimiento queratinocitico | Efisema Comercializado
genetlca que afeCta a organos Vltal €s como Factor H Sindrome Urémico Hemolitico | Pre-clinica Greenovation*
-4 74 H Glucocerebrosidasa Enfermedad de Gaucher Pre-clinica
el rinon, el corazon y el Cerebro (Slegler Alfa-Galactosidasa Enfermedad de Fabry Clinica (Fase )

y Oakes, 2005). El Factor H producido

en Physcomitrella compensara la ausencia
de funcién de esta proteina en las personas
que padezcan esta enfermedad y ayudara a
mejorar la calidad de vida de los pacientes
(Blettner-Mainik et al., 2011). Por otro lado,
la  Glucocerebrosidasa tiene el proposito
de curar la enfermedad de Gaucher, una
afeccion genética que es causada por la acumulacién
de sustancias grasosas en el bazo, higado, pulmones,
huesos y, a veces, en el cerebro, debido a la falta de
la enzima Glucocerebrosidasa (Grabowski, 2008). A
diferencia del Factor H, para una funcién apropiada de
la Glucocerebrosidasa es necesaria la glicosilacion de la
proteina; es decir, una modificacién post-traduccional

*Compafiia Alemana: http:/www.greenovation.com/
Figura 3. P. patens como sistema de expresion de proteinas recombinantes.

a) P patens tiene un ciclo de vida corto que inicia con la germinacién de una espora.
De la germinacién de la espora se forma un tejido llamado protonema que esta
compuesto de un filamento de células que se ramifica. Finalmente, se forma
el gametdforo, del cual se formas esporas y empieza de nuevo el ciclo (Figura
modificada de http://2013.igem.org/Team:TU-Munich/Project/Physcomitrella). b)
Varias proteinas recombinantes se han producido en P patens. Algunas estan en
fase de pruebas clinicas, mientras que otras ya se comercializan.

A pesar de que P patens aparecié en escena hace muy
poco tiempo como una alternativa para la expresién de
proteinas recombinantes, todo parece indicar que, de
seguir la tendencia actual, las proteinas recombinantes
provenientes de este musgo seran los primeros
productos derivados de plantas que seran aprobados
para su uso en seres humanos.
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Futuras aplicaciones de P patens como sistema de
expresion

Por todas las ventajas que posee P patens, se anticipa
que en el futuro se utilice como la plataforma predilecta
para la produccién de vacunas (Rybicki, 2014). En
particular, vacunas especificas contra los diversos tipos
de virus de la Influenza serian de gran importancia para
contener epidemias como la ocasionada en México
por la HINI en el 2009 (Fineberg, 2014). Ademas,
se anticipa que, en los siguientes afos, P patens sea
utilizado para procesos de bio-remediacién, ya que
recientemente se establecié un sistema adecuado
para la expresién de proteinas destinadas a degradar
contaminantes (Morath et al., 2014).
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