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Ciertas situaciones de emergencia, como la provocada por el tltimo brote
epidémico del virus del Ebola, crean la necesidad de producir, ripidamente y a
gran escala, antigenos y anticuerpos ttiles en la elaboraciéon de vacunas. La
Biotecnologia cuenta con varios sistemas de produccion de proteinas recom-
binantes, pero no todos son capaces de responder eficientemente a ese tipo de
demandas. Una buena alternativa es el empleo de las plantas como biofactorias.
Existen varios métodos para lograr la expresion heterologa de proteinas en plan-
tas, desde los utilizados para obtener plantas transgénicas, hasta la infeccién con
vectores virales que da lugar a elevados niveles de expresion transitoria. Uno de
ellos es la “magnifeccion” (de magnifection), que combina el uso de vectores
virales deconstruidos, y clonados entre los bordes derecho e izquierdo del T-
ADN de una cepa de Agrobacterium, con la agroinfiltracion realizada a escala
industrial en plantas cultivadas en invernadero. Proporciona rendimientos de
produccion de hasta 5 g de proteina recombinante por kg de biomasa en solo 4-10
dias. La metodologia se ha aplicado para obtener los anticuerpos de “ZMapp”, el
suero que ha dado buenos resultados en el tratamiento de infecciones por el virus
del Ebola en humanos, asi como otras proteinas de interés terapéutico.

Palabras clave: agricultura molecular, agroinfiltracion, vectores virales de-
construidos, “ZMapp”, planta biofactoria.

Introduccion

La produccion de vacunas por parte de las empresas farmacéuticas debe
cubrir lademanda mundial continua y, ademés, demandas puntuales y urgentes
que se producen como consecuencia de situaciones de emergencia o de brotes
epidémicos, como sucedi6 con la expansion del virus de lainmunodeficiencia ad-
quirida en los noventa, el brote de gripe aviar en el afio 2005, o el brote del virus
del Ebola en 2014. La respuesta a estas tiltimas ha de ser rapida y dar lugar a un
suministro de las terapias farmacologicas necesarias para sofocar el brote en el
menor tiempo posible. En los casos més graves los farmacos deben producirse,
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ademaés, a gran escala. También hay que considerar que los sectores de poblacion

normalmente méas afectados y que sufren con mayor virulencia estas situaciones
pertenecen a paises en vias de desarrollo, por lo que sus recursos econémicos a la
hora de adquirir los tratamientos son limitados. Por lo tanto, la capacidad de
producir mucho, rapido y barato tiene suma relevancia en la produccién indus-
trial de vacunas bajo estas situaciones concretas.

Los anticuerpos y antigenos que forman parte de las vacunas pueden
producirse por métodos biotecnologicos. Esto ha sido posible gracias al desarro-
llo de la tecnologia del ADN recombinante, de la genémica y de la proteémica,
que han permitido conocer la estructura de los genes, su funcién y la de sus pro-
ductos proteicos, asi como manipular el genoma de los organismos. Hoy en dia se
pueden sintetizar proteinas a partir de organismos distintos a aquellos delos que
proceden, en mayores cantidades que en su ambiente natural, e incluso mejorar
sus propiedades. Estas proteinas, conocidas como recombinantes, ofrecen mul-
titud de posibilidades y aplicaciones en diferentes ambitos, entre ellos el clinico.

La Biotecnologia se puede servir de diversos sistemas de expresion para
producir proteinas recombinantes. Estos se definen como sistemas formados
por un organismo hospedador y un vector de expresiéon o fragmento de ADN que
aporta la informacion que se quiere incluir y expresar en el primero. Los investi-
gadores se afanan en desarrollar el sistema de expresién mas eficiente y de me-
nor coste parala produccion de proteinas en cada situacion (Xu et al., 2012). Una
de las cuestiones a considerar en el caso de los anticuerpos recombinantes es su
complejidad quimicay estructural, pues son glicoproteinas oligoméricas, con re-
giones conservadas y otras variables, patrones de glicosilacion complejos, y cuya
correcta configuracion es fundamental para la funcién de reconocimiento del
antigeno (Fig. 1).

Zona de reconocimiento del
antigeno

Figura 1. Estructura de un anti-
cuerpo (inmunoglobulina G). La
proteina funcional esta formada
por dos subunidades idénticas
unidas por puentes disulfuro.
Cada subunidad contiene una ca-
dena pesada () y otra ligera ().
Ambas poseen regiones altamen-
te conservadas (C) y una region
variable (V). Las regiones varia-
bles constituyen las zonas de re-
conocimiento del antigeno.

Cadena pesada
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El empleo de las plantas como sistemas de expresion es conocido como
plant molecular farming o agricultura molecular. Consiste en la obtencion, por
medio de ingenieria genética, y cultivo en campo o invernadero de plantas modi-
ficadas con el fin de producir proteinas recombinantes con diferentes aplicacio-
nes, entre ellas las de valor terapéutico (Obembe et al., 2011). También se suele
incluir en la definicién el cultivo de células de plantas genéticamente modifica-
das para los mismos fines productivos. En cualquier caso, el objetivo es conse-
guir que las células de plantas acttien como biorreactores.

La agricultura molecular es una plataforma de producciéon conocida pero
no explotada en todas sus posibilidades (Xu et al., 2012). Frente a otros sistemas
de produccién, como los representados por el cultivo de bacterias en fermenta-
dores, el cultivo de levaduras o el de células animales (insecto, raton, etc.), pre-
senta las siguientes ventajas para producir proteinas recombinantes:

1) Esmaés biosegura, pues minimiza los riesgos de contaminacion con paté-
genos humanos o animales. Las plantas no son susceptibles de ser infec-
tadas por virus animales, por lo que no actiian como sus vectores de
transmision, ni tampoco los virus de plantas se transmiten ni afectan al
ser humano.

2) Es muy ventajosa desde el punto de vista del almacenamiento y la
distribucion.

3) Latecnologianecesaria para cosechary procesar las plantasy sus produc-
tos a escala industrial esta disponible. Ademas, los sistemas de produc-
cion agricola son mas econémicos que los de cultivos celulares en fermen-
tadores, entre otras cosas porque emplean el sol como fuente de energiay
no se necesitan infraestructuras tan caras. Como consecuencia, el escala-
do también es més sencillo y requiere menos costes.

4) Lasplantas cuentan con un sistema endomembranoso y una via secretora
similares a los de células de mamiferos, por lo que las proteinas produci-
das son sometidas a las modificaciones postraduccionales pertinentes y a
un plegamiento eficiente, gracias a que las chaperonas que poseen son
homologas a las presentes en las células humanas (Vitale y Pedrazzini,
2005).

Por lo tanto, las plantas y sus cultivos celulares pueden representar una
buena opcion para producir antigenos y anticuerpos recombinantes ttiles en la
elaboracion de vacunas, y dar respuesta a los retos que plantea una demanda ur-
gente y masiva de éstos. Los anticuerpos producidos biotecnolégicamente en
plantas se conocen como planticuerpos(Loza-Rubioy Gémez-Lim, 2006).
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Métodos de producciéon de planticuerpos anteriores a la
“magnifeccion”

La produccion de proteinas recombinantes en plantas puede derivar de la
expresion estable o transitoria de los genes foraneos. La primera implica que los
genes se han integrado de manera estable en el genoma nuclear de las células,
logrando que la informacioén incorporada sea heredada por las siguientes proge-
nies (Chen, 2008; Garcia, 2010). Por lo tanto, la expresion estable interesa cuan-
do el objetivo de la modificacion es que el caracter determinado porla proteina se
transmita a la descendencia. Es el caso de las plantas transgénicas obtenidas en
el marco de programas de mejora genética de cultivos, p. e. el maiz Bt resistente a
la plaga del taladro europeo. El método mas eficiente para realizar estas modi-
ficaciones estables es la transformacion genética nuclear o de los cloroplastos
mediada por Agrobacterium tumefaciens.

La expresion transitoria da lugar a la sintesis de la proteina en las células
que incorporan el transgén durante cierto tiempo, pero se acaba perdiendo por-
que el gen no se integra en el genoma, de modo que el nuevo caracter no se trans-
mite a la descendencia. Este es el tipo de expresion resultante de las modifica-
ciones llevadas a cabo por vectores virales. El nivel de expresion y el rendimiento
de produccion son bastante mayores que los obtenidos con la expresion estable,
caracteristica que resulta de sumo interés en la produccion rapida y a gran escala
deplanticuerpos.

a) La transformacion genética nuclear de plantas mediada por
Agrobacterium tumefaciens es un proceso natural por el cual la bacteria es
capaz de transferir un fragmento de ADN de su plasmido Ti (Tumor induction;
Fig. 2), denominado T-ADN, a las células infectadas. El T-ADN contiene genes
que codifican para enzimas de sintesis de hormonas de plantas (oncogenes) y de
opinas, aminoacidos utilizados por la bacteria como fuente de carbono, nitroge-
noy energia. La integracion de estos genes en el genoma de la planta y su expre-
sidén causan sobre-sintesis de hormonas que promueven la proliferacion celular,
lo que origina tumores en la planta. Los tumores producen opinas que mantie-
nen el crecimiento de las bacterias en la rizosfera. El plasmido Ti posee también
unaregion de virulencia con los genes vir, encargados de la infeccion bacterianay
delatransferencia del T-ADN(Nester, 2015).

Los genes situados entre los bordes derecho e izquierdo del T-ADN no son
necesarios en el proceso de infeccion y transferencia génica, de modo que se
pueden reemplazar por otros, obteniéndose asi un vector de transformacion. Se
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trata de un plasmido Ti de menor tamafio, modificado por ingenieria genética, y

desarmado (sin oncogenes), pero con todos los elementos necesarios para
realizar los procesos de infeccion, transferencia e integracion del T-ADN (Gelvin,
2003; Nester, 2015). Contiene un origen de replicacion y un gen de seleccion de
bacterias, la region de virulencia y los bordes derecho e izquierdo del T-ADN.
Entre éstos se pueden incluir un gen foraneo de interés y un gen de seleccion de
células de plantas transformadas. Las secuencias reguladoras de los genes in-
cluidos en el T-ADN deben ser reconocidas por las células eucariotas para que se
expresen en planta (Gelvin, 2003). Sus promotores pueden ser constitutivos, o
especificos si se desea dirigir la expresion del transgén a un 6érgano determinado
o inducirse bajo ciertas condiciones. Incluso se puede incorporar a la construc-
cion secuencias marcadoras de la via secretora, para que la proteina se acumule
en un organulo concreto o sea vertida al apoplasto, de donde se podra extraer con
mayor facilidad(Glebaet al., 2005).
Sintesis
Oncogenes citoquinina

Sintesis auxinas__ Borde derecho

Borde

izquierdo T-region

Plasmido Ti
(200Kb)

~Catabolismo
de opinas

Regidn de~_
virulencia

Origen de replicacién

Figura 2. Estructuray componentes del plasmido Ti.

A pesar de ser una metodologia bastante desarrollada, la transformaciéon
nuclear mediada por cepas modificadas de Agrobacterium no representa una
herramienta adecuada para producir planticuerpos a nivel industrial. En primer
lugar supone, ademas de la elaboracion y clonacion de los vectores, la puesta a
punto de los protocolos de transformacion y regeneracion in vitro de las plantas
transgénicas, asi como la seleccion de aquellas que realmente muestran transfor-
macion estable. Estos procesos pueden retrasar de 18 a 24 meses la produccion
de los primeros 100 mg de proteina, demasiado tiempo para responder a una
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situacion de gran demanda a corto plazo (vacunas para epidemias) (Gleba et al.,
2005). Por otro lado, el rendimiento de produccion, definido como el porcentaje
de proteina recombinante respecto al total de proteina soluble de la planta, es
bajo (0,1-0,5%). Esto se debe a que solo entre el 5y el 9% de las copias del trans-
gén transferidas por Agrobacterium se integran en los cromosomas y son expre-
sadas de manera correcta en plantas.

El problema del bajo rendimiento podria resolverse modificando el geno-
ma de los cloroplastos, no el nuclear. Gracias a que cada cloroplasto contiene
unas 100 copias de su genomay cada célula de mesofilo foliar tiene unos 100 clo-
roplastos, las posibilidades de integracion del transgén aumentarian en gran me-
dida y con ello el rendimiento (Maliga, 2004). Sin embargo, los cloroplastos no
tienen sistemas de modificaciéon postraduccional, por lo que las proteinas re-
combinantes formadas no son siempre funcionales, e incluso pueden agregarse
formando cuerpos proteicos complicando los procesos de extraccion y purifi-
cacion (Gleba et al., 2005). Por otro lado, la metodologia es igual de lenta que la
transformacion nuclear, haciendo de nuevo imposible el escalado industrial de la
produccion en poco tiempo.

b) La agroinfiltracién es otra metodologia util en la produccion de
proteinas recombinantes en plantas que explota la expresion transitoria. Se sirve
también de Agrobacterium como vehiculo para introducir el transgén en las cé-
lulas, perola cepa recombinante se infiltra en la planta, principalmente en las ho-
jas. Puede realizarse manualmente, de forma local y directa (Fig. 3), o bien uti-
lizando una caAmara de vacio. En ese caso, las hojas se sumergen en una solucion
con la cepa de A. tumefaciens tras sacar de ellas el aire por vacio. Se aplica en-
tonces una presion para que los espacios intersticiales se rellenen con la solu-
cion. Una vez alli, Agrobacterium infecta y transfiere el gen de interés a las célu-
las de las hojas en un nimero muy elevado de copias, y aunque el porcentaje de
las que se integran en el genoma es bajo (5-9%), casi todas acceden al ntcleo y se
expresan de forma transitoria.

La expresion mayoritariamente transitoria del transgén se aprovecha pa-
ra producir altas cantidades de proteina en poco tiempo por varios motivos: (i) la
sintesis se inicia alos 3-4 dias dela agroinfiltracion, (ii) no es necesaria la regene-
racion in vitro de plantas, pues el objetivo no es obtener una planta transgénica
con un nuevo caracter heredable, y (iii) tampoco se requiere seleccionar las célu-
las transformadas (Grimsley et al., 1986). Estas tres caracteristicas de la agroin-
filtraciéon acortan enormemente el proceso de produccion. Ademas, la agroin-
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filtracion sigue siendo un método muy versatil por conservar la elevada infec-
tividad de Agrobacterium. Pero su principal valor radica en su potencial de esca-
labilidad, ya que la infiltracién al vacio puede hacerse simultdneamente en un

gran numero de plantas y en poco tiempo.
Figura 3. Metodologia de agroinfiltracion manual. Primero se

hiere la hoja superficialmente por abrasion. Después, y empleando
una jeringuilla, se aplica por presion la solucion de la cepa de
Agrobacterium modificada, que entra a través de los espacios
intercelulares (tomado deChenetal.,2013).

¢) Los vectores virales constituyen otros de los sistemas que explotan la
expresion transitoria de genes foraneos en plantas. Representan una excelente
alternativa en la produccién industrial de proteinas recombinantes (Gleba et al.,
2004), dado que los vectores virales poseen ventajas como su velocidad de
expresion, el alto rendimiento yla reduccion de los costes(Gleba et al., 2007).

Los vectores virales de primera generacion o full virus son virus funcio-
nales de plantas que se comportan como los virus silvestres (wt), manteniendo
todas sus caracteristicas, a saber: capacidad de infectividad, replicacion de los
acidos nucleicos, traduccion de sus proteinas, movimiento sistémico dentro del
hospedador, ensamblaje y produccion de viriones maduros, reprogramacion de
los procesos de biosintesis, y supresion del silenciamiento génico. La diferencia
con los virus originales radica en que se modifica su genoma para que expresen la
secuencia heterologa exogena(Gleba et al., 2004). Los mas utilizados son el virus
del mosaico de la coliflor (CaMV), que es un virus ADN de doble cadena, y algu-
nos virus cuyo genoma esté representado por una hebra simple de ARN, como el
del mosaico del tabaco (TMV) y el virus X de la patata (PVX). En los vectores vi-
rales, el gen foraneo se incluye bajo el control de un promotor fuerte, por lo gene-
ral el de las proteinas de la capsida del propio virus (CP). Al cabo de 2-3 semanas
derealizarla infeccion de la planta, el vector ha accedido a los distintos 6rganosy
células donde el gen se expresa de forma transitoria(Glebaet al., 2004).

El principal potencial de los vectores virales radica en su capacidad para
replicarse de manera auténoma, lo que permite amplificar miles de veces la
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expresion transitoria del transgén en relacion a otros sistemas como la
agroinfiltraciéon. Si ademas se tiene en cuenta la propagacion sistémica de los
virus, es facil entender que el rendimiento en la produccion de proteinas
recombinantes sea mayor. Sin embargo, su empleo presenta limitaciones:
1) Suinfectividad es baja porque suelen ser especie-especificos.
2) Aunque son vectores sistémicos, no son capaces de infectar toda la planta
(raravezinfectan las hojasinferiores) y su propagacion es asincrénica.
3) Lainfeccion sistémica es un proceso relativamente lento que deja tiempo
alaplanta para activar sus defensas.

Se obtienen rendimientos aceptables pero s6lo para proteinas de bajo pe-
so molecular. De hecho, se ha probado que existe una correlaciéon negativa entre
el tamano del inserto (méaximo 1 Kb) y la estabilidad del vector viral para TMV 'y
PVX (Gleba et al., 2007). Para resolver este problema se disenaron vectores
virales modificados en los que se eliminaron los genes para CP, lo que permiti6
disponer de mayor espacio para incluir transgenes mayores.

d) Parte de las limitaciones de los primeros vectores virales modifi-
cados se pudieron superar mediante su empleo combinado con la agroin-
filtracion (Gleba et al., 2007). La nueva metodologia pasaba por incluir en el T-
ADN de cepas de Agrobacterium vectores basados en virus ARN modificados, sin
los genes CP, en forma de cADNs recombinantes. De este modo la entrada y libe-
racion del vector viral se realizaria por agroinfiltracion, aprovechando asi tam-
bién la elevada infectividad de la bacteria (Chen y Lai, 2013). En los primeros in-
tentos, realizados con vectores virales basados en el virus TMV, modificados y
clonados en el T-ADN de Agrobacterium, se obtuvieron eficiencias de infeccion
muy bajas (1 por cada 108 bacterias inoculadas) (Gleba et al., 2007). El mal
resultado estuvo relacionado con la liberacion del primer genoma viral en el
nucleo de las células infectadas. Esto representaba una etapa artificial en el ciclo
devidadel TMV ya que su ARN es citoplasmético, por lo que no entra en el niicleo
celular y no se procesa con la maquinaria del ARN nuclear (Chung et al., 2006).
De hecho, el anélisis de genomas virales demostro6 que las secuencias codificado-
ras de muchas de las regiones de ese ARN pueden ser reconocidas como anéma-
las por dicha maquinaria. Por lo tanto, el vector representado por una copia sim-
ple de ARNm del virus en el niicleo celular posiblemente se degradaba antes de
llegar al citoplasma.

Por consiguiente, tampoco la sustitucion del movimiento sistémico de los
vectores virales por la agroinfiltracion result6 ser un método del todo adecuado
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para dar respuesta a demandas grandes y urgentes de anticuerpos recombi-
nantes. A partir de este punto, los investigadores se centraron en el desarrollo de
nuevos vectoresy de sistemas de liberacion del transgén mas eficientes.

“Magnifeccion”

La “magnifeccion” es el método de expresion transitoria de proteinas he-
terologas en plantas que combina el empleo de vectores virales deconstruidos
(de deconstructed virus) o de 22 generacion, con la agroinfiltracion mecéanica e
industrial de la plantas (Gleba et al., 2005). Fue desarrollado por el grupo lide-
rado por Sylvestre Marillonnet para Icon Genetics (Marillonnet et al., 2004).
Estos investigadores abordaron la cuestion de los bajos niveles de infectividad de
los vectores virales trabajando con modificaciones genéticas del virus TMV (sin
los genes para CP), e introduciendo un nuevo protocolo para mejorar su
liberacion en multiples 4reas dela planta (Marillonnet et al., 2005).

La idea inicial para obtener los vectores virales deconstruidos con-
sistio en eliminar secuencias que regulaban funciones del virus TMV modificado
que no eran necesarias en el proceso de agroinfiltracion (Gleba et al., 2004;
Glebaetal.,2007). Asi se obtenia mas espacio para introducir genes de interés de
mayor tamano. Si la eliminacion de esas secuencias ocasionara alguna deficien-
cia en las funciones virales que si eran necesarias para la expresion heterologa,
éstas podrian delegarse en funciones complementadas en trans del hospedador
o ser sustituidas por funciones analogas procedentes de fuentes no virales. Par-
tiendo de esas premisas, los investigadores hicieron nuevas modificaciones en
los vectores virales:

1) Identificaron secuencias que podian ser el origen de la induccién del
procesamiento indeseado del ARNm virico en el nacleo de las células
infectadas. Eliminando algunos puntos de procesamiento y aumen-
tando el % GC obtuvieron una mayor eficiencia en células infectadas
(Chungetal.,2006).

2) Estudiaron la posibilidad de que el gran tamafio del ARNm virico
pudiera afectar a la eficacia de su exportacion al citoplasma dado que la
magquinaria del hospedador trabaja habitualmente con transcritos mas
cortos. Para permitir la salida del ARN viral al citoplasma se afiadieron
varios intrones en la secuencia génica viral introducida (Chung et al.,
2006).

El grupo de Marillonnet comprob6 que con el empleo de los nuevos virus
deconstruidos, y su entrega a modo de precursores de ADN por Agrobacterium,
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se conseguia el procesamiento eficaz de la informacién contenida en los repli-
cones virales activos en casi todas las células de la planta infectadas (>93%).

También, que los nuevos vectores mejoraban los eventos de infecciéon (1 de cada
10-20 bacterias infiltradas iniciaba un proceso de infeccion viral). La eficiencia
fue 10’ y 10’ veces mayor que la conseguida, respectivamente, con infecciones
directas con vectores virales y con vectores de 12 generacion modificados y
agroinfiltrados. Este incremento permite utilizar suspensiones de
Agrobacterium mas diluidas, reduciendo el tiempo necesario para obtenerlas,
asi como su coste. Por ultimo, como el vector viral carece del gen de la capsida
proteica, puede contenery expresar insertos génicos de hasta 2,3 kb(Marillonnet
etal.,2005).

Por lo tanto, la “magnifeccion” consiste en infiltrar la totalidad de la plan-
ta con una o varias suspensiones de Agrobacterium portadoras de los T-ADNs
que codificaran para los replicones virales en forma de ADNCc; la técnica combina
funciones yventajas de 3 sistemas biolégicos:

- Elvector viral deconstruido: destaca por su capacidad para replicarse y
amplificar el transgén, lo que proporciona niveles de expresion muy ele-
vados, y se encarga de la propagacion célula-célula (distancia corta). Por
otro lado, el hecho de entregar la informacion en forma de precursores
de ADN en lugar de ARN, evita los problemas asociados a su procesa-
miento en el ntcleo.

- Agrobacterium: asume las funciones de infeccion primaria y de circula-
cion sistémica, gracias a su elevada infectividad y a su capacidad para
liberary distribuir el vector viral en la planta.

- Planta: ademas de subajo coste, realiza un procesamiento postraduccio-
nal correcto, por lo que produce proteinas recombinantes complejas y
funcionales. Las proteinas se forman sobre todo en las hojas, que repre-
sentan la parte mayoritaria de la biomasa de la planta, lo que permite
obtener elevados rendimientos. Aunque la infiltracion se hallevado a ca-
bo en varias especies, las mayores eficiencias se han logrado en
Nicotiana benthamiana (Wylie et al., 2015). Son plantas con crecimien-
to muy vigoroso, gran superficie foliar y muy susceptibles a las infec-
ciones viricas. Se cultivan en invernadero (Fig. 4) y se pueden cosechar
varias veces al afio, proporcionando més de 50 toneladas de biomasa/ha.
afo, frente a producciones de 6 toneladas en trigo, arroz o maiz.

El sistema de Marillonet ofrecia un protocolo para la expresion de protei-
nas hetero6logas en plantas sencillo y escalable que se podia prolongar indefinida-
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mente en el tiempo (Gleba et al., 2005). Pero su escalado industrial requeria la
agroinfiltracion en muchas plantas y superar el problema que planteaba voltear-
las durante su inmersién en la suspension de Agrobacterium. Para automatizar
el proceso a gran escala se desarroll6 un tiinel de vacio y rociado (Fig. 5B) (Chen
etal.,2013).

Purificacion de las Extraccion de las
proteinas proteinas
Gleba et al,, Cur Op Plant Biotech 2007

Current Opinion in Bioctechnology

Figura 4. Escalado del proceso de “magnifeccion”. El proceso im-
plica: a) cultivo de N. benthamiana en invernadero y de las bacte-
rias en fermentadores; b) inmersion de las plantas en la suspen-
sién de bacterias para realizar la agroinfiltracion; ¢) Incubacion en
entorno limitado durante 4-10 dias (periodo de infeccion y de
expresion del transgén); d) cosecha de las hojas de las plantas; e, f)
extraccion y purificacion de la proteina recombinante (tomado de
Glebaetal.,2007).

Figura 5. Crecimiento (A) y agroinfiltracion a escala industrial de
N. benthamiana (B). Fotografias de Bratcher B (Kentucky
Bioprocessing) (tomada de Chenetal., 2013).
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La “magnifeccidon” a escala industrial permite producir planticuerpos, ati-

les en la elaboracion de vacunas, de manera rapida, econdémica y en grandes can-
tidades, con las siguientes ventajas frente alos métodos anteriores:

1) Ofrece mayor rapidez de escalado de la produccion (Gleba et al., 2005).
Los procesos industriales se pueden realizar en menos de 10 dias. En 3-4 sema-
nas se producen cantidades de proteina recombinante de mg, e inclusode g,y es
posible obtener hasta 100 Kg de proteina en menos de un afio. La mayor limita-
cion estd representada por el disefio y la obtencién de los vectores.

2) Proporciona los mayores rendimientos, tal como demuestran los si-
guientes valores maximos: hasta 5 g de proteina recombinante por Kg de bioma-
sa foliar, 80% de la proteina soluble total, 0 500 kg de proteina recombinante por
hectarea deinvernadero al afio (Glebaetal.,2005) (Tabla1).

Tabla 1. Comparativa de rendimientos (% de proteina recombi-
nante respecto a la proteina soluble total, excepto en*) y velocida-
des de produccion de los sistemas de expresion de proteinas re-
combinantes en plantas. Pf: peso fresco.

Sistema de expresion Rendimiento Velocidad

Transformacién nuclear mediada 0,1-0,5% 18-24 meses
por A. fumefaciens

Transformacion cloroplastos 25% 12-18 meses

Agroinfiltracion * 50 mg proteina/100 Kg Pf | 3-4 dias tras la infiltracion

Vectores virales 12 generacion 20% 2-3 semanas

"Magnifeccion” 80% 4-10 dias

3) El proceso es relativamente econémico pues se necesitan materiales
baratos (las plantas y poca cantidad de biomasa bacteriana), se pueden sincro-
nizar todas las operaciones abaratando los costes del trabajo, y los costes de
purificacion de la proteina recombinante son més baratos dada la elevada pro-
duccién. Se estima que para un rendimiento de 0,8 g proteina/Kg de biomasa
fresca, el coste de produccion es menor de 1$ por g de proteina cruda, y el de
purificacion menor de 50$ porg (Glebaet al.,2005).

4) Es una tecnologia versatil, pues se ha demostrado su eficacia en la
produccion de diversos tipos de proteinas. Algunos rendimientos (gramos de
proteina/Kg biomasa) son: 1,2 de somatotropina, 5,1 de interferén alfa, 5,4 de
varios antigenos bacterianos y 0,4-1,5 para diferentes anticuerpos cadena
simple.

5) Bioseguridad. La “magnifeccion” se realiza sobre plantas cultivadas en
contenedor e invernaderos con bloqueos de seguridad, lo que minimiza las pro-
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babilidades de liberacion de las células modificadas de Agrobacterium al am-

biente. Tampoco los vectores virales suponen riesgos para otros cultivos y espe-
cies vegetales, ya que al tratarse de virus deconstruidos no es posible que puedan
revertir al silvestre. Ademas, el uso de Nicotiana, una planta de uso no alimen-
tario, mitiga ain méas los problemas de bioseguridad.

A pesar de sus ventajas, la “magnifeccion” también muestra limitacio-
nes, parala que ya existen varias soluciones:

1) Las plantas realizan glicosilaciones postraduccionales de las proteinas
especificas de ellas. Esto podria generar en algunos casos proteinas recombinan-
tes no funcionales en humanos o animales, lo que es un problema de especial
importancia en el caso de antigenos y anticuerpos.

2) La produccién industrial en fermentadores de la cepa recombinante de
Agrobacterium es uno de los procesos que mas encarecen la “magnifeccion”, de
modo que esta resultaria mas rapida y economica si este proceso se pudiera su-
primir. Una forma de lograrlo consistiria en insertar, en el genoma de la planta
hospedadoray de forma estable, el replicon viral con el gen de interés bajo el con-
trol de un promotor inducible. El desarrollo metodolégico seria mas lento, pues
habria que obtener la planta transgénica por transformaciéon nuclear de las célu-
las, regeneracion in vitroy posterior seleccion. Sin embargo, la capacidad de pro-
ducir la proteina recombinante se podria transmitir a los descendientes de la pri-
mera planta biofactoria, disponiendo de muchas més alargo plazo (generaciones
sucesivas).

Tales ideas fueron adoptadas por Dohi et al. (2006) y por Zhang y Mason
(2006). Los primeros desarrollaron un sistema basado en un promotor inducible
por estrogeno, y los segundos otro en el cual la amplificacion se logra gracias a la
expresion en trans de la proteina iniciadora de la replicacion, que se encuentra
bajo el control de un promotorinducible por etanol.

3) Otra limitacion de la “magnifeccion” es su adaptacion a la expresion de
proteinas oligoméricas como los planticuerpos, ya que los vectores virales deben
ser manipulados para que expresen cantidades equimolares de diferentes pép-
tidos. Se sabe que laliberacion conjunta de 2 construcciones distintas de vectores
virales basados en el mismo virus da lugar a replicones competitivos (se produce
la amplificacion preferencial de uno de ellos).

Giritch y colaboradores (Girith et al., 2006) abordaron este problema y
utilizaron dos vectores derivados de dos virus distintos y no competitivos, TMVy
PVX, con el fin de producir IgGs completas. La metodologia forma parte del
sistema MagnICON (Girith et al., 2006; Marillonett et al., 2004) ,y se basa en el
ensamblaje in planta de los componentes de la replicacion de los genomas de los
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virus TMVy PVXa partir de diferentes moédulos de ADNc (Fig. 6).
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Figura 6. Esquema del procedimiento del ensamblaje in planta
de los médulos delos provectores virales. Elmédulo 5' lleva el ARN
viral correspondiente a la ARN polimerasa y a las proteinas de
movimiento del virus. Elmédulo 3' contiene el transgén y la regiéon
3' no traducida. Las cepas de A. tumefaciens dan cabida a los dos
modulos, se mezclan y se co-infiltran en las células de planta con
una tercera construccion que produce una recombinasa. Produ-
cida la expresion, la recombinasa une los médulos 5'y 3' dando lu-
gar a modulos competentes para la replicacién en planta. Este
montaje de ADN es transcrito y modificado para generar el
relzplicén infectivo y funcional (elaborado a partir de Marillonett et
al.,2004).

Otro vector viral deconstruido destacado por su utilizacion en la pro-
duccion de planticuerpos es el Geminiviral-BeYDV (Fig. 7), derivado del gemi-
nivirus del frijol amarillo enano BeYDV. Este virus tiene una sola hebra circular
de ADN que se replica en un gran nimero de copias por el mecanismo del circulo
rodante (Chen et al., 2014). El vector se desarroll6 para evitar las modificaciones
a realizar como consecuencia de la naturaleza del material genético de TMV y
PVX (ARN de cadena simple) y que habia que clonar en forma de ADNc.

Con el sistema Geminiviral-BeYDV se consiguen rendimientos de pro-
duccién de proteinas recombinantes comparables a los logrados con el sistema
MagnICON, si bien el tiempo de produccion es algo inferior (acumulacién de
proteinas en 4-8 dias tras la agroinfiltracion) (Huang et al., 2010; Lai et al.,
2012). Adema4s, en un mismo vector Geminiviral-BeYDV se pueden incluir varios
genes en tandem. Se resuelve por tanto la dificultad de producir varias hetero-
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subunidades (hasta 5) de proteinas multiméricas como los anticuerpos, elimi-
nando lanecesidad de co-infecctar multiples médulos de expresion. Este sistema

representa un avance significativo en las tecnologias de expresion transitoria
parala produccion comercial de proteinas farmacéuticas.

LB RB

l_, | 1o |I|3ssrrEv5'| Gene1 | vsp3 | |:|I [sssmws] Gene2 [ wes3 | [] [ coct I_I
|

SIR

‘ 3 " TEVS5'UTR ‘ | I ; TMVSUTR Y
e Gene 1 replicon 1 Iy Gene2 replicon hl

Figura 7. Un tnico vector Geminiviral-BeYDV genera dos repli-
cones no competitivos para la coexpresion de dos proteinas, o de
una proteina con dos hetero-subunidades. LB y RB son los bordes
izquierdo y derecho del T-ADN que se transfiere a la planta me-
diante A. tumefaciens. Hay dos segmentos génicos flanqueados
por regiones del genoma viral (LIR, rectangulos rojos). En el mo-
mento de la liberacion a las células de plantas, la expresion del gen
C1/C2 produce una proteina asociada a la replicacion del virus que
corta las secuencias LIR para generar dos moléculas de ADN mo-
nocatenario. A continuacion, estas se copian para obtener una do-
ble hebra de ADN que puede replicarse por el mecanismo del cir-
culo rodante. Los dos replicones son amplificados de manera inde-
pendiente y no competitiva, para producir un gran namero de co-
pias de ADN y, a su vez, abundantes ARNm para la traduccion de
las proteinas 1y 2 (codificadas por los genes 1y 2); para conocer
detallesver Chenetal., 2011y2013.

Aplicaciones de la “magnifeccion” a la produccion industrial de
planticuerpos contra virus: el caso particular de “ZMapp”

La técnica de la “magnifeccion” destaca por su aplicacion en el ambito cli-
nico y farmacologico. Ha sido empleada en los procesos de elaboracién y obten-
cion de diversas proteinas recombinantes cuya finalidad era el desarrollo de nue-
vas vacunas (Tabla 2). Entre estos destaca, dada la gran repercusion que tuvo, la
obtencion de los anticuerpos que forman parte de “ZMapp”, uno de los trata-
mientos que mejores resultados ha dado frente a la enfermedad causada por el
virus del Ebola (EVD).
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El virus del Ebola o Zaire ebolavirus pertenece al género Ebolavirus (fa-
milia Filoviridae), junto con otras 4 especies, de la cuales 3 son también patoge-

nas para el hombre. Es un virus zoonético que se transmite de animales a huma-
nos por contacto directo o por la ingesta de carne infectada. Entre las especies
implicadas en el contagio a humanos se encuentran el chimpancé, el gorila, y al-
gunas especies de murciélagos. Estos ultimos son los candidatos mas factibles a
representar el reservorio del virus. El contagio entre humanos sucede por con-
tacto directo con mucosas, heridas o fluidos corporales.

Tabla . Ejemplos de proteinas farmacéuticas producidas me-
diante “magnifeccion”.

Planta Diana Fase de
hospedadora farmacolégica  desarrollo Referencla
. Vacuna Gripe A I/II ensayo Potera, 2012
N. benthamiana NSRRIV clinico
Vacuna complejo Preclinica Phoolcharoen et al., 2011
N. benthamiana inmune contra el
Ebola
N. benthamiana Vacuna HgcHB VLP | Preclinica Huang et al., 2009
[N B Vacuna HgsHB VLP | Preclinica Chen y Lai, 2013
. Vacuna HIV-1 Preclinica Chen y Lai, 2013
N. benthamiana Pr55gag
. Vacuna contra WNV | Preclinica Chen et al., 2011; Chen y
N. benthamiana preM/M y E Lai, 2013
: Terapia contra Ebola | Preclinica He et al., 2012; Huang et
N. benthamiand, EagNSRRGTEEY/Y al,, 2010; Lai et al.,, 2012;
lechuga Olinger et al., 2012
N. benthamiana Vacuna contra Preclinica | Huang et al., 2009; Lai et
@ Norovirus NVCP VLP al., 2012; Santi et al., 2008
lechuga
[ VY=01d Togie; - Al Terapia contra WNP | Preclinica Lai et al., 2010; Lai et al.,
lechuga basada en mAb 2012
N. benthamiana, BRCEIERVINARIIII Preclinica Chen et al., 2011; Lai et

HA: hemaglutinina; VLP: virus-like particle; AgcHB: antigeno “core” del virus
hepatitis B; AgsHB: antigeno de superficie del virus hepatitis B; Pr55gag: precur-
sor de la proteina Gag; WNV: virus del Nilo Occidental (West Nile virus);
preM/M: proteinas de la premembrana y la membrana; E: proteina de la envol-
tura; NVCP: proteina capsidica de Norovirus.
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Desde el descubrimiento del virus Ebola han tenido lugar unos 20 brotes
epidémicos, siendo el méas grave el ocurrido en 2014 (Choi et al., 2005). Con més
de 28.000 afectados, de los cuales murieron aproximadamente el 40%, la enfer-
medad se desarrolla alolargo de unos 21 dias después de la exposicion al virus. Se
caracteriza porque el paciente presenta inicialmente fiebre alta, dolor de cabezay
abdominal, coagulacion intravascular diseminada, diarrea y vomitos. Cuando la
enfermedad evoluciona da lugar a multiples hemorragias que derivan en un fallo
multiorganico antes de que la respuesta inmune sea efectiva, lo que finalmente
significa la muerte del individuo. La gravedad del ltimo brote de Ebola ha de-
mostrado al mundo la necesidad de obtener vacunas o farmacos que protejan ala
poblacion.

El desarrollo de farmacos frente al virus de Ebola y/o a sus efectos se inici6
alrededor de 2002, existiendo algunos agentes experimentales de entre los que
destacan TKM-Ebola, favipiravirin, BCX 4430 y “ZMapp” (World Health
Organization, 2014).

“Zmapp” es un biofarmaco con 3 anticuerpos monoclonales recombinan-
tes. Resulta de 1a mezcla de los anticuerpos mas eficientes de otros dos cocteles:
a) el “MB-003”, creado por Mapp Biopharmaceutical (San Diego, USA) en cola-
boracion con el Instituto de Investigaciones Médicas en Enfermedades Infeccio-
sas del Ejército de EE.UU.; yb) el “ZMab”, desarrollado por Defyrus Inc. (Toron-
to). En ambos casos los anticuerpos se produjeron en plantas de N. benthamiana
agroinfiltradas con cepas de Agrobacterium portadoras de vectores virales de-
construidos, si bien se utilizo el sistema MagnICON en el caso de “MB-003"y el
sistema Geminiviral en el de “ZMab”. En cuanto a la eficiencia de ambos farma-
cos, el “MB-003” protegio al 100% de los primates no humanos infectados cuan-
do seles administro tras 1 h de ser expuestos al virus del Ebola, y al 67% cuando se
les suministroé alos 2 dias (Olinger et al., 2014 ). Igualmente, el 100% de macacos
expuestos al virus y tratados 1 dia después con “ZMab” sobrevivieron (Qiu et al.,
2012). Estos ylos resultados de otros ensayos (Pettitt et al., 2013, Qiu et al., 2013)
animaron a las dos empresas a firmar un consorcio, Leaf Biopharmaceutical
(San Diego), en el que participan también el Gobierno de EE.UU. yla Agencia de
Salud Puablica de Canada. El consorcio promovi6 el desarrollo de “ZMapp”, trata-
miento que combina los anticuerpos 13C6 de “MB-003”,y 2G4y 4G7 de “ZMab”.
Los tres son producidos a gran escala mediante “magnifeccion” por la empresa
Kentaky BioProcessing (Fig. 5). 8-10 dias después de realizar la “magnifeccion”
en N. benthamiana, los anticuerpos se extraen de las plantas, se purifican y se
utilizan para formular “ZMapp”. El tratamiento se aplica en forma de suero al
paciente enfermo para proporcionarle inmunidad pasiva.
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Cuando el brote de Ebola estall en 2014, “ZMapp” estaba siendo ensaya-
do en primates no humanos. Los buenos resultados y la urgencia por buscar un

tratamiento que frenara la epidemia, hicieron que la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) aprobara en julio de 2014 su empleo en dos cooperantes estadouni-
denses infectados por el virus. En ambos se produjo la reversion de la enferme-
dad. También se ensay6 en un misionero espaiol infectado, pero este fallecio,
probablemente por el estado avanzado en que se encontraba la EVD y por la edad
del paciente.

Siguiendo la cronologia de ensayo de “ZMapp”, la OMS aprob6 el 12 de
agosto de 2014 su uso en Africa como tratamiento experimental frente a la EVD,
considerando la situacion en el continente. A finales del mismo mes, se publi-
caron los resultados definitivos de los experimentos realizados en macacos
Reshus, con una recuperaciéon del 100% de los 18 animales que habian sido
infectados con el virus y a los que se les aplico el suero con “ZMapp” 5 dias des-
pués (Qiu et al., 2014). En febrero de 2015, el Instituto Nacional de Salud de
EE.UU. dio permiso para que el Instituto Nacional de Enfermedades Alérgicas e
Infeccionas iniciara un ensayo clinico que concluiré a finales de 2016. En octubre
de 2015 la FDA modifico la categoria de “ZMapp” de medicamento huérfano a
medicamento de aprobacion rapida, lo que permitira acelerar su salida a merca-
do en nuevas situaciones de urgencia.

Conclusion

En los tltimos afos, la agricultura molecular se ha destacado como una
plataforma prometedora en la produccion de proteinas recombinantes de uso
farmacolégico. En el amplio escenario que ofrecen las plantas, encontramos dis-
tintos sistemas y metodologias con diversas caracteristicas, que los hacen aptos
para un proposito concreto. En la busqueda de un sistema que dé respuesta a una
demanda de productos terapéuticos como anticuerpos, de forma rapida y con
elevados rendimientos, la metodologia que mas se ajusta en base de los datos
analizados anteriormente eslallamada “magnifeccién”.
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