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Resumen

La diabetes mellitus es un problema de salud mundial cuyo tratamiento representa presion
econdmica para los pacientes y los sistemas de salud publica. La produccion de insulina,
principal tratamiento de esta enfermedad es costosa y por ende se requieren métodos
alternativos y econdmicos para aumentar su disponibilidad y efectividad para los pacientes. En
este trabajo se emplearon plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) como modelo biotecnoldgico
para introducir genéticamente los genes requeridos para sintetizar y liberar insulina humana.
Para ello, la secuencia codificante se clond en casetes de expresion nuclear y plastidial
para material vegetal y su correcta insercion se verificd6 mediante anélisis de PCR del ADN
gendmico de los clones derivados. Ademas, se cuantifict la expresion y liberaciéon de proteinas
recombinantes mediante ELISA. La concentracion alcanzo niveles promedio de 800pmol/L en
los sobrenadantes de los derivados del constructo pAF_ins, lo que confirma la efectividad de la
transformacion plastidial. Para probar preliminarmente la bioactividad de la hormona, se evalud
su capacidad para inducir la fosforilacion de su receptor en células HepG2. Los resultados
mostraron un aumento en la fosforilacion después de la estimulacion tanto con insulina
recombinante disponible comercialmente (control positivo), como con la molécula recombinante
secretada por las plantas de tabaco. No se observo fosforilacion al estimular las células con el
medio de inanicion (control negativo) o extractos de plantas silvestres. Los resultados muestran
que N. tabacum es una plataforma viable y apropiada para la produccion de insulina humana
recombinante en su configuracion funcional para aplicaciones terapéuticas.
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Abstract

Diabetes mellitus is a worldwide health problem, and its treatment represents economic pressure
for patients and public health systems. Thus, it is important to develop alternatives to produce
insulin, the main treatment for this disease, to reduce its price and increase its availability and
effectiveness, which implies direct patient benefits. In this work, leaves of Nicotiana tabacum
were genetically modified to synthesize and release human insulin. For this purpose, the coding
sequence was cloned in nuclear and plastidial expression cassettes for plant material. Its correct
insertion was verified by PCR analysis of the genomic DNA of the derived clones. In addition,
recombinant protein expression and release were quantified by ELISA. The concentration
reached average levels of 800pmol/L in the supernatants of the pAF_ins construct derivatives,
confirming the effectiveness of plastidial transformation. To preliminarily assess the bioactivity of
the hormone, its ability to induce phosphorylation of its receptor in HepG2 cells was evaluated.
The results showed increased phosphorylation after stimulation with commercially available
recombinant insulin (positive control) and the recombinant molecule secreted by tobacco plants.
No phosphorylation was observed upon the stimulation of cells with starvation medium (negative
control) or wild-type plant extracts. The results show that N. tabacum is a viable and appropriate
platform to produce recombinant human insulin in its functional configuration for therapeutic
applications.
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Introduccién

La diabetes mellitus es una enfermedad humana endocrina que afecta los niveles normales
de glucosa en sangre debido a la deficiencia relativa o absoluta de insulina, resistencia a esta
hormona, o disfuncién de las células B (productoras de insulina enddgena) [1]. Existen dos
tipos de diabetes diagnosticados con frecuencia: diabetes mellitus tipo | y tipo Il; sin embargo,
existen otros mas como la diabetes gestacional, diabetes monogénica y formas secundarias
de diabetes o de intolerancia a la glucosa que son diagnosticadas con menor frecuencia en la
poblacion [2].

La diabetes se considera una pandemia global, puesto que, segun datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés), aproximadamente 537 millones de
adultos entre 20 a 79 afos estan diagnosticados con diabetes y para 2045 se espera que
esta cantidad ascienda a 634 millones, sin contar los casos subdiagnosticados [1, 3]. Para
el afio 2019, la diabetes mellitus fue la causa directa del fallecimiento de 1.5 millones de
personas [4, 5]. Segun la Direccion de Vigilancia del Ministerio de Salud de Costa Rica, para
noviembre del 2023 se diagnosticé en promedio 20 personas diarias con esta condicion [6]. El
diagndstico de diabetes y otras presentaciones de intolerancia a la glucosa por 1o general se
acompafia de coexistencia, en una misma persona, de una o varias enfermedades o trastornos
asociados a una enfermedad primaria como hipertension, dislipidemia, retinopatia, neuropatia,
padecimientos cardiovasculares, cancer, depresion e incluso susceptibilidad a condiciones
infecciosas como tuberculosis, virus de inmunodeficiencia humana, SARs-Cov-2, entre otras
comorbilidades[1, 7-12], lo cual representa una disminucion en la calidad y esperanza de vida
de los pacientes, asi como una carga econdmica y social para el resto de la poblacion. Dichas
comorbilidades son evitables manteniendo la glicemia estable, |0 cual se puede lograr mediante
intervenciones psicosociales o terapéuticas, siendo estas Ultimas basadas principalmente en la
administracion de insulina.

La insulina es una hormona peptidica sintetizada en el pancreas por las células 3 de los islotes
de Langerhans como pre-proinsulina. La proinsulina estd compuesta por el péptido C unido
al extremo N-terminal de la cadena A y al extremo C-terminal de la cadena B [13, 14], que
adquiere su estructura tridimensional en el reticulo endoplasmatico (RE) y luego se transfiere al
aparato de Golgi en donde se acumula en vesiculas para separar el péptido C de las cadenas
Ay B mediante accion enzimatica [13, 15, 16]. Una vez separado el péptido C, la insulina es
bioldgicamente activa y liberada al torrente sanguineo en respuesta a la entrada de glucosa a
las células B del pancreas. Al ingresar, la glucosa es fosforilada y oxidada en adenosin trifosfato
(ATP) en las mitocondrias [15]. EI ATP generado produce una despolarizaciéon de la membrana,
lo que conlleva a un aumento de Ca?* intracelular y un cambio de voltaje, induciendo la secrecion
de insulina y su transporte a tejidos diana como higado, musculo y tejido adiposo [15, 17].

El mercado global de insulina fue valorado en el 2023 en USD 19.19 billones, y se estima
crecera hasta alcanzar los USD 25.08 billones para el 2032. Diversas compafias farmacéuticas
han desarrollado dicho medicamento como un analogo o como la insulina tradicional humana,
por lo que, ademas de una alta demanda, el mercado tiene una oferta creciente que se estima
sea del 3.1% [18].

Inicialmente, la insulina para fines terapéuticos se obtuvo de tejidos porcinos y bovinos, sin
embargo, causaba reacciones adversas debido a la diferencia estructural y molecular con
respecto a la insulina humana [19, 20], ademas de que presentaba bajo rendimiento, alto costo,
e inquietudes bioéticas [21]. El desarrollo de la ingenieria genética permitié la produccion de
insulina en bacterias (e.g. Escherichia coli) y levaduras (e.g. Saccharomyces cerevisiae, Pichia
pastoris), que han sido aprobadas para aplicaciones terapéuticas en humanos por la FDA [3,
19, 22, 23]. Estos sistemas de expresion presentan la ventaja de que su genoma esta bien
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caracterizado, presentan altatasa metabdlicay de crecimiento, y sonrentablesy faciles de cultivar
en biorreactor para su escalamiento [24, 25]. Sin embargo, son susceptibles a contaminacién por
endotoxinas, patdégenos humanos, y no realizan modificaciones postraduccionales complejas
requeridas para reproducir la bioactividad de la insulina humana [26, 27].

El producir insulina de secuencia humana en organismos eucariotas, como las plantas,
representa una gran ventaja para los mercados, ya que podria mejorar su efecto terapéutico,
disminucion de efectos adversos, reduccion de los tiempos y costos asociados y, por ende,
mejorar la accesibilidad a una mejor calidad de vida para los pacientes. En el caso de especifico
de tabaco (Nicotiana sp), deferentes especies han sido usadas como modelo para procesos de
mejoramiento genético [28], mediante técnicas como biobalistica e infeccion por Agrobacterium
[29]. N. tabacum permite la expresion estable de proteinas tanto en su genoma nuclear como
plastidial, generando grandes cantidades de proteina soluble en comparacion a otras especies
vegetales [30]. Es una especie adaptable que no requiere condiciones especiales de cultivo
[29], posee un ciclo de vida corto y al ser eucariota, realiza modificaciones postraduccionales
complejas [30-32]. La expresion plastidial o citoplasmatica permite gran acumulacion de
proteinas recombinantes, por lo que se ha convertido en una alternativa atractiva [33, 34].
La expresion nuclear presenta menor capacidad de acumulacion, por lo que es usual afadir
un péptido sefal que dirija la proteina a otro compartimento subcelular para aumentar la
acumulacion, y evitar su degradacion [32, 34]. N. tabacum se utiliza para la expresion de
moléculas terapéuticas, vacunas y anticuerpos, dirigidos a enfermedades como cdlera, ébola,
cancer, diabetes, rabia, hepatitis, y otras mas para las que las moléculas recombinantes se
encuentran en fase de ensayos clinicos corroborando su efectividad y seguridad [14, 30, 34].
La escalabilidad, rentabilidad, alta productividad y acumulacién de proteina en los tejidos
vegetales son definitivamente ventajosos del uso de tabaco como sistema de expresion [31, 33,
35]. Ademas, implica menores costos de extraccion, recuperacion y purificacion de la proteina
de interés debido a que se secreta en su forma biolégicamente activa [1, 31, 35].

De esta manera, en el presente trabajo se buscd evaluar un sistema de produccion de
insulina en cloroplastos o nucleo de células de tabaco (Nicotiana tabacum), empleando dos
péptidos sefal distintos derivados de Arabidopsis thalianay de N. tabacum para la secrecion
y recuperacion eficiente y rentable de la hormona recombinante humana, realizando ademas
pruebas preliminares para evaluar la factibilidad y escalabilidad de esta propuesta.

Metodologia

Disefo del constructo

Con el fin de determinar la secuencia del gen de insulina A humana, se utilizd la base de
datos UniProt de donde se obtuvo la secuencia de aminoacidos de la proteina (material
suplementario Fig S1.). A partir de dicha secuencia se utilizd el banco de datos del National
Center of Biotechnology Information, en su plataforma Consensus CDS protein set (CCDS)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?’REQUEST=CCDS&GO=MainBrowse&D
ATA=CCDS7729.1, accesado en febrero 2020), para obtener la secuencia de nucledtidos para
la expresion de insulina (Material suplementario Fig. S2).

A la secuencia de nucledtidos se le realizd una optimizaciéon de codones ajustando el marco
de lectura humano al de N.tabacum, para lo cual se empled la herramienta Codon Optimization
Tool de la empresa IDT (https://www.idtdna.com/CodonOpt, accesado en marzo 2020), de esta
manera se obtuvo la secuencia final a utilizar (Material suplementario Fig. S3).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=CCDS&GO=MainBrowse&DATA=CCDS7729.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=CCDS&GO=MainBrowse&DATA=CCDS7729.1
https://www.idtdna.com/CodonOpt
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Posteriormente, se evaluaron los posibles péptidos sefial para la expresion en tabaco, de
manera que permitiesen secretar la insulina a su medio circundante. A partir de esto se escogio
la secuencia presente en la peptidasa de secrecion extracelular conocida como ARA12
(constructo Ara_ins) reportada previamente en suspensiones celulares de Arabidopsis thaliana
[36, 37], el péptido sefial de la proteina relacionada con la patogénesis de tabaco PR-1a para la
secrecion al RE (constructo PR1_ins)[38] v, el disefio para el constructo de expresion plastidial
(PAF_ins).

Una vez identificadas todas las piezas genéticas, se procedié con su disefio completo
bioinformatico, utilizando el promotor Psba y la region KOZAK, la cual es comunmente usada
como secuencia de iniciacion de la transcripcion en organismos eucariotas, generando los
constructos Ara_ins y PR1_ins, asi como el constructo pAF_ins. Este proceso se llevo a cabo
con la plataforma Benchling (https://www.benchling.com/) y se sintetizaron por la empresa Twist
Biocience.

Transformacion de tabaco mediante bombardeo y seleccion de las plantas transgénicas

Se bombardearon hojas de plantas de N. tabacum, suministradas por el Laboratorio de
Biotecnologia de Plantas (LBP) del CIDASTH (Escuela de Agronomia, ITCR, San Carlos)
(Material suplementario Fig. S4A), empleando un sistema de biobalistica a baja presion por
medio del mecanismo de aceleracion PIG (“Particle Inflow Gun”), (fabricado en México y
modificado en el Laboratorio BIOTEC de la Escuela de Ciencias y Letras, ITCR San Carlos)
(Material suplementario Fig. S4B,) de acuerdo con el protocolo descrito por Daniell, 1997 [39].
Se utilizaron particulas de oro de 0.6 pm de diametro recubiertas con las muestras del ADN de
distintos vectores de transformacion nuclear (Ara_ins; PR1_ins) o plastidial (pAF_ins).

Después del bombardeo, las hojas se dejaron en oscuridad durante 48 horas a 25°C.
Posteriormente, se seccionaron en fragmentos de tallo y hoja y se colocaron en medio con
sales MS [40], con 30g/l de sacarosa 0,1mg/l de Bencialaminopurina, 100 mg/l de tiamina y
1.8 g/l Agar, pH 5.8 (medio RMOP); y suplementado con 500 mg/L de espectinomicina (agente
de seleccion). Las condiciones de cultivo fueron 25°C, intensidad luminica de 120 pmol/m2/s
y un fotoperiodo de 16 horas luz. Se realizaron tres bombardeos de cada constructo en tres
momentos distintos.

Procurando homoplasmia, los brotes regenerados a partir de las hojas se sometieron a una
segunda ronda de seleccion. Los brotes regenerados se transfirieron a medio de cultivo
con espectinomicina (500mg/L) con el fin de mantener la presién de seleccion. Las plantas
desarrolladas se cultivaron en una camara de crecimiento (Sanyo MIR-6553, Osaka, Japan) en
condiciones de 25 = 1°C, 250pumol/m2/s, 90% humedad relativa, fotoperiodo de 16 horas luz y
8 horas oscuridad. Una vez confirmada la homoplasmia, las plantas seleccionadas se cultivaron
in vitro en medio P3 (sales MS, 30g/l de sacarosa y solidificado con 1.8g/l Phytagel, pH 5.8)
suplementado con espectinomicina (P3-Spec) para la realizacion de estudios posteriores.

La integracion del gen recombinante se verificd mediante la técnica de PCR, empleando
primers especificos FW 5- GACCCAGCTGCTGCTTT-3y REV 5- TGGTACAGCATTGTTCCACA-3
disefiados mediante la herramienta bioinformatica PrimerQuest™ Tool (https://www.idtdna.com/
pages/tools/primerquest?returnurl=%2FPrimerquest%2FHome%2FIndex) (IDT Integrated DNA
Technologies, 10, USA).


https://www.benchling.com/
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Escalamiento de células transformadas de N. tabacum

El establecimiento de suspensiones celulares se realizé en el Centro Nacional de Innovaciones
Biotecnoldgicas (CENIBiot), a partir del callo friable de material no transformado, asi como en el
Laboratorio de Biotecnologia de Plantas (LBP) del CIDASTH (Escuela de Agronomia, ITCR, San
Carlos) y en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (Escuela de Biologia, ITCR, Cartago)
para el material transformado.

Se indujo la formacion de callos de las plantas transformadas y no transformadas empleando
medio MS con 2mg/L de acido naftalenacético (ANA) y 0.2mg/L de &cido bencilaminopurinico
(BAP). Para el mantenimiento de los callos se trabajé con el medio de cultivo semisdlido
reportado por [41] y el mismo medio, pero sin gelificante, se empled para el establecimiento de
suspensiones celulares.

Para dichas suspensiones se pesaron 3 g de callo friable y se les agregd 50 mL de medio
de cultivo. Se incubaron en condiciones de oscuridad y agitaciéon orbital de 100 rpm para su
disgregacion, a una temperatura aproximada de 25°C. Posteriormente, las suspensiones se
tamizaron a 2mm conservando la solucion de células.

Extraccion de proteinas totales de plantas

Para el andlisis de proteinas, con ayuda de nitrégeno liquido se pulverizaron hojas de las plantas
de tabaco. A 300mg del material vegetal pulverizado se afiadié 1200uL de buffer de extraccion
(0.01M Na,HPO,, 0.05M NaH,PO,, 0.56M NaCl y 1%(v/v) Triton X-100) e inhibidores de proteasas
(complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche, Basel, Switzerland), se agité por
30 minutos a 4°C, y se separd mediante centrifugacion a 20 000g a 4°C por 10 minutos (Mikro
200 R, Hettich, Tuttlingen, Germany). Se conservaron los precipitados y los sobrenadantes para
su posterior analisis mediante un ensayo de inmunoabsorciéon enzimatica (ELISA) en el caso de
la insulina y mediante el BCA para las proteinas totales.

Cuantificacién de proteinas

Para la evaluacion de proteinas totales y de la insulina recombinante se extrajeron las proteinas
a partir de los extractos de hojas (sobrenadantes y precipitados), mediante el protocolo
descrito en el apartado anterior, y se utilizaron los kits BCA Protein Assay protocol (SC-
202389, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) y Human/Canine/Porcine Insulin DuoSet ELISA
(DY8056, R&D Systems, MI; USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante y utilizando
el equipo FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH. Ortenberg, Germany) para la determinacion de
la absorbancia.

Preparacion de extractos vegetales

Se extrajeron proteinas a partir de 2.5g de material vegetal de cada uno de los constructos y
de la planta control, a los cuales se adicion6 buffer PBS (NaCl 137mM, KCI 2.7mM, Na,HPO,
10mM, KH,PO, 1.8mM), se centrifugd por 15 min a 4°C a 14 000 rom y se recuperaron los
sobrenadantes para luego concentrarlos mediante el uso de columnas Amicon®Ultra-15
(Ultracel ® -30k, UFC9030, Merck Milipore Ltd, Cork, Irlanda) por 2 horas a 4°C a 4000 rpm
(Sorvall Legend X1R, Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Los extractos se resuspendieron en
medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma D6546, UK) e inmediatamente fueron
congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80 “C hasta su aplicaciéon a las células de
carcinoma hepatocelular HepG2.
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Cultivo celular

Con el fin de analizar la actividad biolégica de la insulina recombinante se cultivo la linea celular
hepatica HepG2 (HB-8065™ facilitada por el departamento de bioguimica de la Universidad
de Costa Rica). Las células fueron cultivadas en medio DMEM (Sigma Aldrich D6546, UK)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Sigma Aldrich, F0926, St Louis, USA), 1%
penicilamina/estreptomicina (Sigma Aldrich, P4333) y 2% L-glutamina (Sigma Aldrich, G7513),
bajo condiciones de 37°C, 5% de CO, y 100% humedad.

Estimulacion de las células

Para evaluar la fosforilacién de los receptores de las células hepaticas inducida por los
extractos de plantas de tabaco que expresaban insulina, se sembraron las células HepG2 en
placas de 12 pozos en una densidad de 1-10° durante 24 horas en el medio antes descrito, y
posteriormente se dejaron en inanicion por 16 h con medio DMEM sin suplementar, para luego
aplicarles los medios condicionados (DMEM:extracto en proporciéon 1:2) con las proteinas
recombinantes (Ara_ins, Pri_ins, pAF_ins), insulina comercial (Novolin® R, Novo Nordsik,
Bagsveerd, Dinamarca) como control positivo, y DMEM con extracto de planta silvestre
como control negativo. Los tiempos de exposicion utilizados fueron 15, 20 y 30 minutos, con
condiciones de cultivo de 37°C, humedad de 100% y 5% de CO,,. Posteriormente se descartaron
los medios y las placas con células fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a
-80°C para su posterior analisis.

Extraccion de proteinas y determinacion de la fosforilacion del receptor

Las células HepG2 se lisaron en frio con buffer RIPA (25 mM TriseHCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 1%
NP-40, 1% Deoxicolato de sodio, 0.1% SDS) (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) suplementado
con inhibidores de fosfatasa (Phosphatase Inhibitor Mini Tablets; Pierce-Thermo Fisher Scientific
Inc, IL, USA) e inhibidores de proteasas (complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail,
Roche, Basel, Switzerland). Las células fueron separadas desde el fondo del pozo y los lisados
se homogenizaron por pipeteo para ser recuperados para su analisis.

La actividad bioldgica de la insulina recombinante se evalué mediante la determinacion de la
fosforilacion del receptor de la hormona, utilizando el kit Human Phospho-Insulin R ELISA DuoSet
IC (DY2718, R&D Systems, MI; USA) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Resultados y discusion

Debido a la epidemia cada vez mayor que representa la diabetes a nivel mundial, la comunidad
cientifica ha buscado estrategias para la produccion de insulina, 1o cual ha sido evidente desde
el descubrimiento de la hormona en 1921 por Frederick G. Banting y Charles H, pasando por
la década 70-80's, cuando se produjo la primera insulina recombinante y cada vez mas hasta
la fecha [42].

Entre los aspectos considerados para la seleccion de un sistema de expresion se incluyen:
caracteristicas propias de la proteina de interés, las modificaciones postraduccionales
requeridas, tamafo del gen a insertar, tamafio del genoma de la célula hospedadora, capacidad
de expresion, estabilidad del gen, tasa de crecimiento celular y condiciones necesarias para
su mantenimiento [43]. Las bacterias y levaduras son aptas para una rapida (dias) o moderada
(semanas) expresion, producen altas densidades de biomasa con bajos costos de produccion,
los medios de cultivo son poco complejos, y ofrecen alta escalabilidad, sin embargo, su


https://www.google.com/search?sca_esv=2489372fa4accccc&rlz=1C1UEAD_esCR978CR978&sxsrf=ADLYWILWJYzooe81ORMAe4iH6v1fXQVc0Q:1736975744335&q=Bagsv%C3%A6rd&si=ACC90ny8E30vD16OoPAAI4cStfcliGy35W8UAhb0TsHNc_ISQbePk_i4ZqgACxjMU6v-g8an6A-vhnbkea_-DN9dhH3YDddbzUfLD0EzrH0eosKQMhyN5J0nJTOD9TU0XFYq0g9VteYvi9EChfAjDPv0rXhtH1Qsp_D5eWis3tPMZV2F-K9XC4qS8icYcndFD7GmkUwYIw8F&sa=X&ved=2ahUKEwj82eXx0viKAxX_SjABHTCIB1cQmxMoAHoECC8QAg
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capacidad para realizar modificaciones postraduccionales complejas como las glicosilaciones
es limitada, a diferencia de las células vegetales y animales que si realizan estas modificaciones
a pesar de que ofrecen mayor complejidad para establecer procesos de escalamiento [26, 44].

Las modificaciones postraduccionales y el correcto plegamiento son indispensables para la
solubilidad y bioactividad de las proteinas eucariotas recombinantes [45, 46]. Por consiguiente,
la produccion de proteinas recombinantes contribuye a la mejora de las condiciones de
salud con el desarrollo de vacunas, anticuerpos y farmacos funcionales, personalizados,
puros, seguros y de calidad para el tratamiento de enfermedades cronicas, tumores, cancer,
infecciones bacterianas o virales, entre otras [47].

En el caso de la insulina obtenida en E. coli se produce en cuerpos de inclusion donde se
encuentra mal plegada, por lo que, las células deben ser recuperadas para extraer los cuerpos
de inclusion, lavarlos y solubilizar las moléculas precursoras de la proteina. Posteriormente,
mediante reacciones enzimaticas se debe plegar la molécula y formar los enlaces disulfuro [3,
48]. Para obtener un producto puro y seguro para el uso humano, en este proceso se deben
eliminar remanentes de la célula hospedadora, subproductos generados, acidos nucleicos y
reactivos usados en el proceso de downstream, por 10 que resulta altamente costoso [3, 24].

Ademas del tabaco, otras plantas que han sido usadas para la produccion heterdloga de insulina
incluyen el arroz (Oryza sativa L..) y mani (Arachis hypogaea L.), con resultados prometedores
para ser consideradas como sistema de administracion oral de la hormona [49, 50]. Debido a
estos y otros antecedentes [51, 52, 53], nuestro grupo planted la alternativa de la expresion de
la insulina en cloroplastos o a nivel nuclear, empleando dos péptidos sefial distintos derivados
de A. thalina 'y de N. tabacum para la secrecion de la hormona, y realizd ademas pruebas
preliminares para evaluar su factibilidad.

Transformacion de tabaco mediante bombardeo y seleccion de las plantas transgénicas

Al evaluar el material transformado a los 15 dias de crecimiento se observaron las diferencias
de crecimiento en medio RMOP con espectinomicina, entre los transformantes y los no
transformantes, evidenciando los casos de transformacion exitosa (Material Suplementario Fig.
S5).

Verificacion de la integracion del gen de insulina y seleccion de las plantas transgénicas

En la figura 1A se muestra la integracion exitosa de las secuencias de interés en el genoma
vegetal, tanto plastidial como nuclear. Se obtuvieron productos de PCR de tamafio esperado
segun los imprimadores disefiados, para un fragmento de 245pb. Ademas, dichos resultados
muestran que el material vegetal modificado genéticamente cultivado in vitro fue capaz de
expresar la insulina recombinante.

Determinacion de la insulina recombinante

Con el fin de comprobar la expresion de la insulina se analizaron los sobrenadantes y precipitados
de los extractos proteicos de las lineas transformantes mediante la técnica de ELISA. En la
figura 1B se muestra que la proteina recombinante se recuperd mayoritariamente a partir de
los sobrenadantes. A pesar de no observarse diferencias estadisticamente significativas entre
los transformantes Ara_ins y pAF_ins, es posible afirmar que el promedio de secrecion de este
ultimo es aproximadamente 1.2 veces superior al de Ara_ins. Por otro lado, el transformante
Pri_ins presentd los menores rendimientos tanto para sobrenadantes (secrecion) como para
los precipitados.
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Figura 1. Expresion de la insulina recombinante en plantas de N. tabacum. A. Integracion del transgén de la
insulina al genoma de las plantas de tabaco. Tamafio esperado del codén que expresa la insulina humana para
cada uno de los constructos en N. tabacum, una planta no transformada fue usada como control negativo. B.
Evaluacion de insulina recombinante en sobrenadantes y precipitados mediante ELISA. C. Comparacion de la
insulina producida con respecto a la proteina total recuperada de plantas de N. tabacum. Evaluacion de insulina
recombinante en sobrenadantes y precipitados mediante ELISA. Los rendimientos de secrecion se calcularon
a partir de las concentraciones de proteinas obtenidas por ELISA (precipitados: gris; sobrenadante: blanco)

y demostrd ser significativamente mayor para los clones derivados de Ara_ins y pAF_ins en comparacion
con el clon Pri_ins, que mostro el peor rendimiento. *p <0.05 **p<0.005, ***p<0.001, ****p<0.0001

Para una mejor comprension del comportamiento de los transformantes, se analizd
comparativamente cuanto de la proteina total corresponde a insulina. En la figura 1C se muestra
qgue la mejor expresion se obtuvo con los clones Ara_ins y pAF_ins, siendo que la relacion de ng
de insulina por cada mg de proteina total es alta tanto en sobrenadantes como en precipitados,
mientras que para el transformante derivado de Pr1_ins, la relaciéon es proporcional, puesto que,
su produccion de proteina total es baja. A pesar de ello, se recupera mas proteina recombinante
en los sobrenadantes que en los precipitados.

Segun lo esperado, al ser el constructo pAF_ins (figura 1B) dirigido a la transformacion plastidial,
ocurre la acumulacion de altos niveles de proteinas recombinantes, con bajas posibilidades de
silenciamiento de la expresion genética. La capacidad de sintesis de enzimas involucradas en
vias metabdlicas completas por estas organelas ha sido un atractivo para su uso desde hace
varias décadas [33, 54, 55].

El vector utilizado para la transformacion plastidial fue el pAF, que ha sido usado con éxito en
la expresion del gen EDA y del gen L1 del virus del papiloma humano [56, 57]. En el sitio de
clonacion multiple de este vector se insertd la secuencia de la insulina, que se expresoé bajo el
control transcripcional del promotor constitutivo plastidial del gen psbA de tabaco, fusionado
a su 5’'UTR vy la region KOZAC del terminador del gen psbA. La integracion de los genes se
hizo por recombinacion homologa entre los genes trnl y trnA. Al estar la zona de insercion en
la region invertida repetida, cada plastoma contiene dos copias de los genes de interés como
resultado del proceso de correccion de copia de los plastidios, lo cual tiene un impacto directo
en la cantidad de proteina recombinante derivada de este vector [58].
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Por su parte, los vectores utilizados para la transformacion nuclear fueron Ara_ins y PR1_ins
(ambos con péptido sefial) [36, 38], también bajo el control transcripcional del gen psbA de
tabaco fusionado a su 5’UTR vy la region KOZAC y del terminador del gen pbsA, sin embargo,
las plantas transformadas derivadas de estos constructos tuvieron comportamientos distintos
en cuanto a expresion de la hormona y a su actividad bioldgica.

Para el constructo Ara_ins se esperaba una secrecion similar a la presentada por el constructo
plastidial, como se observa en la figura 2A, ambos disefios genéticos estan enfocados a la
expresion génica y su secrecion fuera de la célula, lo cual, para efectos de escalamiento y
produccion farmacoldgica, resulta de gran utilidad al facilitar la recuperacion de la proteina de
interés con respecto a la acumulacion en otros compartimentos celulares [59].

De esta manera, Ara_ins y pAF_ins presentan mejores resultados que Pr1_ins, siendo los valores
de pAF_ins 1.3 veces superiores a los de Ara_ins en lo que respecta a los sobrenadantes. Por
su parte, en lo referente a los precipitados, la mayoria de la proteina presente corresponde
a insulina que no logrd secretarse, salvo para Pri_ins en cuyo caso la concentracion en el
sobrenadante es superior a la del precipitado.

El uso de la proteina relacionada a la patogénesis del tabaco (PR1) presenté los menores
rendimientos, tanto para sobrenadantes como para precipitados, lo cual podria deberse a
una disminucion de su actividad, como se ha reportado en estudios anteriores que buscaban
la secrecion de moléculas al RE [60, 61]. Asimismo, el RE, tiene sus propios mecanismos de
control que degrada proteinas mal ensambladas o reconocidas como extrafias, lo cual pudo
haber sucedido con la insulina recombinante producida por las plantas derivadas de este
constructo [55].

En la investigacion de Boyhan y Daniell (2011) [52], reportaron como satisfactorios porcentajes
entre 40 y 50% de proteina recombinante en las hojas maduras de tabaco a partir de
transformaciones genéticas en los plastomas . Como se observa en la figura 2B, alrededor
de 40% de la proteina total de los clones derivados de Ara_ins y pAF_ins corresponde a insulina
recombinante en los sobrenadantes y para el caso de la Pri_ins, esta proporcion alcanza el
60%, lo cual indica que este constructo, a pesar de producir poca proteina total, expresa mayor
proporcion de la proteina de interés.

Escalamiento de células transformadas de N. tabacum

El cultivo del material regenerado en medio RMOP con espectinomicina permitié identificar los
transformantes, y se requirié realizar rondas de selecciéon adicionales en medio P3-Spec para
alcanzar la homoplasmia. Siendo que los brotes se regeneran a partir de una o pocas células,
la regeneracion de la planta es un tejido quimérico, por lo tanto, se debe mantener la presion
de seleccion para garantizar obtener el 100% de los cloroplastos transformados [62].

Como paso previo al establecimiento de suspensiones celulares, se desarrolld el protocolo
de callogénesis, con resultados comparables a los reportados por Campos-Delgado (2015)
[41]. Si bien el crecimiento celular mostré un patréon normal, a partir del dia 15 de cultivo se
tuvo contaminacién fungica y bacteriana que resultd recurrente, lo cual limitd el crecimiento
y provocé toxicidad y muerte celular (Material Suplementario Fig. S6). Varios autores han
reportado la posibilidad de contaminacion latente que se activa al modificarse las condiciones
de cultivo [63], como en este caso al cambiar de callo a suspension celular. La contaminacion
endodgena repercute negativamente en el establecimiento de cultivos a mayor escala, por lo que
se desecho el material en este punto.
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Si bien el uso de las plantas como biofactorias para la produccién de proteinas recombinantes
ha sido reconocida por su bioseguridad, pues presentan un bajo riesgo de contaminacion del
producto por virus de mamiferos, patégenos transmitidos por la sangre, oncogenes y toxinas
bacterianas; los problemas derivados de la contaminacién enddgena suelen ser un desafio
para el establecimiento de suspensiones celulares que permitan una optimizacion de dicha
produccion [64, 65].

Aunado a ello, se ha documentado que algunas plantas como N. fabacum pueden producir
compuestos toxicos como el alcaloide de nicotina, lo cual implica que se requiere que el
producto biofarmacéutico sea sometido a procedimientos de purificacion para la eliminacion
del alcaloide y garantizar la calidad del farmaco. Se ha reportado la eliminaciéon del alcaloide
con el uso de la tecnologia CRISPR/Cas9, la cual permitié niveles de nicotina de hasta un 99,6%
mas bajos [65].

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este periodo indican la factibilidad de la estrategia
planteada para la produccion de insulina humana recombinante incluyendo un péptido sefial
en este modelo vegetal.

Actividad biolégica de la insulina recombinante

El receptor de la insulina pertenece a la familia de tirosina quinasas. La insulina se une con
alta afinidad y un alto grado de especificidad, 1o que lleva a la autofosforilacion del Rl en
residuos de tirosina para reclutar y fosforilar proteinas sustrato del receptor de insulina (IRS)
como PI3K, requeridas para continuar la cascada de transduccion [66, 67], modificando el
metabolismo intracelular y la expresion génica [68]. De manera preliminar, mediante analisis
semicuantitativo de ELISA, se evalud la funcionalidad bioldgica de la insulina recombinante
secretada por cada cepa para identificar la capacidad de la hormona para unirse e inducir la
fosforilacion de su receptor en las células hepaticas. Los sobrenadantes de cada transformante
fueron concentrados y normalizados a igual cantidad de proteina y se utilizaron para estimular
las células hepaticas HepG2, segun se observa en las figuras 2A y 2B.
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Figura 2. Actividad biolégica de la insulina recombinante producida por N. tabacum. La actividad biologica
de la proteina recombinante se evalud para cada cepa transgénica con base en la deteccion y cuantificacion
de la fosforilacion del receptor de insulina en las células HepG2. A. La exposicién para inducir la activacion de
los receptores se realizd por 15y 30 minutos. B. La exposicion para inducir la activacion de los receptores se
realizd por 20 minutos. Se realizd un analisis estadistico con respecto al control negativo (medio de inanicion)

y para determinar las diferencias entre las cepas generadas. Se utilizd una insulina recombinante disponible

comercialmente como control positivo (c+, 50 ng/ml). *p<0,05, **p<0,005,***p<0,001, ****p<0.0001.
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Se encontré que, con 15 minutos de exposicion, la insulina comercial tiene mayor accion
sobre los receptores que las generadas por los transformantes derivados de N. tabacum, sin
diferencias estadisticamente significativas entre ellos y el control positivo interno de la prueba.
Por otra parte, con exposicion de 30 minutos, la fosforilacion de los receptores inducida por
la insulina comercial disminuye, mientras que aumenta la actividad biolégica de la insulina
secretada por los transformantes de N. tabacum. Se realizé nuevamente el ensayo por 20
minutos, obteniendo que el extracto del transformante plastidial pAF_insulina presenta una
actividad biolégica similar a la insulina comercial, aproximadamente 1.8 veces superior al
constructo Ara_ins y casi 2.5 veces superior al PR1_ins, el cual se comportd de manera similar
a los controles positivos del ensayo.

El dominio de unidén de la molécula de insulina se compone de porciones distantes de las
cadenas A y B, que se unen en una superficie como resultado del plegamiento tridimensional
para formar la region de unién al receptor [68]. Como se observa en la figura 2, en todos los
casos e independientemente del tiempo de exposicion, la insulina recombinante derivada de
los clones transformantes fue capaz de inducir la fosforilacion del receptor, lo cual indica que
los procesos de transcripcion, traduccion y modificaciones postraduccionales ocurridos sobre
la proteina son apropiados. No obstante, esto deberia verificarse posteriormente mediante otras
técnicas analiticas.

Es importante mencionar que el receptor de la insulina es una molécula compuesta por dos
subunidades a extracelulares y dos subunidades (3 transmembrana unidas por enlaces disulfuro
[69] Cuando la insulina se une al receptor realiza un cambio conformacional y la autofosforilacion
en la region Y972 de la subunidad B para el reclutamiento de las proteinas sustrato y activacion
de cascadas como la PI3K-AKT para la captacion de glucosa [70,71].

Esta autofosforilacion del receptor permite que las proteinas efectoras se acoplen en sitios
especificos para desencadenar la sefializacion de lainsulina [72, 73]. Esto genera modificaciones
en el metabolismo como la inhibicién de la produccion de glucosa en el higado, captacion de
glucosa y sintesis de glucdgeno en el musculo y en el tejido adiposo inhibe la lipdlisis [74].

En estudios anteriores se ha descrito que, entre mas de 200 analogos de insulina analizados,
existe una alta correlacion entre la afinidad de union al receptor y el efecto bioldégico [68], por
lo que en este caso también se podria esperar que la insulina producida por nuestro grupo sea
capaz de desencadenar la respuesta fisioldgica normal al ser suministrada in vivo a sujetos
humanos.

Conclusiones

Como ha sido caracterizado anteriormente, las plantas de tabaco presentan multiples ventajas
para ser utilizadas como plataforma de expresion de proteinas humanas recombinantes,
incluyendo el bajo costo de produccion, alta tasa de generacion de biomasa, su capacidad de
generar modificaciones postraduccionales complejas, ser libres de endotoxinas, la posibilidad
de escalabilidad, y la seguridad de que pueden ser cultivadas en ambientes controlados, lo que
minimiza el riesgo de contaminacion con patdgenos humanos.

Los resultados de esta investigacion sefialan que, para la produccion de insulina recombinante
en plantas de tabaco, es mas recomendable el uso de un constructo de transformacion
plastidial que uno de transformacion nuclear, pues su rendimiento es relativamente superior.
Adicionalmente, con esta prueba de concepto se generd informacion preliminar del beneficio de
incluir un péptido sefial, de que la estrategia es escalable, y de que esto no afecta la actividad
biol6gica de la hormona, ya que induce la autofosforilacion de su receptor de manera similar a
como lo hace la insulina comercial.
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Material suplementario

Tools * X Download W Add Highlight + Copy sequence
Length 110 Lastupdated 1986-07-21v1
Mass (Da) 11,981 MD5 Checksum® 12E9C9E4E2835C302E8BA615115EDDA3

1e 20 30 4e 50 60 7@ 80 9@
MALWMRLLPL LALLALWGPD PAAAFVNQHL CGSHLVEALY LVCGERGFFY TPKTRREAED LQVGQVELGG GPGAGSLQPL ALEGSLQKRG

1ee 110
IVEQCCTSIC SLYQLENYCN

Figura S1. Secuencia de aminoacidos del gen de insulina A humana. Obtenida
de https://www.uniprot.org/, accesado en febrero 2020.
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Nucleotide Sequence (333 nt):
ATGGCCCTGTGGATGCGCCTCCTGCCCCTGCTGGCGCTGCTGGCCCTCTGGGGACCTGACCCAGCCGCAG
CCTTTGTGAACCAACACCTGTGCGGCTCACACCTGGTGGAAGCTCTCTACCTAGTGTGCGGGGAACGAGG
CTTCTTCTACACACCCAAGACCCGCCGGGAGGCAGAGGACCTGCAGGTGGGGCAGGTGGAGCTGGGLGEGE
GGCCCTGGTGCAGGCAGCCTGCAGCCCTTGGCCCTGGAGGGGTCCCTGCAGAAGCGTGGCATTGTGGAAC
AATGCTGTACCAGCATCTGCTCCCTCTACCAGCTGGAGAACTACTGCAACTAG

Translation (110 aa):

MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAEDLQVGQVELGG
GPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN

Figura S2. Secuencias de nucledtidos y aminoacidos para la proteina
insulina humana. Obtenidos de la base de datos CCDS.

Results ORDER 1ITEM

MANUAL OFTIMIZATION

ATG GCT TTG TGG ATG AGA TTA CTG CCA CIT CTC GCA CTT CTG GCA TTA TGG GGT CCT GAT CCA GCA GCA GCA TTT GTC ARAC CAA
CAT CTG TGT GGA AGC CAC CTC GTA GAA GCC TTG TAC TTA GTC TGT GGT GAG AGR GGG TTC TTT TAC ACT CCC AAG ACT CGT CGR
GAG GCC GAG GAT TTG CAG GTG GGT CAA GTC GAA CTT GGA GGC GGA CCC GGA GCA GGC TCC TTG CAA CCC TTA GCC CTT GRA GGG
TCC TTG CAG ARA AGG GGG ATT GIC GAA CAG TGC TGC ACT AGC ATC TGC AGT CTC TAT CAA TTA GAG AAC TAC TGT AAC TAG

Sequence passes initial screening.

Figura S3. Secuencia de nucledtidos de insulina humana optimizada
mediante la herramienta Codon Optimization Tool (IDT,USA).

Figura S4. Transformacion genética de plantas de tabaco (N. tabacum). A. Material vegetal
empleado previo a bombardeo. B. Sistema de biobalistica ensamblado para bombardeo dentro
de camara de flujo laminar. Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del ITCR, San Carlos.



Tecnologia en Marcha ‘
Vol. 39, N° 1. Enero-Marzo, 2026 M 73

Figura S5. Control de la transformacion genética de tabaco (N. tabacum) con los genes de insulina.
A. Material vegetal subcultivado 15 dias después de bombardeo con el ADN transformante, en medio
RMOP con espectinomicina. B. Material vegetal no transformado, en medio RMOP con espectinomicina
y material vegetal en medio RMOP sin antibiético. Condiciones de crecimiento de 25°C e intensidad
luminica de 120 pmol/m2/s por 16h. Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del ITCR, San Carlos.
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Figura S6. Curvas de crecimiento de las suspensiones celulares a partir de callo de N. tabacum in vitro a partir
de explantes de hoja, incubado en condiciones de oscuridad, con un medio MS completo, a partir del dia
15 se presentd contaminacion y muerte celular. Centro de Investigacion en Biotecnologia. ITCR, Cartago.
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