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Un acercamiento a la producción de proteínas
recombinantes terapéuticas de uso humano
Ramsés A Gamboa,* Mauricio A Trujillo-Roldán*

RESUMEN. El uso de proteínas terapéuticas o biofármacos en el tratamiento de diversas enfermedades crónicas o
deficiencias hereditarias, se ha venido implementando cada vez más en los últimos 30 años. Las proteínas terapéuticas
son producidas en sistemas heterólogos in-vitro mediante tecnología de ADN recombinante. Actualmente, se desarrollan
nuevos y mejores sistemas de expresión, implementando nuevos plásmidos, adición de elementos genéticos del gen adi-
cional y optimización de codones. También se desarrollan cepas mutantes que asimilan nutrientes de forma eficiente,
aumentando la producción de proteínas recombinantes terapéuticas y/o reducen la producción de compuestos tóxicos
que afectan su producción, como también se desarrollan procesos de cultivo cada vez más eficiente para producir las
proteínas terapéuticas. Los modelos usados en la industria son bacterias, levaduras, células de insecto y células de ma-
mífero.
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ABSTRACT. The use of therapeutic proteins or biopharmaceuticals for the treatment of various chronic diseases or
hereditary defects, has been increasingly implemented over the past 30 years. The therapeutic proteins are produced in
heterologous systems in vitro using recombinant DNA technology. Currently, new and better systems for expression are
in development by implementing new plasmids, addition of genetic elements of the gene and further optimization of
codons. Also, there are mutant strains which assimilate nutrients efficiently increasing the production of therapeutic
recombinant proteins and/or reduce the production of toxic compounds that affect their production processes are
also growing increasingly efficient to produce therapeutic proteins. The models used in industry are bacteria, yeast, in-
sect cells and mammalian cells.
Key words: Recombinant proteins, biopharmaceuticals.
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De la farmacéutica a la biofarmacéutica

La biotecnología ha impactado el área de la medici-
na, principalmente con su contribución al conoci-
miento a nivel molecular de la causa de diversas en-
fermedades, lo cual ha generado una revolución en la
industria farmacéutica con la producción de biofár-
macos contra enfermedades específicas.1,2 Un biofár-
maco es una molécula biológica con fines terapéuti-
cos obtenida a partir de un organismo vivo, ya sea a
partir de bacterias, hongos, células animales, levadu-
ras, entre otros. Estas moléculas presentan mayor ac-
ción terapéutica y menos reacciones secundarias, al
ser prácticamente homólogas a las producidas por el
organismo.3-5 Esto se traduce en que el paciente en la
actualidad puede acceder a tratamientos más eficaces
y seguros. La gran mayoría de estos biofármacos son
proteínas recombinantes.5 La obtención de proteínas
recombinantes se logra mediante la inserción del gen
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que expresa la proteína de interés en un organismo
diferente. La expresión de estas proteínas se ha con-
vertido en una herramienta muy popular, ya que es
posible obtener altas cantidades de proteína con ba-
jos costos de producción y altas purezas de una o va-
rias proteínas de interés.5

Un aspecto importante de estas proteínas de uso
terapéutico es que son específicas contra padecimien-
tos que antes se consideraban incurables, o bien cuan-
do el medicamento existente sólo lograba controlar
la enfermedad, en la mayoría de los casos de manera
ineficaz. Un claro ejemplo de esto es el interferón-
beta 1a y 1b, el cual ha elevado la calidad de vida de
los pacientes diagnosticados con esclerosis múltiple.4,5

En diversos estudios se ha demostrado que la im-
portancia de las proteínas terapéuticas recombinantes
se ha incrementado exponencialmente en los últimos
30 años. En 2004 la industria biofarmacéutica era de
alrededor de 45 mil millones y se prevé que pueda
alcanzar más de 92 mil millones de dólares en el
2011, con un cubrimiento de más del 10% de toda la
industria farmacéutica.6-8 En la actualidad las grandes
farmacéuticas tienen sus mayores ingresos de la venta
de estos productos, por tanto la investigación en este
rubro también ha aumentado en gran modo y el ca-
tálogo de biofármacos es cada vez mayor en trata-
miento, curación, prevención o diagnóstico de enfer-
medades.

Sistemas de expresión de proteínas
recombinantes

La elección del microorganismo para expresar la
proteína de interés depende en gran medida de las
características fisicoquímicas de la proteína a produ-
cir. Los sistemas procariotes expresan proteínas solu-
bles o en forma de agregados intracelulares o cuer-
pos de inclusión, sin plegamiento, lo que implica su
estructuración in-vitro.2,9 Los sistemas eucariotes intro-
ducen modificaciones postraduccionales como glico-
silaciones, eliminación de la metionina inicial y ruptura
proteolítica de un precursor, entre otros, asemejando
las proteínas recombinantes a las endógenas.10

Escherichia coli es uno de los modelos más simples
para la producción de proteínas recombinantes. En el
mercado, cerca del 30% de las PT «sencillas» son
producidas en E. coli, entre ellas algunas citoquinas, de

forma soluble o en forma de cuerpo de inclusión,
con rendimientos de 20% de la proteína de interés
frente a las proteínas totales.10-12 El modelo de pro-
ducción en E. coli alcanza los más altos niveles de
productividad de proteína de interés, presentando
grandes ventajas en los procesos de escalamiento. Sin
embargo, también impone limitaciones como la se-
lección de la proteína que se producirá, ya que las
bacterias carecen de la capacidad de realizar la mayor
parte de las modificaciones postraduccionales de la
proteína.11,13 Algunas proteínas heterólogas expresa-
das en E. coli tienden a agregarse espontáneamente
después de la acumulación de productos dentro de
las células, formando cuerpos de inclusión y esta ca-
racterística es aprovechada en producción.14-17

Por otro lado, la selección de los sistemas bacte-
rianos a ser utilizados en la industria depende del tipo
y el uso del producto, como también de los asuntos
legales de propiedad intelectual. Un alto número de
nuevos vectores de expresión han sido desarrollados
últimamente. Sin embargo, el uso de bacterias en la
industria es muy limitado y cepas derivadas de E. coli
K-12 son normalmente las seleccionadas.5 En años
recientes, cepas con baja producción de subproduc-
tos como ácidos orgánicos, se han vuelto populares
por su capacidad de crecer en altas densidades y con
altas productividades.5

Algunas levaduras como Saccharomyces cerevisiae,
Hansenula polymorpha y Pichia pastoris están entre las le-
vaduras más utilizadas en la industria, por su alta ve-
locidad de crecimiento, adaptabilidad a los cambios
de escala en biorreactores y la posibilidad de alcanzar
altas concentraciones celulares, redituando en altas
productividades.18-22 Otra gran ventaja es que estos
microorganismos no producen endotoxinas, y ade-
más son capaces de glicosilar proteínas de manera si-
milar a las líneas celulares animales.

Por otro lado, actualmente cerca del 60% de pro-
teínas recombinantes terapéuticas aprobadas para
consumo humano, son producidas en células de ma-
mífero de ovario de hámster chino (CHO) y de ri-
ñón de hámster bebé (BHK), ya que presentan la ca-
pacidad de producir las proteínas de manera bien
plegada, con las modificaciones postraduccionales
necesarias para ser altamente similares a las endóge-
nas.10,23 Sin embargo, los costos asociados a los me-
dios de cultivo y adaptación de las células animales
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hacen de este sistema el más costoso para la produc-
ción de una proteína en especial. Un ejemplo típico
es la producción de interferón beta 1a, donde hay
dos tipos de interferón (IFN) beta recombinante: el
IFN beta-1a y el IFN beta-1b. Este último produci-
do por E. coli difiere del IFN beta humano en que
posee una serina en lugar de una cisteína en la posi-
ción aminoacídica 17, carece de metionina N-termi-
nal y no presenta glicosilación del residuo de aspara-
gina en la posición 80. En contraste, el IFN beta-1a
se produce en líneas celulares de mamífero, está gli-
cosilado y es virtualmente igual a la proteína humana
nativa.24 Los dos IFN´s beta contienen idénticas ca-
racterísticas físico-estructurales y físico-químicas; pero
la actividad antiviral, anti-proliferativa e inmmuno-
moduladora del IFN beta-1a es de 10 a 15 veces
mayor que la del IFNbeta-1B.24

Un acercamiento a un proceso de
producción de proteínas terapéuticas

recombinantes

Como se presenta en la figura 1, un proceso general
de producción de proteínas recombinantes comienza
con la selección e identificación del gen responsable
de la producción de la proteína de interés. Después
de la identificación y selección, se deben colocar en

plásmidos e insertarlos dentro del hospedero que
puede ser una bacteria, levadura o célula animal.10 Se
deben aislar copias idénticas de las células transfor-
madas y aquellas que producen la proteína de interés
en mayores cantidades, son subcultivadas, colocadas
en crio-viales, bajo buenas prácticas de fabricación y
guardadas en sistemas refrigerados a -80 °C o en ni-
trógeno líquido y denominado como banco maestro.25

Un vial de este banco maestro es subcultivado nueva-
mente para poder producir el banco de trabajo y de
éste se utilizarán los viales para la producción. Nor-
malmente, el banco maestro puede contener 100 via-
les y de cada uno potencialmente se puede generar un
banco de trabajo de 100 viales cada uno. Si un vial es
usado para un proceso o lote de producción, poten-
cialmente se pueden realizar 10,000 lotes. Normal-
mente, una compañía puede llevar a cabo dos lotes
de producción por semana, lo que implicaría que el
banco maestro de la clona original alcanzaría para
casi 100 años de producción. Por otra parte, los ban-
cos deben ser muestreados continuamente para anali-
zar la viabilidad, pureza e identidad celular, estabilidad
genética (número de copias de plásmido, identidad e
integración del plásmido) y fenotípica del cultivo,
como también caracterizar el producto obtenido.25

Los procesos productivos actuales para manufac-
turar proteínas recombinantes de alto valor agrega-

Banco maestro

Banco de trabajo

Preparación de inóculo

Cultivos de inoculación

Cultivo

Si el producto es
intracelular

Si el producto es
extracelular
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Recuperación de células

Ruptura de células

Remoción de debris

Concentración y purificación

Remoción y eliminación
de células

Sobrenadante

Figura 1. Esquema general de un pro-
ceso de producción de proteínas re-
combinantes.
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do, requieren ser altamente productivos, robustos y
con bajos costos de producción.11,26 Mientras algunas
proteínas recombinantes necesitan producirse en
grandes cantidades, como la insulina, de la que se pla-
nea una demanda de 16,000 kilogramos en 2012,27 la
mayoría de biofarmacéuticos son producidos en ba-
jas cantidades (algunos kilogramos por año), por las
cantidades necesarias para colmar la demanda mun-
dial.6 En la industria biofarmacéutica, parece ser que
un par de miles de litros son los volúmenes más
grandes a ser utilizados28 y el volumen de cultivo está
normalmente limitado a la estabilidad de la clona o a
los fenómenos de transferencias de oxígeno y calor
para mantener el cultivo en condiciones óptimas.10,29,30

En cuanto a la estabilidad de la clona, el hecho de
que el número de plásmidos se vea disminuido a me-
dida que incrementa la escala de producción, resulta
en un decremento de la productividad y un aumento
de los costos de producción.10 Normalmente, se de-
ben llevar estudios independientes del número míni-
mo de duplicaciones donde la productividad (o el
número de plásmidos) se mantenga constante o al
menos en los niveles mínimos para que la productivi-
dad no se vea afectada.16

Otro aspecto donde el volumen de cultivo puede
verse afectado es por los niveles de expresión de las
proteínas en los diferentes hospederos y la compleji-
dad de las proteínas a ser expresadas. Si bien es cierto,
E. coli presenta altas productividades de producción
(del orden de 10–15 g/L de la proteína de interés), la
complejidad de las proteínas que puede producir es
baja.10-12 Por otra parte, las células animales pueden
producir proteínas de características complejas pero
con muy bajos rendimientos de producción.10

Por otra parte, la purificación es un aspecto muy
importante en la producción de productos recombi-
nantes y normalmente es el más costoso. El objetivo
de la purificación es obtener la mayor cantidad de
producto con respecto al inicial, con el menor des-
perdicio posible y con la pureza exigida como míni-
ma para el producto.10,11,16 Así, en las operaciones y
procesos de separación y purificación de los produc-
tos, estas etapas comprenden en forma general, sepa-
ración de insolubles por filtración, centrifugación, o
decantación, separaciones primarias por extracción,
absorción, adsorción, ultrafiltración y purificación
por extracción líquido-líquido, extracción a dos fases

acuosas, o cromatografía de afinidad y finalmente ais-
lamiento del producto. En caso de proteínas tera-
péuticas, en el mayor de los casos, la pureza final
debe ser mayor al 90%.31 En el caso de que las pro-
teínas sean producidas por el hospedero de manera
intracelular, los cultivos son seguidos por una centri-
fugación con la finalidad de obtener la biomasa en
forma de pasta celular, desechando el sobrenadante.
Se obtiene el material intracelular por ruptura de las
células mediante sistemas enzimáticos y/o mecánicos.
Dependiendo de la naturaleza del producto se debe
obtener el sobrenadante o el precipitado celular, esto
en el caso de que las proteínas se produzcan como
cuerpos de inclusión. Existen muchos métodos de
purificación de proteínas recombinantes; sin embar-
go, los métodos cromatográficos son los más usados
por su facilidad en escalamiento, reproducibilidad y
fácil validación.16,31

A partir del uso de una maquinaria biológica para
producir una proteína heteróloga, el cultivo en bio-
rreactores y los diferentes pasos de purificación, es
de vital importancia la caracterización analítica y bio-
química de las proteínas producidas,1,12,14,26 ya que es
de especial interés determinar y comprobar identidad
molecular lote a lote. En farmacopeas se especifica la
caracterización analítica de proteínas mediante la de-
terminación de peso molecular por electroforesis en
geles de poliacrilamida, determinación de punto iso-
eléctrico por isoelectroenfoque, separación y análisis
de pureza por cromatografía líquida de alta resolu-
ción, determinación de isoformas por electroforesis
capilar y/o mapeo peptídico, según cada proteína.
Actualmente, la proteómica, se implementa para de-
terminar similitudes entre biofármacos e identidad
durante los procesos de producción, como la se-
cuenciación de aminoácidos, fragmentación de ami-
noácidos por espectrometría de masas, así como la
determinación de pesos moleculares y propiedades
biofísicas.

Perspectivas

La demanda de proteínas recombinantes terapéuticas
de consumo humano se ha convertido en una reali-
dad comercial y ha aumentado dramáticamente du-
rante los últimos años, salvando un número inconta-
ble de vidas gracias a la casi accesibilidad ilimitada de
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estas proteínas. Más de 80 proteínas recombinantes
están aprobadas para consumo humano y al menos
en 2008 se aprobaron 13 más de ellas. Además, exis-
ten más de 360 nuevas medicinas en desarrollo
(www.phrma.org). Aunque mucho se ha avanzado, la
producción de proteínas recombinantes constituye un
campo que necesita ser mucho más estudiado, más
aún cuando los precios de muchos de estos medica-

mentos son altos y de difícil acceso en países en vías
de desarrollo.

Una de las estrategias que se deberá seguir debe
estar encaminada a desarrollar nuevos procesos más
eficientes y menos costosos de producción de pro-
teínas terapéuticas idénticas a las aprobadas y que
normalmente se conocen como biofármacos de se-
gunda entrada (o biogenéricos).
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