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como

biorreactores

a creciente demanda de compuestos con
accion terapéutica para uso médico y vete-
rinario impulsé durante los ultimos afios
el desarrollo de nuevas tecnologias para su
produccién. A partir de la década de 1980, la
ingenieria genética —que engloba métodos y herramien-
tas para aislar, modificar y transferir material genéti-
co— permiti6 elaborar el primer producto aprobado para
uso clinico en humanos derivado de la manipulaciéon
de ADN: insulina obtenida de la bacteria Escherichia coli.
Asi, proteinas que inicialmente se extraian de una fuente

se da el nombre de recombinantes.

;DEQUE SE TRATA?

Un biorreactor es un dispositivo en el que tienen lugar reacciones bioquimicas controladas, puestas
en marcha con diferentes propésitos, entre ellos la produccion de alimentos o la sintesis de
proteinas para uso medicinal o industrial. Varias de dichas proteinas pueden ser producidas en
plantas transgénicas, método que presenta numerosas ventajas, pues son las mismas células

vegetales las que lleven adelante las reacciones necesarias para producir las proteinas, a las que

Un camino atractivo para producir
hroteinas recombinantes

que los genera de modo natural (la insulina provenia de
pancreas de cerdos), hoy se pueden producir en sistemas
(lamados heterdlogos) distintos de tal fuente, como bacte-
rias, levaduras, cultivo de células, o animales y plantas
transgénicos. Las proteinas obtenidas de esa manera se
llaman proteinas recombinantes.

Las plantas presentan caracteristicas muy atractivas
para ser utilizadas en la produccién de proteinas recom-
binantes, entre otras, ficil cultivo, bajo costo, aumento
facil de la escala de produccién por extension de la su-
perficie cultivada si crece la demanda. Ademas, la posi-
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bilidad de almacenar establemente las proteinas recom-
binantes en semillas y tubérculos facilita su transporte,
almacenamiento y distribuciéon. En 1983 se obtuvo la
primera planta transgénica a partir del tabaco y queda-
ron establecidas las bases para la produccién de cultivos
genéticamente modificados de importancia econémica.

Figura 1. Esquema simplificado de dos métodos usados para modificar genéticamente
una planta. La columna celeste indica la transformacion por biobalistica: en un vector
o plasmido (1) se introduce, como primer paso (2), el fragmento de ADN deseado (en
rojo); luego el plasmido se precipita sobre microparticulas de oro o tungsteno (3) y se
bombardea el tejido vegetal (4). La columna ocre indica la transformacion por la bacteria
Agrobacterium tumefaciens: el procedimiento parte de incorporar el fragmento de ADN
de interés en un pldsmido que posee los elementos necesarios (Bl y BD) que son recono-
cidos por la maquinaria de transferencia de dicha bacteria (5, 6). Ese plasmido es luego
introducido en la bacteria (7), la cual puede transferir el ADN de interés al interior de las
células de las plantas que infecta (8). El resultado de ambos métodos es la integracién
del fragmento de ADN de interés al genoma nuclear de la planta (9). Como siguiente
paso, el tejido vegetal genéticamente modificado se coloca en un medio con hormonas
vegetales y un agente selector (10), en el que sélo sobreviven las células transformadas,
las cuales originan brotes (11) que permiten obtener una planta transgénica.
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;. Gomo se obtiene una planta
transgénica?

Para generar una planta transgénica (u organismo
vegetal genéticamente modificado) se necesita disponer
tanto de un método adecuado para introducir ADN aje-
no en las células vegetales, como de un procedimiento
o protocolo para poder regenerar una planta completa a
partir de las pocas células que incorporaron exitosamen-
te ese ADN.

En la actualidad existen multiples maneras de intro-
ducir ADN en células vegetales, basadas en principios
quimicos, fisicos y biologicos. La eleccion de una técnica
particular depende de la especie que se desea modificar
genéticamente. El propdsito de todas es que el gen ajeno
o transgén ingrese en las células de la planta en cuestion
y se integre establemente a su genoma.

La primera técnica desarrollada —y atin la de uso mas
frecuente— recurri6é a una bacteria del suelo, Agrobacte-
rium tumefaciens, que infecta naturalmente plantas y les
transfiere un fragmento especifico de su material gené-
tico. Para poder valerse de ella, los investigadores in-
trodujeron algunas modificaciones genéticas en dicha
bacteria, con el fin de eliminar ciertos efectos indesea-
dos que le provocaria a la planta de interés, y lograr que
transfiera a esta los fragmentos de ADN con los que se
quiere transformarla genéticamente. Pero para que pue-
da hacer lo segundo debe comenzarse por introducir
esos genes en la bacteria, la que luego los transferira a
las células vegetales.

Otro método utilizado con frecuencia para introdu-
cir material genético en células vegetales es la biobalistica.
Consiste en depositar moléculas de ADN sobre micro-
particulas de oro o tungsteno, las que luego son dispa-
radas mediante un gas a presién contra tejidos vegetales.
Por la velocidad con que llegan, logran atravesar la pared
de las células con su carga de ADN, que puede asi in-
corporarse al genoma de la planta. Ambos caminos se
muestran esquematicamente en la figura 1.

Cualquiera sea la via elegida, se comienza en el la-
boratorio introduciendo en células de la planta que se
desea transformar genéticamente el fragmento de ADN
que contiene los genes de interés. Ello se hace en una
porcién (denominada explanto) de hoja, tallo o raiz. A
partir de las pocas células transformadas del explanto
luego es necesario regenerar una planta transgénica
completa, lo que se realiza en condiciones de esterilidad
colocando los explantos en un medio de cultivo dotado
de hormonas y otros compuestos reguladores del creci-
miento vegetal.

El objetivo de esa etapa es inducir cambios fisiol6gi-
cos para que las células que incorporaron establemente
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Figura 2. Pasos que llevan a la obtencién de una planta transgénica de papa. A: hojas de papas en condiciones de esterilidad a ser utilizadas como explantos en la transfor-
macién genética por biobalistica. Las hojas bombardeadas son luego cultivadas en un medio con reguladores de crecimiento adecuados, con o sin el agente selector que
eliminara las células no modificadas genéticamente. En ausencia de ese agente, todas las células se multiplican y forman una masa indiferenciada o callo (B), a partir de
la cual comienzan a regenerar brotes. En cambio, en presencia de ese agente, la mayor parte del tejido muere, y solo sobreviven las células transformadas (C) para luego
multiplicarse, diferenciarse y generar brotes (D) que finalmente darén lugar a plantas transgénicas (E).

el ADN exdgeno sobrevivan, se multipliquen y se dife-
rencien hasta generar todos los tipos celulares de la
planta. A veces ese proceso comienza por la formacién
de una masa de células indiferenciadas denominada ca-
llo, que en condiciones adecuadas es capaz de generar
embriones somaticos (asi llamados porque son similares
a un embrién pero que no se originaron por unién de
gametos). Otras veces las células transformadas forman
directamente 6rganos vegetales (como raices o tallos)
sin pasar por la etapa del callo. Una vez que la planta de-
sarrollé raices y tallo se la pasa a tierra para que continte
su crecimiento.

Debido a que no todas las células del explanto resul-
tan transformadas, las que no lo fueron —que son mucho
mas abundantes— deben ser eliminadas, para no regene-
rar plantas no transgénicas. Para hacerlo, se incorporan
a las células del explanto, junto con los genes de interés,
otros que confieren resistencia a antibiéticos, herbicidas
u otras drogas que se incluyen en el medio de cultivo. De
esa manera, solo las células transformadas sobreviven y
pueden regenerar una planta completa. La figura 2 ilus-
tra el proceso.

Las proteinas recombinantes que se procura obte-
ner también pueden lograrse de forma transitoria, sin
la necesidad de producir plantas transgénicas. Entre los
métodos utilizados, denominados no integrativos, estd la
agroinfiltracion, que consiste en infiltrar el espacio interce-
lular de un tejido del vegetal (de una hoja, por ejemplo)
con una suspensién que contenga la bacteria A. tumefaciens
genéticamente modificada. Los genes de interés llegaran
al interior de las células de la planta por la accién natural
de la bacteria y al cabo de unos dias se podra constatar su
expresion por diversos métodos cuya eleccion depende
de la proteina recombinante, por ejemplo, si esta es fluo-
rescente, iluminar la zona infiltrada con luz ultravioleta,
segun se puede apreciar en la figura 3.

Otros métodos recurren a virus o a microparticulas.
Todos permiten una rapida produccion de proteinas re-
combinantes pero, por no generar una planta transgé-
nica completa, pierden con el tiempo su capacidad de
hacerlo y es necesario repetir el procedimiento en forma
regular. La elecciéon de un método estable o uno transi-
torio depende, entre otros factores, del tipo y la cantidad
de la proteina recombinante a producir.
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. Por qué usar plantas?

El uso de plantas como biorreactores ha permitido
producir plasticos biodegradables, proteinas recom-
binantes y firmacos, entre otras moléculas de interés.
Proinsulina, citoquinas, factores de crecimiento, anti-
genos usados como vacunas contra la hepatitis B y ce-
pas enterohemorragicas de Escherichia coli son algunos
ejemplos de proteinas recombinantes con accién tera-
péutica. Existen también desarrollos cuyo objetivo es
producir en plantas comestibles antigenos para vacunas
orales de uso humano o veterinario, lo que facilitaria
obtener la vacuna y disminuiria notablemente sus cos-
tos de produccion.

En 2012, la agencia Food and Drug Administration
de los Estados Unidos, que regula los medicamentos en
ese pais, aprobd por primera vez la comercializacién de
una proteina recombinante de uso terapéutico produci-
da en plantas, que se emplea para tratar la enfermedad
de Gaucher, causada por una deficiencia hereditaria en
la enzima glucocerebrosidasa. La droga aprobada con-
tiene una variante de esa enzima producida en células
de zanahoria.

Existen muchas herramientas moleculares que per-
miten optimizar la produccién de proteinas en plantas,
entre ellas, dirigir su localizacién a distintos compar-
timentos intracelulares para aumentar su estabilidad o

Figura 3. Expresidn transitoria de la proteina recombinante llamada GFP (green fluores-
cent protein) en hojas de tabaco iluminadas con luz ultravioleta. El color rojo de fondo
corresponde a la fluorescencia normal de la clorofila iluminada con esa luz, mientras
que los parches verdes son producto de la fluorescencia emitida por dicha proteina, que
se acumula en las regiones agroinfiltradas.
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facilitar su puriﬁcacién, O promover su acumulacién en
distintos 6rganos de la planta, como hojas, tubérculos,
frutos, semillas o raices. A modo de ejemplo, se ha de-
mostrado que es posible acumular proteinas recombi-
nantes en el espacio intercelular que, en consecuencia,
sean secretadas por sus raices. También se ha encontrado
la manera, en sistemas hidropénicos, de realizar la pu-
rificacién de esas proteinas en el medio que rodea las
raices. La eleccién de las herramientas mas adecuadas
depende de las caracteristicas de la molécula a producir,
de la cantidad y calidad necesarias y de la especie vegetal
utilizada. Cada proteina recombinante plantea un nue-
vo desafio y conduce al examen de métodos alternativos
hasta encontrar el 6ptimo.

;Qué se hace en la Argentina?

La produccién de vacunas de uso veterinario es una
de las aplicaciones del uso de plantas como biorreactores
que mas interés ha despertado en la comunidad cien-
tifica y tecnoldgica local. Se puede encarar utilizando
instalaciones y capacidades bien establecidas en un pais
en que la agricultura es una de las actividades de mayor
desarrollo. Varios grupos de investigacién estan llevando
a cabo proyectos en organismos publicos y privados en
procura de obtener diversas proteinas recombinantes a
partir de plantas, como se desprende de la tabla.

Algunos de esos intentos se vieron limitados al no al-
canzarse los niveles de produccién necesarios para pasar
a una escala comercial. En ese contexto, se busco superar
determinadas restricciones asociadas con la introduccion
de transgenes en el ADN nuclear. En su lugar se eligi6 in-
corporarlos al genoma de los cloroplastos, unas estructu-
ras propias de las células de plantas y algas que alojan la
maquinaria de la fotosintesis. Una de esas células puede
contener hasta cien cloroplastos, cada uno de los cuales
tiene multiples copias de su genoma. En 1990 se demos-
tr6 por primera vez la posibilidad de introducir genes
en el genoma de cloroplastos de tabaco: se consiguieron
plantas transgénicas denominadas transplastomicas. A partir
de entonces, se ha logrado obtener numerosas protei-
nas heterélogas modificando genéticamente cloroplastos
de plantas. Una ventaja importante de este método es
que las mencionadas plantas transgénicas son ambien-
talmente mds seguras, pues los genes de los cloroplastos
no forman parte del polen de gran parte de las especies
de interés agronoémico, lo que dificulta su transferencia a
plantas silvestres emparentadas.

Investigadores del Instituto de Investigaciones en In-
genieria Genética y Biologia Molecular Héctor Torres, del
Conicet, en el que se desempenan los autores, modifican
genéticamente el genoma de cloroplastos de plantas de



Ejemplos de desarrollos locales de utilizacién de plantas como biorreactores. Son trabajos en que participaron numerosos investigadores en institu-
ciones como la FCEYN (UBA), el Ingebi (Conicet), INTA Castelar, el Centro de Investigacién en Ciencias Veterinarias y Agrondmicas (INTA), el I1B-INTECH
(Conicet), el ICT Milstein (Conicet) y otras. Cuadro basado en Rybicki EP et al., 2013.

AGENTE PATOGENO Y ORGANISMO ANTIGENO PARA SER USADO PLANTA EN QUE SE PUEDE
ENFERMEDAD QUE CAUSA QUE INFECTA COMO VACUNA PRODUCIR EL ANTIGENO FORMA DE PRODUCCION
Microbacterium tuberculosis Humanos Proteina ESAT-6 Tabaco (Nicotiana tabacum) | Transitoria con virus X de la papa

Rotavirus bovino
(diarrea neonatal)

Ganado bovino

Proteina VP8

Nicotiana benthamiana

Transitoria con virus del
mosaico del tabaco

Péptido de la proteina VP8
+ B-glucoronidasa

Alfalfa (Medicago sativa)

Estable con Agrobacterium
tumefaciens

Modificacion genética

mismo patégeno

Proteina VP8 Tabaco (Nicotiana tabacum)
de cloroplastos
i . - - Estable con Agr rium
. Varios Antigeno de superficie 1 | Tabaco (Nicotiana tabacum) stabfe con Agrobacteriu
Toxoplasma gondii mamiferos, tumefaciens
(toxoplasmosis) incluso los Proteina truncada del o Estable con Agrobacterium
humanos Tabaco (Nicotiana tabacum) :
tumefaciens

Virus de la diarrea bovina

Ganado bovino

Glicoproteina E2 truncada
+ molécula MHCII

Alfalfa (Medlicago sativa)

Estable con Agrobacterium
tumefaciens

Glicoproteina E2 truncada

Tabaco (Nicotiana tabacum)

Transitoria con Agrobacterium

tumefaciens

Virus de la enfermedad
de Newcastle

Aves

Proteina de fusion +
hemaglutinina

Hojas de papa
(Solanum tuberosum)

Estable con Agrobacterium
tumefaciens

Transitoria con Agrobacterium

Glicoproteina HN Nicotiana benthamiana .
tumefaciens
Proteina VP1 Alfalfa (Medicago sativa) Estable con Agrobacterium
tumefaciens
Péptido de la proteina VP1 Alfalfa (Medicago sativa) Estable con Agrobacterium
+ B-glucoronidasa tumefaciens
Virus de la fiebre aftosa Ganado bovino | Proteina VP1 + proteasa 3C | Alfalfa (Medicago sativa) Estable con Agrobacterium

tumefaciens

Proteina VP1

Papa (Solanum tuberosum)

Estable con Agrobacterium
tumefaciens

Péptido de la proteina VP1
+ B-glucoronidasa

Tabaco (Nicotiana tabacum)

Modificacion genética
de cloroplastos

Virus del herpes bovino

Ganado bovino

Glicoproteina gD truncada

Alfalfa (Mediicago sativa)

Transitoria con virus del
mosaico del tabaco

Nanoanticuerpos de camélidos
para diagndstico y tratamiento

VHH + -glucoronidasa

Tabaco (Nicotiana tabacum)

Modificacion genética
de cloroplastos

tabaco y de papa. A partir de 2004, el procedimiento fue
empleado con éxito para producir distintas proteinas,
entre ellas varias que podrian en el futuro ser usadas para

desarrollar vacunas de interés veterinario, como son el

antigeno P1 para vacunar contra la fiebre aftosa y la pro-

teina VP8 contra el rotavirus bovino. Otras proteinas ob-

tenidas de esas plantas incluyeron factores de crecimien-

to, anticuerpos de camélidos, una proteina antigénica del

herpevirus humano, y proteinas de accién antifingica y
antibacteriana para crear en el futuro cultivos resistentes

a patogenos de importancia agronémica. Estos resulta-

;,Gomo se regulan los organismos
genéticamente modificados?
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dos ejemplifican el potencial que la transformacién del
genoma del cloroplasto tiene para obtener proteinas re-
combinantes de plantas.

Igual que todos los medicamentos, las proteinas he-

terélogas de interés médico o veterinario, aunque sean
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producidas mediante procedimientos de ingenieria ge-
nética aplicada a plantas, deben seguir estrictas normas
de bioseguridad. Las plantas transgénicas de las cuales se
extraen esas moléculas también se cultivan y mantienen
siguiendo normas rigurosas.

El principio sobre el que se apoya la regulacién de
plantas transgénicas, valido en el ambito nacional y pro-
movido por las multiples agencias internacionales que se
ocupan de estos temas, es que los organismos genética-
mente modificados deben ser por lo menos tan seguros
como los no transgénicos de los que provienen. Las enti-
dades regulatorias, en consecuencia, se basan en la com-
paracion de las cualidades de plantas transgénicas con
las de sus contrapartes no transgénicas. Analizan aspectos
como seguridad para la alimentacién humana y animal,
alergenicidad, actividad biologica, aptitudes nutriciona-
les, composicion quimica y repercusiones ambientales,
entre otros. Ademas, en el caso de las plantas transgéni-
cas utilizadas como biorreactores, se tienen en cuenta
aspectos adicionales de bioseguridad.

Desde 1991 la Argentina posee un marco regulatorio
para evaluar aspectos de bioseguridad de esos organis-
mos. Su objetivo es que sean seguros para los agroecosis-
temas e inocuos para el consumo humano y animal. Se
basa en principios cientificos y regula el desarrollo del
producto caso por caso, desde las primeras liberaciones
experimentales, y se anticipa a cualquier efecto no espe-
rado que pudiera acontecer. La entidad gubernamental
responsable es el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Pesca, que se basa en los informes técnicos que elaboran

BRAVO-ALMONACID F et al., 2005, 'Las plantas como fabrica de
proteinas terapéuticas’, Horizonte Agropecuario, 68: 40-43. Disponible en
http://www.argenbio.org/adc/uploads/pdf/BioHA9. pdf

LEVITUS G et al. (eds.), 2010, Biotecnologia y mejoramiento vegetal I, INTA,
Buenos Aires. Disponible en http://intainforma.inta.gov.ar/wp-content/
uploads/2010/09/bio_WEB.pdf

MAXMEN A, 2012, 'Drug-making plant blooms’, Nature, 485: 160. Disponible
en http://www.nature. com/news/drug-making-plant-blooms-1.10604
RYBICKI EP et al., 2013, ‘A developing country applications of molecular
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tres direcciones y sus comisiones asesoras. La Direccion
de Biotecnologia y la Comisién Nacional Asesora de Bio-
tecnologia Agropecuaria (Conabia) evaltian los posibles
riesgos de un cultivo transgénico para los agroecosiste-
mas. El Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroali-
mentaria (Senasa) y su Comité Técnico Asesor sobre uso
de organismos genéticamente modificados evaltian los
riesgos potenciales para la salud animal y la humana de-
rivados de consumir un alimento transgénico o sus sub-
productos. Y la Direccién Nacional de Mercados Agrico-
las determina la conveniencia de comercializar material
genéticamente modificado para evitar potenciales conse-
cuencias negativas para las exportaciones.

Si un organismo genéticamente modificado se consi-
dera seguro para el agroecosistema, inocuo para el con-
sumo tanto humano como animal y no perjudicial para
la economia nacional, queda en condiciones de que los
organos competentes del mencionado ministerio auto-
ricen su cultivo, comercializacién y consumo. Esos son
los pasos que han seguido las aprobaciones de cultivos
transgénicos como soja, maiz y algodén con nuevas ca-
racteristicas, como la resistencia a insectos y la toleran-
cia a herbicidas diversos. Por esta via recibieron reciente
aprobacién para salir al mercado una papa resistente al
virus PVY (potato virusY) y una soja que tolera la sequia,
primeros productos de un trabajo en cooperacién de
investigadores del Conicet y empresas locales. Las plan-
tas transgénicas desarrolladas para producir proteinas
de interés farmacéutico o industrial deben evaluarse si-
guiendo las mismas normas. Wi

farming: Case studies in South Africa and Argentina’, Current Pharmaceutical
Design, 19: 5612-5621.

STOGER E et al., 2014, 'Plant molecular pharming for the treatment of
chronic and infectious diseases’, Annual Review of Plant Biology, 65: 743-68.
Resumen en http://www.annualreviews.org/ doi/abs/10.1146/annurev-
arplant-050213-035850

Pégina de la Direccién de Biotecnologia, Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca, http://www.minagri.gob.ar/site/agregado_de_valor/
biotecnologia/10-DIRECCION/index.php
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