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RESUMEN
Los sistemas de expresión de proteínas recombinantes han evolucionado desde microorganismos como bacterias y
levaduras hasta células de plantas y animales. Esto se debe a la necesidad de contar con hospederos que permitan
la expresión de biofármacos proteicos con procesamientos postraduccionales específicos, que garanticen una actividad
biológica similar a la de la proteína nativa. En esta revisión se presentan las principales ventajas y desventajas de
los sistemas de expresión más utilizados en la actualidad, con especial énfasis en las capacidades de la glándula
mamaria como biofábrica. Se han desarrollado varios métodos de modificación genética de este órgano; la utilización
de uno u otro está condicionada fundamentalmente por las características específicas de la proteína de interés y la
inmediatez en la obtención del producto final. Sin embargo, la glándula mamaria posee una “maquinaria” de
glicosilación limitada, donde se sintetizan, sobre todo, estructuras oligosacarídicas de tipo complejo, biantenario y
monosialilado.
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ABSTRACT
The mammary gland: bioreactor for the production of recombinant proteins. Biological systems for the expression
of recombinant proteins have evolved from microorganisms, such as bacteria and yeast, to animal and plant cells. This
evolution has been driven mainly by the specific posttranslational modifications required for many recombinant
proteins to display full biological activity. In this review we discuss the main advantages and drawbacks of the currently
available expression systems, stressing the potentialities of the mammary gland as a biofactory. Several methods for
the genetic modification of this organ have been developed; the choice of the method depending upon the specific
characteristics of the molecule to be expressed, and the urgency for the final product. However, the mammary gland
glycosylation machinery is limited to the synthesis of biantennary monosialylated complex oligosaccharides.
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Introducción
La producción de proteínas recombinantes de interés
biofarmacéutico a partir de microorganismos
genéticamente transformados, como bacterias y
levaduras, se ha establecido como un proceso
relativamente barato y seguro [1]. Sin embargo, la
actividad biológica de varias proteínas se afecta
debido al inadecuado procesamiento postraduccional
en estos sistemas de expresión [2]. Por esta causa, la
producción de muchos biofármacos proteicos en su
forma activa requiere de la “maquinaria” biosintética
de células eucarióticas superiores [3]. Los sistemas
basados en el cultivo de células de mamíferos se han
convertido en estrategias viables para la producción
de proteínas biológicamente activas [4], aunque el
cultivo de células superiores y la transformación
genética estable de estas líneas celulares, son
procesos costosos y exigentes desde el punto de vista
técnico [5].

Se han obtenido animales genéticamente modificados
que expresan proteínas recombinantes en sus tejidos
y las secretan en los fluidos corporales [6]. La glándula
mamaria se identifica como una alternativa apropiada
para la producción de proteínas recombinantes con
modificaciones postraduccionales propias de
eucariontes superiores [7]. Las proteínas se sintetizan
en las células que componen el epitelio mamario y de

inmediato se secretan en la leche, a partir de la cual
estas se pueden purificar mediante procesos
relativamente sencillos [8].

El empleo de mamíferos como biofábricas implica
la creación de construcciones genéticas, en las que el
gen que codifica para la proteína de interés está unido
a secuencias reguladoras que permiten su expresión,
específicamente en las células del epitelio glandular
mamario, durante la lactancia [9]. La transgénesis
mediante microinyección de ADN a embriones
unicelulares es la técnica más empleada para la
generación de animales cuyas glándulas mamarias
secretan proteínas recombinantes en la leche [10, 11].
No obstante, esta tecnología presenta limitaciones
que atentan contra su empleo, pues el proceso es
técnicamente exigente y muy caro, e ineficiente
cuando se trata de animales de interés productivo. Se
estima que la generación de un rumiante transgénico
demanda entre 200 000 y 500 000 dólares [12, 13].
Además, se requiere un largo período entre la
incorporación del ADN al genoma del embrión y la
colecta de la proteína recombinante en las líneas
transformadas [14]. La expresión ectópica de los
transgenes es otra limitación que posee el sistema,
que pudiera afectar drásticamente la viabilidad del
animal transformado [15].
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Para la generación de animales de granja transgénicos
es necesario disponer de muchas hembras, donantes y
receptoras. Estas son indispensables para tener éxito
en la transformación genética e implantación de los
embriones que darán lugar a las crías transgénicas.
Asociados a estos gastos, se suman los costos elevados
de los insumos y equipamientos que se requieren para
desarrollar las técnicas de transferencia de ADN
recombinante a embriones de mamíferos y el posterior
cultivo in vitro [16].

La transferencia directa de material genético exógeno
a las células del epitelio glandular mamario en mamíferos
adultos, es una estrategia acertada para evadir los
problemas actuales de la transgénesis. Esta alternativa
podría disminuir el costo de la producción de
biofármacos y reducir el tiempo necesario para su
obtención [17]. El éxito del ensayo consiste en
encontrar el vector o vehículo adecuado para transferir
los genes de interés a las células epiteliales mamarias y
que la transducción ocurra de forma masiva y eficiente.

Varios grupos de investigación han intentado
desarrollar sistemas de expresión en la glándula
mamaria, basados en la transferencia in situ de genes al
epitelio secretor. Para ello se ha probado una variedad
de vectores, como los basados en complejos de poli-
iones [18], los métodos de transferencia génica por
endocitosis mediada por receptor [19], el uso de
“pistolas de genes” [20] y los vectores virales [21,
22]. Aunque se ha logrado la expresión de los transgenes
en la leche, los bajos niveles de expresión y el corto
tiempo que esta dura hacen que los procedimientos de
transformación sean inviables en el contexto de un
sistema productivo.

Particularmente los vectores adenovirales poseen
ventajas que podrían facilitar la transferencia directa
de material genético a las células diana, en el epitelio
mamario. Estos se utilizan de forma exitosa en
numerosos ensayos de terapia génica, debido a su
elevada capacidad de transducir células quiescentes
y en división [23]. Los sistemas de multiplicación
para obtener títulos elevados se han optimizado; de
esta forma se facilita su manipulación [24]. Además,
no se integran al genoma de la célula hospedera, lo
que permite que la expresión de los genes de interés
no se vea afectada por eventos de baja expresión
dependientes del sitio de integración [12]. Con el
desarrollo de nuevos métodos de transformación
adenoviral en la glándula mamaria, se han obtenido
niveles de expresión de miligramos por mililitros en
la leche de ratones y cabras. Estos resultados podrían
ser un punto de partida para el desarrollo de sistemas
de producción de proteínas recombinantes en la leche
de mamíferos genéticamente modificados, mediante
la transducción transiente de la glándula mamaria con
vectores adenovirales. Sin embargo, el tiempo limitado
en la expresión de los transgenes persiste aún como
una desventaja considerable de este método.

Expresión de proteínas recombinantes
El desarrollo en la tecnología del ADN recombinante, a
mediados de la década de los 70 del pasado siglo, marcó
el comienzo de la era moderna en la biotecnología. La
industria biofarmacéutica con la generación de proteínas
con fines terapéuticos, representa la mayor aplicación
industrial de esta tecnología [25]. En este sentido, la

producción de proteínas recombinantes y el desarrollo
de modelos animales forman parte de los objetivos
fundamentales de varios grupos de investigación.

Muchos organismos se utilizan como biorreactores
para la producción de proteínas heterólogas. Entre
ellos se destacan las bacterias y las levaduras como los
más simples y baratos, mientras los cultivos artificiales
de tejidos y los organismos genéticamente modificados
se consideran los más complejos y costosos [5]. La
selección de un organismo u otro para la expresión de
proteínas de interés biofarmacéutico está relacionada
con los eventos postraduccionales específicos,
necesarios para que ocurran los plegamientos correctos
que garanticen la actividad biológica de la molécula.
Este es un elemento que define los posibles hospederos
que se deben escoger.

Expresión de proteínas recombinantes
en microorganismos procariontes
Para la producción de proteínas recombinantes en
microorganismos procariontes, la especie más
empleada y estudiada genética y fisiológicamente es
Escherichia coli [26, 27]. Entre las ventajas que brinda
este microorganismo como biorreactor están: 1) la
rápida generación de biomasa, dada su elevada velocidad
de crecimiento, 2) la fácil manipulación genética, 3)
que no requiere de medios de cultivo ni equipamientos
costosos y 4) la alta eficiencia en la incorporación del
material genético foráneo [28].

Sin embargo, la expresión de proteínas en
microorganismos procariontes tiene la desventaja de
que estos no expresan muchas de las modificaciones
postraduccionales necesarias para obtener proteínas
recombinantes biológicamente activas. En estos
hospederos no se forman puentes disulfuro entre las
cisteínas durante la expresión intracelular, debido a
que el ambiente intracelular es muy reductor. Además,
durante su síntesis no enlazan oligosacáridos a las
proteínas, ni modifican las tirosinas mediante
sulfatación [1].

En las bacterias es poco probable la secreción de
proteínas recombinantes al medio extracelular, y
frecuentemente, cuando se expresan, estas proteínas se
acumulan como agregados insolubles en el citoplasma,
los cuales se denominan cuerpos de inclusión. Para la
purificación a partir de estos cuerpos de inclusión, es
necesario el uso de agentes caotrópicos que tienden a
desnaturalizar la proteína recombinante. Estas sustancias
alteran la estructura terciaria de las proteínas, lo que
conduce a la disminución o eliminación de la actividad
biológica inherente a estas moléculas [29].

Expresión de proteínas recombinantes
en microorganismos eucariontes
inferiores
Las levaduras muestran importantes ventajas sobre
las bacterias como hospederos para la producción de
proteínas heterólogas de origen eucariótico [30]. Estas
combinan la simplicidad de los sistemas de expresión
bacterianos con los bajos costos de los medios de
cultivo y, además, poseen un medio intracelular más
apropiado para el procesamiento postraduccional y la
secreción [31].

Adicionalmente, las levaduras glicosilan las
proteínas, lo que influye de manera positiva en la
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integridad estructural, solubilidad y actividad biológica
de las cadenas polipeptídicas sintetizadas [32, 33].
Sin embargo, los sistemas de expresión basados en la
levadura Saccharomyces cerevisiae han presentado
problemas al tratar de llevar los procesos establecidos
en el laboratorio a la escala industrial, en su mayoría
relacionados con la inestabilidad de las multicopias de
los plasmidios transformantes en un ambiente de
elevada densidad celular [34].

La incorporación de cadenas de oligosacáridos que
contienen más de 50 residuos de manosa, (Man) genera
un perfil diferente al de la proteína nativa. Además, las
manosas terminales, unidas al resto de la cadena
mediante un enlace del tipo α1,3, confieren a la
proteína una elevada inmunogenicidad en los
mamíferos. La hipermanosilación también puede
modificar la farmacocinética de las glicoproteínas, lo
que limita la utilización de la molécula con fines
terapéuticos [31].

Otro hospedero muy utilizado en la actualidad
como sistema de expresión es la levadura meti-
lotrófica Pichia pastoris. Esta se caracteriza por
una eficiente utilización del metanol como fuente
de carbono y energía, aunque igualmente puede crecer
en una gran variedad de sustratos [35]. Desde el
punto de vista de la glicosilación, y a diferencia de
S. cerevisiae, en la levadura P. pastoris se sintetizan
cadenas de oligosacáridos de menor grado de
polimerización, que carecen de cadenas de manosas
terminales, unidas por enlaces α1,3. Sin embargo,
como solo se enlazan oligosacáridos de tipo
oligomanosídico, se reduce la capacidad de este
hospedero para la expresión de proteínas cuya
actividad biológica esté directamente ligada a un
patrón de glicosilación específico [36].

Recientemente se logró modificar genéticamente la
ruta enzimática de glicosilación de la P. pastoris , y se
obtuvieron cepas que generaron patrones de
glicosilación de tipo complejo. Esta es una alternativa
novedosa para la producción de proteínas recombi-
nantes en microorganismos eucariontes inferiores, la
cual permite la obtención de la proteína de interés con
un patrón de glicosilación específico y con una elevada
homogeneidad [37].

Plantas como biorreactores para la
expresión de proteínas recombinantes
Las plantas genéticamente transformadas representan
una opción muy económica para los actuales sistemas
de producción de biofármacos, debido a su bajo costo
y capacidad de producción a gran escala, así como a la
simplicidad de la cosecha y el almacenaje. La expresión
de vacunas y anticuerpos en plantas despierta un
interés especial en la actualidad, como sistema de
producción de proteínas farmacéuticas [38, 39]. Las
plantas se consideran unos de los sistemas de
producción más seguros, ya que carecen de secuencias
de ADN oncógenas [40].

Ellas poseen ventajas sobre otros sistemas de
producción, particularmente debido a que son
económicas y seguras, pero al igual que las levaduras,
tienen la limitación de no generar perfiles de
oligosacáridos de tipo complejo. En las plantas no existe
el precursor de ácido siálico como las enzimas encargadas
de la elongación de las cadenas oligosacarídicas: la β1,4-

galactosiltransferasa y la sialiltransferasa [41]. Además,
la adición de xilosa β1,2 y fucosa α1,3 genera
biomoléculas que resultan inmunogénicas en roedores
y que podrían limitar su utilización como agentes
terapéuticos en los seres humanos [42].

Expresión de proteínas en cultivos
celulares de mamíferos
La mayoría de las proteínas utilizadas con fines
terapéuticos en los seres humanos, incluyendo las
proteínas de la sangre como citoquinas e inmu-
noglobulinas, proteínas estructurales, hormonas y
proteínas lisosomales, se dirigen hacia el lumen del
retículo endoplasmático durante la traducción y,
posteriormente, se transportan a través del aparato
de Golgi a los compartimentos lisosomales, la matriz
extracelular o al torrente sanguíneo [3]. La mayor
parte de las modificaciones de las proteínas durante
su síntesis ocurren en estos compartimientos y
comprenden los procesos de corte del péptido señal,
la formación de puentes disulfuro entre cisteínas, la
sulfatación de tirosinas, la carboxilación, la metilación,
la hidroxilación, la fosforilación, la N-glicosilación y
la O-glicosilación [43].

Existen varias proteínas humanas de gran interés
farmacéutico, como la eritropoyetina (EPOh), la α1-
antitripsina, el activador hístico del plasminógeno
(tPA), los factores de la cascada de coagulación VIII y
IX, la proteína C y el fibrinógeno, cuya bioactividad,
farmacocinética, estabilidad y solubilidad están
estrechamente ligadas a numerosos procesos de
modificación postraduccional como los mencionados
antes. Debido a las características de estos biofármacos,
se hace necesaria su expresión en células hospederas,
cuya maquinaria metabólica sea similar a la de la célula
productora nativa [4].

En la actualidad, más del 60% de las proteínas
recombinantes de interés farmacéutico se producen
en cultivos celulares [44]. A partir de que se estableció
la primera línea celular en la década del 60 del pasado
siglo [45], numerosos tipos celulares de diferentes
tejidos y variadas especies se cultivan in vitro. Sin
embargo, solo algunas de estas líneas se han modificado
genéticamente como biorreactores, debido a las
restricciones de bioseguridad asociadas con la
producción de biofármacos [46]. Las células más
utilizadas en estos momentos son las del ovario de
hámster chino (CHO), las células derivadas del
mieloma murino (NSO), las células del riñón del bebé
de hámster (BHK), las del riñón de embrión humano
(HEK-293) y las células derivadas de la retina
humana (PERC6) [47].

Además del adecuado procesamiento postra -
duccional, la secreción al medio es una de las mayores
ventajas de la producción de biofármacos en cultivos
celulares. La mayoría de los productos proteicos
desarrollados por esta vía, se modifican por ingeniería
genética para promover su transporte al medio
extracelular. Esto facilita, en gran medida, los procesos
de purificación, pues el medio de cultivo es pobre en
proteínas contaminantes [48]. El crecimiento acelerado
de la industria farmacéutica propicia la generación de
métodos cada vez más eficientes y específicos para
optimizar la producción a partir de cultivos celulares
[49, 50]. Sin embargo, independientemente de los
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factores que favorecen los cultivos celulares como
sistemas ideales de expresión de proteínas complejas,
los requerimientos biológicos de la técnica, así como la
compleja infraestructura que se necesita para realizarlos,
encarecen los biofármacos producidos en estos
hospederos [5]. Una solución de costo-factibilidad
podría estar en la utilización de los animales
genéticamente modificados, que pueden llegar a
convertirse en pequeñas biofábricas o biorreactores de
proteínas recombinantes.

Animales como biorreactores
Genéticamente se han modificado varias especies de
animales para expresar proteínas recombinantes en sus
fluidos corporales [6]. Se define como transgénico a un
organismo al cual se le inserta en su genoma un segmento
de ADN exógeno, cuya modificación se trasmite a su
descendencia. La transferencia del material genético para
la generación de animales transgénicos se realiza en
etapas iniciales del desarrollo embrionario, lo que
favorece el paso de la nueva información a la línea
germinal del individuo genéticamente modificado. Las
aplicaciones principales de los animales transgénicos
se concentran en la obtención de modelos animales y en
la producción de proteínas recombinantes [51].

Por lo general, las proteínas recombinantes
producidas en el animal transgénico se expresan en
las células de un tejido específico y se secretan en un
fluido corporal determinado. La eficiencia del sistema
se refleja en la capacidad secretora del tejido escogido
y en la facilidad para colectar el fluido al que se vierte
la proteína heteróloga [52]. En varios fluidos
corporales de mamíferos se han expresado proteínas
recombinantes de interés biofarmacéutico. Ejemplos
de ello lo constituyen la secreción de anticuerpos
humanos recombinantes en el fluido sanguíneo de
diferentes líneas transgénicas de ratones, conejos,
cerdos y ovejas [53, 54], así como la expresión de
α1-antitripsina humana biológicamente activa en la
sangre de conejos transgénicos [15].

Una primera limitación de la expresión de proteínas
en la sangre, es separar la proteína recombinante de su
homóloga en el hospedero, pues las características físico-
bioquímicas de estas moléculas se mantienen muy
conservadas entre los vertebrados. Además, las proteínas
secretadas al suero sanguíneo son poco estables en este
medio o afectan drásticamente la sobrevida del
organismo hospedero, lo que ha determinado que en la
actualidad se considere este sistema como poco idóneo
para la expresión de proteínas recombinantes de interés
biofarmacéutico [12].

En estudios recientes se obtuvieron resultados
interesantes a partir de la expresión de biofármacos en
la orina [55] y en el plasma seminal [56]. Sin embargo,
la glándula mamaria, por su elevada capacidad secretora
y la facilidad para la extracción de la leche, es el órgano
más factible para la producción de proteínas
recombinantes [57].

La glándula mamaria
Expresión de proteínas recombinantes
en la glándula mamaria
La glándula mamaria está compuesta por un parénquima,
que sostiene un árbol de ductos embebidos en una matriz

de grasa. Estos ductos ascienden desde el canal del pezón
y se bifurcan en canales más finos hasta terminar en una
estructura circular, denominada alvéolo (Figura 1 A). El
alvéolo está recubierto por una capa de células epiteliales,
rodeadas por una capa de células musculares sensibles al
estímulo de la oxitocina (Figuras 1B y 1C). En presencia
de esta hormona, las células musculares se contraen y la
leche presente en el lumen del alvéolo sale al exterior
[58]. Los terminales ductales desembocan en unos
reservorios denominados galactóforos: dilataciones
situadas inmediatamente detrás del pezón, donde
confluye la leche. En los rumiantes, los galactóforos están
conectados y se ensanchan hasta formar una cisterna
donde se acumula la leche en grandes volúmenes; un
grupo de ligamentos y el tejido conectivo mantienen la
glándula fija al cuerpo, y todo el conjunto se recubre por
una capa de piel que conforma la ubre (Figura 1 A), [59].

Las células epiteliales mamarias que recubren el
alvéolo integran la unidad de síntesis y secreción.
Durante el período de la lactancia, estas células epiteliales
reciben señales hormonales, que activan los promotores
de genes, los cuales codifican proteínas específicas que
son producidas y secretadas en el fluido lácteo. Además,
a través del epitelio mamario, ocurre el transporte de
biomoléculas desde la sangre hasta la leche [60].

La leche es un fluido muy abundante y rico en
proteínas en algunos mamíferos, sobre todo en los
rumiantes, donde se llegan a producir 200 g de proteína
por día y hasta 1 kg [14]. La glándula mamaria tiene
capacidad para producir una variedad de proteínas
recombinantes biológicamente activas como el tPA
[61], la hormona de crecimiento humana (hGH), [62]
el factor de crecimiento neuronal [63], la proteína C
humana [64], la antitrombina humana (ATh) [65] y la
lactoferrina humana [66] (Tabla 1).

Transgénesis en la glándula mamaria
En 1987, Lothar Hennighausen y Heiner Westpal, del
National Institute of Health, de EE.UU., en colaboración
con Katy Gordon, del Integrated Genetics Institutes,
marcaron un hito en el campo de la biotecnología cuando
expresaron el activador hístico del plasminógeno humano
en la glándula mamaria de ratones transgénicos [61].
Desde entonces se han realizado múltiples estudios que
contribuyen al desarrollo de técnicas más eficientes para
la generación de mamíferos transgénicos, productores de
proteínas recombinantes en la leche.

Alvéolos

Ductos

Cisterna

Pezón

Canal del pezón

Lóbulos

L

P

CE

L: lumen

CE: células epiteliales
P: parénquima

Flujo sanguíneo

Lumen

Células musculares

Células epiteliales

(A) (B) (C)

Figura. 1. Características morfológicas de la glándula mamaria. A: Representación esquemática de la
glándula mamaria de rumiantes. B: Corte del tejido glandular mamario de una hembra lactante: conjunto
de células epiteliales que conforman la estructura alveolar. C: Esquema representativo del alvéolo mamario.
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La expresión de elevados niveles de estas proteínas
en la glándula mamaria depende, en gran medida, del
casete de expresión utilizado y del método para la
transferencia del material genético. En este sentido, la
fortaleza del promotor es muy importante. Los
promotores más utilizados son aquellos que en
condiciones naturales regulan la expresión de las
proteínas de la leche, lo que permite dirigir la expresión
de la proteína recombinante de forma específica a las
células epiteliales mamarias.

La fortaleza de los promotores propios de las
proteínas de la leche varía entre las diferentes proteínas
e incluso entre las diferentes especies. Los promotores
de la kappa-caseína y la αS2-caseína [12] son débiles,
mientras que el promotor de la proteína ácida del suero
de rata (WAPr) [9], el de la αS1-caseína de cabra [67]
y el de la β-lactoglobulina de oveja [68] son muy fuertes
(Tabla 1).

Para un mismo casete de expresión, los niveles de
producción de la proteína recombinante varían de una
línea transgénica a otra. Esta variación se atribuye a un
fenómeno denominado «efecto de posición», en el cual
el silenciamiento en la expresión del transgén está
determinado por la región de la cromatina, de la
heterocromatina o de la eucromatina, en la que este se
inserta [69, 9]. En la actualidad se han diseñado casetes
para la expresión de proteínas recombinantes en la
glándula mamaria, que comprenden la combinación de
grandes secuencias reguladoras de los promotores y
elementos reguladores lejanos, como los LCR (del
inglés, locus control regions) [70], los insulator [71]
y los MAR (del inglés, matrix attachment regions)
[72]. Estos elementos reguladores pueden formar
dominios de transcripción activa, independientes del
sitio de integración.

La especificidad de los promotores es otro aspecto
importante en la transgénesis, debido a la homología
que presentan algunos transgenes con las proteínas
endógenas del hospedero. Cuando el transgén se

expresa en tejidos ectópicos en las diferentes etapas
de desarrollo del hospedero, puede afectar mucho su
fisiología [15]. A este fenómeno se le denomina efecto
colateral de la expresión ectópica del transgén. Algunas
proteínas recombinantes, como la eritropoyetina,
causan severos daños en el hospedero cuando se
expresan bajo el control de promotores que no son
regulados estrictamente [15, 17].

Transferencia génica
Los primeros métodos para la transferencia de ADN
heterólogo a embriones de mamíferos se basaron en
vectores retrovirales. En 1974, Jaenisch [73] describió
la infección de blastocistos de ratón con el virus SV40
y la persistencia del genoma viral integrado en los
animales adultos; y en 1976 se obtuvo la transmisión
mendeliana del virus de la leucemia murina (MMLV)
en embriones de ratón microinyectados con este
retrovirus [74]. Sin embargo, los oncorretrovirus tienen
una capacidad de traducción limitada a células en
división [75]. Debido a esto, la infección de embriones
con vectores retrovirales en una etapa temprana de
desarrollo fue una integración tardía y no homogénea
en el tejido, y ello afectó considerablemente la eficiencia
del método [76].

La reducida capacidad de clonación, de menos de
10 kb, es otro inconveniente para el uso de los vectores
retrovirales aplicados a la transgénesis. Esto dificulta
la clonación de las secuencias genómicas de las
proteínas de interés, así como de las grandes regiones
reguladoras, propias de los promotores de las proteínas
de la leche y de los elementos reguladores distales
[77]. Además, las secuencias terminales repetidas, que
flanquean el genoma retroviral, interfieren con los
promotores de mamíferos y suprimen o disminuyen
la expresión de los genes que regulan [78]. De esta
forma se desarrolla un fenómeno de silenciamiento de
la expresión, mediado por metilación en los transgenes
y cerca del sitio de integración [79].

Tabla 1. Proteínas humanas de interés biofarmacéutico expresadas en la leche de mamíferos transgénicos [14]  
Proteína Fuente del transgén Promotor Niveles de expresión 

Vaca 
Lactoferrina  

α-lactoalbúmina 

 
ADN genómico 
No determinado 

 
α−S1caseína bovina 

No disponible  

 
No disponible  

2.4 mg/mL 

Cabra 
Antitrombina III 
αS1-antitripsina 

Hormona de crecimiento 
Anticuerpo monoclonal 

Activador tisular del plasminógeno 

 
No determinado 
No determinado 
No determinado 
ADN genómico 

ADNc 

 
β-caseína de cabra 
β-caseína de cabra 

Retrovirus 
β-caseína de cabra 
β−caseína de cabra 

 
14 mg/mL 
20 mg/mL 

1.2 x 10-4 mg/mL 
10 mg/mL 
6 mg/mL 

Cerdo 
Factor VIII 
Proteína C 

 
ADNc 
ADNc 

 
WAP murino 
WAP murino 

 
3 mg/mL 
1 mg/mL 

Conejo 
Calcitonina 

Superóxido dismutasa 
Eritropoyetina 
Eritropoyetina 

Hormona de crecimiento 
Factor de crecimiento insulínico 1  

Interleucina-2 

 
Prot. de fusión 

ADNc 
ADNc 

Prot. de fusión ADNc 
ADN genómico 

ADNc 

ADN genómico 

 
β−lactoglobulina bovina 

WAP murino 
WAP de conejo 

β−lactoglobulina bovina 
WAP murino 

α−S1caseína bovina 

β−caseína de conejo 

 
2.1 mg/mL 
2.9 mg/mL 
50 µg/mL 
50 µg/mL 
50 µg/mL 
1 mg/mL 

0.5 µg/mL 
Oveja 

α1-antitripsina 
Factor VIII 
Factor IX 

Fibrinógeno 

 
Minigén  

ADNc 
ADNc 

ADN genómico 

 
β−lactoglobulina ovina 
β−lactoglobulina ovina 
β−lactoglobulina ovina 
β−lactoglobulina ovina 

 
35mg/mL 

No disponible  
5 µg/mL 
5 mg/mL 
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Otro método para la transferencia de material
genético foráneo es la microinyección de ADN a
embriones unicelulares. Hasta la actualidad, este
método se ha utilizado como la técnica más universal
de transferencia horizontal de material genético, desde
el hallazgo de Gordon en 1980 [11]. La técnica consiste
en la microinyección del ADN foráneo en el pronúcleo
de embriones unicelulares y la inserción, al azar, del
material genético en el embrión microinyectado [80,
10]. El método no ha variado sustancialmente en los
últimos 25 años, y se aplica en ratones, hámsters,
conejos, cerdos, ovejas, cabras y vacas [12]. En la
mayoría de estos animales, los embriones se extraen
de una hembra donante, se microinyecta el ADN
foráneo en uno de los pronúcleos del zigoto y se
transfiere a una hembra receptora, que engendra las
crías transformadas. En vacas, es necesario madurar
los ovocitos y fertilizarlos in vitro para obtener
suficientes zigotos por hembra donante. Una vez
nacidas las crías, denominadas fundadores, se analizan
para determinar la presencia del transgén insertado en
el genoma y los individuos positivos se cruzan entre
sí, para obtener la línea genéticamente modificada.

Los inconvenientes principales de la microin-
yección aplicada a la generación de biorreactores,
radican en la eficiencia de integración del transgén en
rumiantes y otras especies mayores (menos del 2%
en cerdos, ovejas y cabras; menos del 1% en vacas),
así como en el tiempo que transcurre para llegar a
obtener un pequeño rebaño que produzca la proteína
recombinante de interés (Tabla 2). Por estas razones,
se debe disponer de muchas hembras donantes y
receptoras para obtener un fundador inicial, lo cual
encarece más el proceso [6, 78].

La técnica de transferencia nuclear de células
somáticas (TNCS) se utilizó inicialmente para crear
una copia genética idéntica, o clon, de un animal [81],
y en la actualidad representa un procedimiento
alternativo para crear animales transgénicos. La
TNCS a partir de células donantes genéticamente
transformadas, permite la introducción directa de
transgenes a ovocitos anucleados. Las células donantes
son modificadas in vitro mediante la transfección de

ADN exógeno, antes de que el material genético sea
introducido y reprogramado en los embriones. Esto
permite la selección de los embriones transformado
por los métodos convencionales de biología molecular,
en cuanto a sitio de integración, número de copias y
niveles de expresión de la proteína recombinante. La
técnica posibilita, además, la selección del sexo en la
línea de fundadores, en dependencia del individuo
escogido como donante de tejido [82].

De esta forma, el 100% de los fundadores serán
transgénicos e idénticos, si provienen de una misma
línea celular modificada. Hasta este punto, la TNCS
constituiría el método más eficiente para la obtención
de mamíferos transgénicos como biorreactores. Sin
embargo, persisten aún muchas limitaciones: la
metodología es compleja, demanda equipamiento y
reactivos muy caros, y la eficiencia es muy baja en
animales de granja; los nacimientos a partir de
embriones clonados e implantados en hembras
receptoras oscilan entre el 3 y el 5%. En vacas, los
fetos generados por TNCS, se pierden entre el día 35
y el 60 de gestación. La muerte fetal se incrementa en
60%, comparada con embriones generados a partir de
la fertilización in vitro [83].

Otra causa muy frecuente de pérdida de crías son
las complicaciones en el embarazo, debido al
síndrome del feto gigante. También se observan
anomalías pulmonares y deficiencias metabólicas
tanto en los fetos como en las crías recién nacidas,
lo que aumenta el índice de mortalidad. Estos
problemas se asocian a deficiencias en la repro-
gramación del genoma diploide, que se refleja en
alteraciones letales en los diferentes estadios de
desarrollo del embrión clonado [84].

En los últimos cinco años, la transferencia de genes
a embriones tempranos, mediada por vectores
retrovirales (lentitransgénesis), ha resurgido con el
empleo de nuevos vectores lentivirales [85]. Los
lentivirus son una familia de retrovirus que infectan
células tanto quiescentes como en división [86], con
una elevada estabilidad y sin que se evidencie el
indeseado efecto de silenciamiento génico [87]. Se ha
obtenido el 60% de eficiencia de ratones transgénicos

Tabla 2. Cronología de la producción de proteínas recombinantes en la glándula mamaria de líneas transgénicas 
en diferentes especies de mamíferos [14]  

 Conejo Cerdo Oveja Cabra Vaca 

Tiempo de gestación (meses) 1 4 5 5 9 

Madurez sexual (meses) 5 6 8 8 15 

Tiempo entre la introducción del transgén y el inicio  
de la lactación (meses)  

  
  

Fundador  hembra 
Lactación inducida en la pubertad  - - - - - 

Lactación natural 7 16 18 18 33 

Fundador  macho 
 Lactación inducida en la pubertad (hijas)  - - 22 22 45 

Lactación natural (hijas) 15 28 31 31 57 

Promedio de crías  8 10 1-2 1-2 1 

Rendimiento anual de leche (L/año) 4-5 a 300 b 500 800 8000 

Producción de materia prima de proteína 
recombinante / hembra / año (kg) 0.02 1.5 2.5 4 40 

a Promedio de producción de 3 lactaciones por año 
b Promedio de producción de 2 lactaciones por año 
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[88], el 70% de cerdos transgénicos [89] y el 100% de
eficiencia en la generación de vacas transgénicas [90],
mediante el sistema de transducción de embriones
tempranos con vectores lentivirales. Estos resultados
son los más importantes hasta el presente en el campo
de la transgénesis aplicada a animales de granja.

Modificación genética in situ del epitelio
glandular mamario
La generación de líneas transgénicas de animales de
granja para la expresión de proteínas heterólogas, es
un proceso con muchas limitaciones aún. Como se
describió antes, la eficiencia de integración del
transgén es muy baja cuando se utiliza la técnica de
microinyección. Además, el tiempo entre la
microinyección del embrión y la obtención de la línea
transgénica puede durar años en las especies más
productivas (Tabla 2), y el costo en general es
elevado [91].

La modificación genética in situ de la glándula
mamaria puede ser una alternativa para evadir las
limitaciones de la transgénesis. Este método consiste
en transferir el ADN directamente a las células que
constituyen el epitelio mamario de una hembra adulta.
Una vez que ocurre la modificación genética, la proteína
recombinante se secreta en la leche. La morfología de
la glándula mamaria facilita el procedimiento: existe
una comunicación directa a través de los finos canales
ductales, desde el alvéolo hasta el terminal del canal
del pezón, lo que permite acceder desde el exterior
hasta las células epiteliales mamarias, sin necesidad de
emplear la cirugía. Mediante la canalización del pezón,
es posible introducir un catéter al galactóforo o la
cisterna e infundir antibióticos, fármacos o material
genético a la glándula mamaria [17].

El método de modificación genética in situ  es
aplicable a casi todas las especies de mamíferos,
independientemente de su fondo genético, y permite
la inserción de múltiples casetes de expresión. La
regulación de estos no se ve restringida a promotores
de tejido específicos y, además, se reduce conside-
rablemente el tiempo entre la aplicación del método de
modificación y la obtención del producto de interés
[17]. Las principales limitaciones del método están
asociadas con la baja eficiencia de la modificación
genética y con el corto tiempo que se mantiene la
expresión de la proteína heteróloga, lo que genera bajos
niveles de producción.

En los últimos años se han desarrollado dos
métodos fundamentales para la modificación genética
in situ de la glándula mamaria: la transfección por
métodos fisico-químicos y la transducción basada en
vectores virales. La transfección directa del epitelio
mamario mediada por métodos fisico-químicos se
ensayó con varias metodologías. Entre ellas, se
encuentran la transfección in situ con complejos
asociados a poli-iones como DEAE-dextrana y poli-
L-lisina [18], la endocitosis mediada por receptor
[19] y la transfección mediada por pistolas de genes
[92, 20]. En algunos casos se detectó la presencia del
transgén y la expresión de la proteína recombinante,
aunque los niveles fueron tan bajos que ninguno de
estos métodos se valoró de manera positiva como
una posible vía de producción de proteínas en la
glándula mamaria.

Los vectores retrovirales también se han utilizado
para la introducción directa de genes en las células
epiteliales mamarias. La capacidad de estos vectores
de insertarse en el genoma hospedero se empleó para
generar modelos animales, útiles en estudios de cáncer
de mama y terapia génica, mediante la técnica de
infusión directa del virus a través del canal del pezón
[93-95]. A partir de un vector retroviral incompetente
para la replicación, basado en un híbrido del MMLV y
el virus de la leucemia del Gibón, que contenía insertado
el gen de la hGH, se infundió en la glándula mamaria de
cabras con lactación inducida, y se comprobó la
expresión del transgén en las células epiteliales
mamarias [21]. La hGH recombinante se obtuvo en la
leche de los animales tratados, a razón de 60 ng/mL en
el primer día de ordeño, y disminuyó durante los
próximos días, hasta obtenerse una meseta de expresión
de 12 ng/mL entre los días del 9 al 15 de lactación. Con
este estudio se evidenció la capacidad de transducción
in situ de la glándula mamaria para la expresión de
proteínas recombinantes, mediante la infusión directa
de un vector retroviral. Sin embargo, los bajos niveles
de expresión obtenidos desestiman este método como
una posible aplicación práctica [21].

Los vectores adenovirales se emplean en ensayos
de terapia génica [23, 96], y constituyen en la actualidad
una herramienta importante para la transducción in
situ de la glándula mamaria. Cuando el adenovirus
infecta la célula diana no se integra al genoma celular,
sino que permanece en el núcleo como una entidad
independiente o epicromosomal. Por lo tanto, los
casetes de expresión que portan la información genética,
no se someten al efecto de silenciamiento génico
dependiente del sitio de integración. De esta forma se
pueden introducir genes con copias múltiples e
independientes en las células epiteliales mamarias,
mediante una infusión del vector viral a través del
canal del pezón.

Mediante la transducción adenoviral in situ de la
glándula mamaria durante el estadio terminal de la
gestación en ratones, se obtuvieron promedios de
expresión de 1.31 mg/mL de la hGH recombinante [93]
y de 2.2 mg/mL de la EPOh recombinante [94], en la
leche de los animales transducidos. Este procedimiento
aplicado a cabras, como especie productiva, permitió
obtener niveles de expresión de 1.35 g/L de la EPOh en
la leche [95]. El método de transformación adenoviral
in situ de la glándula mamaria permite producir
concentraciones elevadas de proteínas recombinantes
como la EPOh, que resultan letales al hospedero cuando
se generan animales transgénicos [15, 98].

Las principales desventajas del método de trans-
ducción adenoviral in situ de la glándula mamaria
radican en el corto tiempo de expresión (10 días en
ratones y 8 días en cabras) y en la imposibilidad de
volver a transducir los animales con el vector
adenoviral. Este efecto está relacionado con la fuerte
respuesta inmune del hospedero contra las proteínas
virales que se expresan en las células transformadas
[22, 100]. Sin embargo, la potencialidad de este método
de transformación como sistema productivo, se refleja
en los elevados rendimientos de proteína recombinante
por animal, en el corto tiempo que transcurre entre la
transducción adenoviral y la producción de la proteína
recombinante, así como en la posibilidad de producir
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proteínas recombinantes que resultan tóxicas para los
hospederos transgénicos [98, 99].

Glicosilación de proteínas recombinantes
expresadas en la glándula mamaria
La expresión de proteínas recombinantes en la glándula
mamaria tiende a modificar el patrón de glicosilación
de las proteínas nativas hacia estructuras específicas
de este tejido [98, 101]. La ATh plasmática nativa
presenta estructuras oligosacarídicas de tipo complejo,
diantenarias, con ramificaciones de lactosamina (Gal-
GlcNAc) y disialiladas en los extremos con la presencia
del ácido N-acetil neuramínico (Neu5Ac). Sin embargo,
cuando esta proteína se expresa en la glándula mamaria
de cabras transgénicas se observa un cambio en el
patrón de N-glicosilación, en el que predominan las
estructuras de tipo complejo, diantenarias, con
ramificaciones de tipo lactosadiamina (GalNAc-
GlcNAc), no común en vertebrados, y monosilaliladas,
mediante la unión del ácido N-glicolil neuramínico
(Neu5Gc) [101].

Eventos similares de modificación del patrón de
glicosilación de proteínas recombinantes, se observaron
al caracterizar la EPOh expresada en la leche materna
de ratones [98] y cabras, mediante modificación
transiente del epitelio glandular mamario (Montesino
y cols., manuscrito en preparación).

Otro elemento característico es la fucosilación. Ambas
proteínas recombinantes, ATh y EPOh, expresadas en
la leche contienen un residuo de fucosa enlazado a la
GlcNAc, que se une a la Asn del sitio de N-glicosilación
(sequon), aunque este monosacárido no se encuentra en
la ATh nativa aislada del torrente sanguíneo [65].

Este patrón de glicosilación específico de la glándula
mamaria puede afectar la actividad biológica de las
glicoproteínas que se expresan en la leche de los mamíferos
genéticamente modificados. Además, se generan

oligosacáridos que pueden activar la respuesta inmune
de los pacientes tratados con biofármacos producidos en
la leche. Un ejemplo de ello es el monosacárido Neu5Gc
o antígeno de Hanganutziu-Deicher, que no está presente
en las glicoproteínas humanas [103].

La función biológica de las modificaciones del
patrón de glicosilación de las glicoproteínas
expresadas en la glándula mamaria no está definida,
aunque se podría relacionar con un mecanismo de
economía celular. Esta glándula funciona durante la
lactancia como una biofábrica que está secretando
continuamente una gran cantidad de proteínas al lumen
de la cisterna. La simplificación de la maquinaria
enzimática del sistema de endomembranas, que es
responsable del perfil de glicosilación de las
glicoproteínas secretables, podría facilitar el
transporte y secreción de estas proteínas.

La glándula mamaria constituye un sistema de
expresión con varias limitaciones aún. No existe un
método de transferencia génica eficiente que garantice la
generación de animales de granja transgénicos; además,
el patrón de glicosilación específico de este órgano limita
la producción de proteínas recombinantes, cuya actividad
biológica dependa de estructuras multiantenarias y
polisialiladas. Sin embargo, el desarrollo de nuevos
métodos de transferencia génica como la lentitransgénesis
o transducción adenoviral in situ de la glándula mamaria,
podría constituir una alternativa para generalizar el uso
de este sistema de expresión. Un conocimiento más
profundo de los eventos moleculares que modulan el
perfil de isoformas de las glicoproteínas que se expresan
en la glándula mamaria, permitiría la manipulación
genética de las exoglicosidasas y glicosiltransferasas que
intervienen en la síntesis de los oligosacáridos. Estas
modificaciones permitirían obtener los fenotipos que
garanticen la actividad biológica de glicoproteínas
recombinantes de interés.
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