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RESUMEN

Los sistemas de expresién de proteinas 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 expresién de biofarmacos proteicos con procesamientos postraduccionales especificos, que garanticen una actividad
biolégica similar a la de la proteina nativa. En esta revisién se presentan las principales ventajas y desventajas de
los sistemas de expresion mas utilizados en la actualidad, con especial énfasis en las capacidades de la glandula
mamaria como biofdbrica. Se han desarrollado varios métodos de modificacién genética de este 6rgano; la utilizacion
de uno u otro estd condicionada fundamentalmente por las caracteristicas especificas de la proteina de interés y la
inmediatez en la obtencién del producto final. Sin embargo, la gldndula mamaria posee una “maquinaria” de
glicosilacion limitada, donde se sintetizan, sobre todo, estructuras oligosacaridicas de tipo complejo, biantenario y
monosialilado.
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REVISION

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.

Introduccion

La produccién de proteinas 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 biolégica de varias proteinas se afecta
debido a inadecuado procesamiento postraduccional
en estos sistemas de expresion [2]. Por estacausa, la
produccion de muchos biof armacos proteicos en su
formaactivarequiere dela“maquinaria’ biosintética
de células eucaridticas superiores [3]. Los sistemas
basados en el cultivo de células de mamiferos se han
convertido en estrategias viables parala produccién
de proteinas biol6gicamente activas [4], aunque €l
cultivo de células superiores y la transformacion
genética estable de estas lineas celulares, son
procesos costososy exigentes desde el punto devista
técnico [5].

Se han obtenido animal es genéticamente modificados
que expresan proteinas recombinantes en sus tejidos
y lassecretan enlosfluidoscorporales[6]. Laglandula
mamaria se identifica como una alternativa apropiada
para la produccién de proteinas recombinantes con
modificaciones postraduccionales propias de
eucariontes superiores[7]. Las proteinas se sintetizan
en las células que componen el epitelio mamario y de
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inmediato se secretan en la leche, a partir de la cual
estas se pueden purificar mediante procesos
relativamente sencillos [8].

El empleo de mamiferos como biofébricas implica
la creacion de construcciones genéticas, en las que el
gen que codificaparalaproteinadeinterés esta unido
a secuencias reguladoras que permiten su expresion,
especificamente en las células del epitelio glandular
mamario, durante la lactancia [9]. La transgénesis
mediante microinyeccion de ADN a embriones
unicelulares es la técnica mas empleada para la
generacion de animales cuyas glandulas mamarias
secretan proteinas recombinantes en laleche[10, 11].
No obstante, esta tecnologia presenta limitaciones
que atentan contra su empleo, pues el proceso es
técnicamente exigente y muy caro, e ineficiente
cuando setrata de animales deinterés productivo. Se
estima que la generacién de un rumiante transgénico
demanda entre 200 000 y 500 000 ddlares [12, 13].
Ademas, se requiere un largo periodo entre la
incorporacién del ADN al genoma del embriony la
colecta de la proteina recombinante en las lineas
transformadas [14]. La expresion ectopica de los
transgenes es otra limitacion que posee el sistema,
que pudiera afectar drasticamente la viabilidad del
animal transformado [15].
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Paralageneracion de animal es de granjatransgénicos
es necesario disponer de muchas hembras, donantesy
receptoras. Estas son indispensables para tener éxito
en la transformacion genética e implantacion de los
embriones que daran lugar a las crias transgénicas.
Asociados aestos gastos, se suman |os costos elevados
delosinsumosy equipamientos que serequieren para
desarrollar las técnicas de transferencia de ADN
recombinante aembriones de mamiferosy el posterior
cultivoin vitro [16].

Latransferenciadirectade material genético exdgeno
alascéulasdd epitelio glandular mamario en mamiferos
adultos, es una estrategia acertada para evadir los
problemas actuales de latransgénesis. Estaalternativa
podria disminuir el costo de la produccion de
bioférmacos y reducir el tiempo necesario para su
obtencion [17]. El éxito del ensayo consiste en
encontrar el vector o vehiculo adecuado paratransferir
losgenesdeinterésalas célulasepitelialesmamariasy
quelatransduccion ocurradeformamasivay eficiente.

Varios grupos de investigacion han intentado
desarrollar sistemas de expresion en la glandula
mamaria, basados en latransferenciain situ degenesa
epitelio secretor. Paraello se ha probado unavariedad
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 sehalogrado laexpresion delostransgenes
en laleche, los bajos niveles de expresion y €l corto
tiempo que esta dura hacen que | os procedimientos de
transformacion sean inviables en el contexto de un
sistema productivo.

Particularmente | os vectores adenoviral es poseen
ventajas que podrian facilitar latransferencia directa
de material genético alas células diana, en €l 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 division [23]. Los sistemas de multiplicacion
para obtener titulos elevados se han optimizado; de
esta forma se facilita su manipulacion [24]. Ademas,
no se integran al genoma de la célula hospedera, lo
que permite que la expresion de los genes de interés
no se vea afectada por eventos de baja expresion
dependientes del sitio de integracién [12]. Con el
desarrollo de nuevos métodos de transformacion
adenoviral en la glandula mamaria, se han obtenido
niveles de expresion de miligramos por mililitros en
laleche deratonesy cabras. Estos resultados podrian
ser un punto de partidaparael desarrollo de sistemas
de produccién de proteinas recombinantesen laleche
de mamiferos genéticamente modificados, mediante
latransduccion transiente de la glandulamamaria con
vectores adenovirales. Sin embargo, € tiempo limitado
en la expresion de | os transgenes persiste alin como
una desventaja considerable de este método.

Expresion de proteinas recombinantes

El desarrollo en latecnologiadel ADN recombinante, a
mediados deladécadadelos 70 del pasado siglo, marco
el comienzo de la era moderna en la biotecnologia. La
industriabiofarmacéutica con lageneracion de proteinas
con fines terapéuticos, representa la mayor aplicacion
industrial de esta tecnologia [25]. En este sentido, la
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produccién de proteinas recombinantesy el desarrollo
de modelos animales forman parte de los objetivos
fundamental es de varios grupos de investigacién.

Muchos organismos se utilizan como biorreactores
para la produccion de proteinas heterdlogas. Entre
ellossedestacan lasbacteriasy laslevaduras como los
méssimplesy baratos, mientrasloscultivosartificiales
detgjidosy los organi smos genéticamente modificados
se consideran los més complejos y costosos [5]. La
seleccion de un organismo u otro parala expresion de
proteinas de interés biofarmacéutico esta relacionada
con los eventos postraduccionales especificos,
necesarios para que ocurran |os plegamientos correctos
gue garanticen la actividad biolégica de la molécula.
Este es un elemento que definelos posibles hospederos
gue se deben escoger.

Expresion de proteinas recombinantes
en microorganismos procariontes

Para la produccion de proteinas recombinantes en
microorganismos procariontes, la especie mas
empleada y estudiada genética y fisiolégicamente es
Escherichia coli [26, 27]. Entrelasventajas que brinda
este microorganismo como biorreactor estan: 1) la
rapidageneracion de biomasa, dadasu elevadavel ocidad
de crecimiento, 2) la facil manipulacion genética, 3)
que no requiere de medios de cultivo ni equi pamientos
costosos y 4) laata eficiencia en laincorporacion del
material genético foraneo [28].

Sin embargo, la expresion de proteinas en
microorgani Smos procariontes tiene la desventaja de
gue estos no expresan muchas de las modificaciones
postraduccional es necesarias para obtener proteinas
recombinantes biol6gicamente activas. En estos
hospederos no se forman puentes disulfuro entre las
cisteinas durante la expresion intracelular, debido a
queel ambienteintracelular esmuy reductor. Ademas,
durante su sintesis no enlazan oligosacaridos a las
proteinas, ni modifican las tirosinas mediante
sulfatacion [1].

En las bacterias es poco probable la secrecién de
proteinas recombinantes al medio extracelular, y
frecuentemente, cuando se expresan, estas proteinas se
acumulan como agregados insolubles en € citoplasma,
los cuales se denominan cuerpos de inclusion. Para la
purificacion a partir de estos cuerpos de inclusion, es
necesario €l uso de agentes caotrdpicos que tienden a
desnaturalizar |aproteinarecombinante. Estas sustancias
alteran la estructura terciaria de las proteinas, 1o que
conduce aladisminucion o eliminacion de la actividad
biol6gicainherente a estas moléculas [29].

Expresion de proteinas recombinantes
en microorganismos eucariontes
inferiores

Las levaduras muestran importantes ventajas sobre
las bacterias como hospederos para |a produccion de
proteinas heterdlogas de origen eucaridtico [30]. Estas
combinan lasimplicidad de los sistemas de expresion
bacterianos con 10s bajos costos de los medios de
cultivo y, ademéds, poseen un medio intracelular més
apropiado parael procesamiento postraduccional y la
secrecion [31].

Adicionalmente, las levaduras glicosilan las
proteinas, lo que influye de manera positiva en la
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integridad estructural, solubilidad y actividad biol 6gica
de las cadenas polipeptidicas sintetizadas [32, 33].
Sin embargo, los sistemas de expresion basados en la
levadura Saccharomyces cerevisiae han presentado
problemasal tratar dellevar los procesos establecidos
en ¢ laboratorio a la escala industrial, en su mayoria
relacionados con lainestabilidad delas multicopias de
los plasmidios transformantes en un ambiente de
elevada densidad celular [34].

Laincorporacién de cadenas de oligosacéridos que
contienen mas de 50 residuos de manosa, (Man) genera
un perfil diferenteal delaproteinanativa. Ademas, las
manosas terminales, unidas a resto de la cadena
mediante un enlace del tipo al,3, confieren a la
proteina una elevada inmunogenicidad en los
mamiferos. La hipermanosilacion también puede
modificar la farmacocinética de las glicoproteinas, lo
que limita la utilizacién de la molécula con fines
terapéuticos [31].

Otro hospedero muy utilizado en la actualidad
como sistema de expresién es la levadura meti-
lotrofica Pichia pastoris. Esta se caracteriza por
una eficiente utilizacion del metanol como fuente
de carbono y energia, aunque igualmente puede crecer
en una gran variedad de sustratos [35]. Desde el
punto de vistade laglicosilacion, y adiferencia de
S. cerevisiae en lalevaduraP. pastorissesintetizan
cadenas de oligosacéridos de menor grado de
polimerizacién, que carecen de cadenas de manosas
terminales, unidas por enlaces al,3. Sin embargo,
como solo se enlazan oligosacéridos de tipo
oligomanosidico, se reduce la capacidad de este
hospedero para la expresiéon de proteinas cuya
actividad bioldgica esté directamente ligada a un
patron de glicosilacion especifico [36].

Recientemente se logré modificar genéticamente la
ruta enzimética de glicosilacion de la P, pastoris, y se
obtuvieron cepas que generaron patrones de
glicosilacion de tipo complejo. Estaes unaaternativa
novedosa para la produccion de proteinas recombi-
nantes en microorganismos eucariontes inferiores, la
cual permitelaobtencion delaproteinadeinteréscon
un patrén de glicosilaci on especifico y con unaelevada
homogeneidad [37].

Plantas como biorreactores para la
expresién de proteinas recombinantes

L as plantas genéticamente transformadas representan
unaopcién muy econdémicaparalos actual es sistemas
de produccién de biof armacos, debido a su bajo costo
y capacidad de produccion agran escala, asi como ala
simplicidad delacosechay € amacengje. Laexpresion
de vacunas y anticuerpos en plantas despierta un
interés especial en la actualidad, como sistema de
produccion de proteinas farmacéuticas [38, 39]. Las
plantas se consideran unos de los sistemas de
produccién més seguros, yaque carecen de secuencias
de ADN oncdgenas[40].

Ellas poseen ventajas sobre otros sistemas de
produccioén, particularmente debido a que son
economicas y seguras, pero a igua que las levaduras,
tienen la limitacion de no generar perfiles de
oligosacaridos detipo complejo. Enlasplantasno existe
el precursor deécido sidlico como lasenzimasencargadas
delaelongacion delas cadenas oligosacaridicas: lab1,4-
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galactosiltransferasay lasidiltransferasa[41]. Ademés,
la adicién de xilosa b1,2 y fucosa al,3 genera
biomoléculas que resultan inmunogénicas en roedores
y que podrian limitar su utilizacion como agentes
terapéuticos en |os seres humanos [42].

Expresion de proteinas en cultivos
celulares de mamiferos

La mayoria de las proteinas utilizadas con fines
terapéuticos en los seres humanos, incluyendo las
proteinas de la sangre como citoquinas e inmu-
noglobulinas, proteinas estructurales, hormonas y
proteinas lisosomales, se dirigen hacia el lumen del
reticulo endoplasmético durante la traduccién vy,
posteriormente, se transportan a través del aparato
de Golgi alos compartimentos lisosomales, lamatriz
extracelular o al torrente sanguineo [3]. La mayor
parte de las modificaciones de las proteinas durante
su sintesis ocurren en estos compartimientos y
comprenden |os procesos de corte del péptido sefial,
laformacion de puentes disulfuro entre cisteinas, la
sulfatacion detirosinas, lacarboxilacién, lametilacion,
lahidroxilacion, lafosforilacion, la N-glicosilacion y
la O-glicosilacion [43].

Existen varias proteinas humanas de gran interés
farmacéutico, como la eritropoyetina (EPOh), laa 1-
antitripsina, €l activador histico del plasminégeno
(tPA), losfactores de la cascada de coagulacion VIl y
IX, laproteinaCy el fibrindgeno, cuya bioactividad,
farmacocinética, estabilidad y solubilidad estan
estrechamente ligadas a numerosos procesos de
modificacidn postraduccional como |os mencionados
antes. Debido alas caracteristicas de estos biof armacos,
se hace necesaria su expresion en células hospederas,
cuyamaguinariametabdlicaseasimilar aladelacélula
productora nativa [4].

En la actualidad, més del 60% de las proteinas
recombinantes de interés farmacéutico se producen
encultivoscelulares[44]. A partir de que se establecio
laprimeralineacelular enladécadadel 60 del pasado
siglo [45], numerosos tipos celulares de diferentes
tejidos y variadas especies se cultivan in vitro. Sin
embargo, solo algunas de estas lineas se han modificado
genéticamente como biorreactores, debido a las
restricciones de bioseguridad asociadas con la
produccion de biofarmacos [46]. Las células mas
utilizadas en estos momentos son las del ovario de
hamster chino (CHO), las células derivadas del
mielomamurino (NSO), las células del rifidon del bebé
de hémster (BHK), las del rifion de embrion humano
(HEK-293) y las células derivadas de la retina
humana (PERCS6) [47].

Ademas del adecuado procesamiento postra-
duccional, la secrecion a medio es una de las mayores
ventajas de la produccion de biofarmacos en cultivos
celulares. La mayoria de los productos proteicos
desarrollados por esta via, se modifican por ingenieria
genética para promover su transporte al medio
extracelular. Esto facilita, en gran medida, |os procesos
de purificacién, pues € medio de cultivo es pobre en
proteinas contaminantes [48]. El crecimiento acelerado
de la industria farmacéutica propicia la generacion de
métodos cada vez mas eficientes y especificos para
optimizar la produccion 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 expresion de proteinas complejas,
los requerimientos biol 6gicos de latécnica, asi como la
complejainfraestructuraque se necesitapararealizarl os,
encarecen los biofarmacos producidos en estos
hospederos [5]. Una solucion de costo-factibilidad
podria estar en la utilizacion de los animales
genéticamente modificados, que pueden llegar a
convertirse en pequefias biofabricas o biorreactores de
proteinas recombinantes.

Animales como biorreactores

Genéticamente se han modificado varias especies de
animal es para expresar proteinas recombinantes en sus
fluidos corporales[6]. Se define como transgénico aun
organismo a cud seleinsertaen su genomaun segmento
de ADN exégeno, cuya modificacion se trasmite a su
descendencia. Latransferenciade material genético para
la generacion de animales transgénicos se rediza en
etapas iniciales del desarrollo embrionario, 10 que
favorece € paso de la nueva informacion a la linea
germina del individuo genéticamente modificado. Las
aplicaciones principales de los animales transgénicos
se concentran en laobtencion demodelosanimalesy en
la produccion de proteinas recombinantes [51].

Por lo general, las proteinas recombinantes
producidas en el animal transgénico se expresan en
las células de un tejido especificoy se secretan en un
fluido corporal determinado. Laeficienciadel sistema
sereflejaen lacapacidad secretoradel tejido escogido
y enlafacilidad paracolectar el fluido al que sevierte
la proteina heterdloga [52]. En varios fluidos
corporal es de mamiferos se han expresado proteinas
recombinantes de interés biofarmacéutico. Ejemplos
de €ello lo constituyen la secrecion de anticuerpos
humanos recombinantes en el fluido sanguineo de
diferentes lineas transgénicas de ratones, conejos,
cerdos y ovejas [53, 54], asi como la expresion de
a l-antitripsina humana biol 6gicamente activa en la
sangre de conejos transgénicos [15].

Una primeralimitacion de la expresion de proteinas
en lasangre, es separar la proteina recombinante de su
homdlogaen & hospedero, pueslascaracteristicasfisico-
bioquimicas de estas moléculas se mantienen muy
conservadasentrelosvertebrados. Ademas, lasproteinas
secretadas al suero sanguineo son poco estables en este
medio o afectan drasticamente la sobrevida del
organismo hospedero, 10 que ha determinado que en la
actualidad se considere este sistema como poco idéneo
paralaexpresién de proteinas recombinantesdeinterés
biofarmacéutico [12].

En estudios recientes se obtuvieron resultados
interesantes a partir dela expresion de biofarmacosen
laorina[55] y en el plasmaseminal [56]. Sin embargo,
laglandulamamaria, por su elevada capacidad secretora
y lafacilidad paralaextraccion delaleche, esel érgano
mas factible para la produccién de proteinas
recombinantes [57].

La glandula mamaria
Expresion de proteinas recombinantes
en la glandula mamaria

Laglandulamamariaesta compuestapor un parénquima,
que sostieneun arbol de ductos embebidosen unamatriz
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degrasa. Estosductos ascienden desdeel canal del pezén
y se hifurcan en canales mas finos hasta terminar en una
estructura circular, denominada avéolo (Figural A). El
alvéol o estarecubierto por unacapadecé ulasepiteliaes,
rodeadas por unacapade células musculares sensiblesa
estimulo delaoxitocina(Figuras 1B y 1C). En presencia
de estahormona, las células musculares se contraeny la
leche presente en e lumen dd avéolo sae d exterior
[58]. Los terminales ductales desembocan en unos
reservorios denominados galactéforos: dilataciones
situadas inmediatamente detras del pezén, donde
confluyelaleche. Enlosrumiantes, losgal act6forosestan
conectados y se ensanchan hasta formar una cisterna
donde se acumula la leche en grandes volimenes; un
grupo de ligamentos y € tgido conectivo mantienen la
gléndulafijaal cuerpo, y todo e conjunto serecubre por
unacapade piel queconformalaubre(FiguralA), [59].

Las células epiteliales mamarias que recubren el
alvéolo integran la unidad de sintesis y secrecion.
Duranted periodo delalactancia, estascélulasepitelides
reciben sefidl es hormonales, que activan |os promotores
de genes, los cuales codifican proteinas especificas que
son producidasy secretadasen el fluido [acteo. Ademas,
através del epitelio mamario, ocurre € transporte de
biomoléculas desde la sangre hasta laleche [60].

La leche es un fluido muy abundante y rico en
proteinas en algunos mamiferos, sobre todo en los
rumiantes, donde sellegan aproducir 200 g de proteina
por diay hasta 1 kg [14]. La glandula mamaria tiene
capacidad para producir una variedad de proteinas
recombinantes biol6gicamente activas como el tPA
[61], lahormona de crecimiento humana (hGH), [62]
el factor de crecimiento neuronal [63], la proteina C
humana [64], |a antitrombina humana (ATh) [65] vy la
lactoferrina humana[66] (Tabla1).

Transgénesis en la glandula mamaria

En 1987, Lothar Hennighausen y Heiner Westpal, del
National Institute of Health, de EE.UU., en colaboracion
con Katy Gordon, del Integrated Genetics Ingtitutes,
marcaron un hito en e campo delabiotecnologiacuando
expresaron € activador histico del plasmindgeno humano
en la glandula mamaria de ratones transgénicos [61].
Desde entonces se han realizado mdiltiples estudios que
contribuyen al desarrollo detécnicas méseficientespara
lageneracion de mamiferos transgeéni cos, productoresde
proteinas recombinantes en laleche.

Lobylos ™

Ductos

Cisterna

Pezon P: parénquima
L: lumen
Canal del pezén
(A) (B)

CE: células epiteliales
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Figura. 1. Caracteristicas morfolégicas de la glandula mamaria. A: Representacion esquemética de la
glandula 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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Tabla 1. Proteinas humanas de interés biofarmacéutico expresadas en la leche de mamiferos transgénicos [14]

Proteina Fuente del transgén Promotor Niveles de expresién
Vaca
Lactoferrina ADN genémico a- S1caseina bovina No disponible
a-lactoalbomina No determinado No disponible 2.4 mg/mL
Cabra
Antitrombina Ill No determinado b-caseina de cabra 14 mg/mL
aS1-antitripsina No determinado b-caseina de cabra 20 mg/mL
Hormona de crecimiento No determinado Retrovirus 1.2 x 10-4 mg/mL
Anticuerpo monoclonal ADN genémico b-caseina de cabra 10 mg/mL
Activador tisular del plasminégeno ADNc b-caseina de cabra 6 mg/mL
Cerdo
Factor VIII ADNc WAP murino 3 mg/mL
Proteina C ADNCc WAP murino 1 mg/mL
Conejo
Calcitonina Prot. de fusién b-lactoglobulina bovina 2.1 mg/mL
Superéxido dismutasa ADNc WAP murino 2.9 mg/mL
Eritropoyetina ADNCc WAP de conejo 50 mg/mL
Eritropoyetina Prot. de fusiéon ADNc b-lactoglobulina bovina 50 mg/mL
Hormona de crecimiento ADN genémico WAP murino 50 mg/mL
Factor de crecimiento insulinico 1 ADNCc a- Slcaseina bovina 1 mg/mL
Interleucina-2 ADN genémico b-caseina de conejo 0.5 mg/mL
Oveja
a1-antitripsina Minigén b- lactoglobulina ovina 35mg/mL
Factor VIII ADNc b- lactoglobulina ovina No disponible
Factor IX ADNc b- lactoglobulina ovina 5 mg/mL
Fibrinégeno ADN genémico b- lactoglobulina ovina 5 mg/mL

Laexpresion de elevados niveles de estas proteinas
en la glandula mamaria depende, en gran medida, del
casete de expresion utilizado y del método para la
transferencia del material genético. En este sentido, la
fortaleza del promotor es muy importante. Los
promotores mas utilizados son aquellos que en
condiciones naturales regulan la expresion de las
proteinasdelaleche, o que permitedirigir laexpresion
de la proteina recombinante de forma especificaalas
células epiteliales mamarias.

La fortaleza de los promotores propios de las
proteinasdelalechevariaentrelasdiferentes proteinas
eincluso entrelas diferentes especies. L os promotores
delakappa-caseinay laa S2-caseina[12] son débiles,
mientrasqueel promotor delaproteinaécidadel suero
derata (WAPT) [9], € delaaSl-caseinade cabra[67]
y €l delab-lactoglobulinade oveja[68] son muy fuertes
(Tabla1).

Para un mismo casete de expresion, los niveles de
produccién de la proteina recombinante varian de una
lineatransgénicaaotra. Estavariacién seatribuyeaun
fendmeno denominado «efecto de posicion», en el cua
el silenciamiento en la expresion del transgén esta
determinado por la region de la cromatina, de la
heterocromatina o de la eucromatina, en laque este se
inserta[69, 9]. Enlaactualidad se han disefiado casetes
para la expresién de proteinas recombinantes en la
glandulamamaria, que comprenden lacombinacion de
grandes secuencias reguladoras de los promotores y
elementos reguladores lgjanos, 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 transcripcion activa, independientes del
sitio de integracion.

Laespecificidad delos promotores es otro aspecto
importante en la transgénesis, debido a la homologia
que presentan algunos transgenes con las proteinas
endogenas del hospedero. Cuando el transgén se

expresa en tejidos ectopicos en las diferentes etapas
de desarrollo del hospedero, puede afectar mucho su
fisiologia[15]. A estefendmeno sele denominaefecto
colateral delaexpresion ectdpicadel transgén. Algunas
proteinas recombinantes, como la eritropoyetina,
causan severos dafios en el hospedero cuando se
expresan bajo el control de promotores que no son
regulados estrictamente [15, 17].

Transferencia génica

L os primeros métodos para |a transferencia de ADN
heterélogo a embriones de mamiferos se basaron en
vectoresretrovirales. En 1974, Jaenisch [73] describid
lainfeccion de blastocistos de ratén con el virus SV40
y la persistencia del genoma vira integrado en los
animales adultos; y en 1976 se obtuvo la transmision
mendeliana del virus de laleucemia murina (MMLV)
en embriones de ratdbn microinyectados con este
retrovirus[74]. Sin embargo, losoncorretrovirustienen
una capacidad de traduccién limitada a células en
division [75]. Debido aesto, lainfeccion deembriones
con vectores retrovirales en una etapa temprana de
desarrollo fue unaintegracion tardiay no homogénea
enel tgido, y ello afectd considerablementelaeficiencia
del método [76].

La reducida capacidad de clonacion, de menos de
10kb, esotroinconveniente parael uso delosvectores
retrovirales aplicados a la transgénesis. Esto dificulta
la clonacion de las secuencias gendmicas de las
proteinas de interés, asi como de las grandes regiones
reguladoras, propias delos promotores delas proteinas
de la leche y de los elementos reguladores distales
[77]. Ademés, las secuenciasterminal esrepetidas, que
flanquean el genoma retroviral, interfieren con los
promotores de mamiferos y suprimen o disminuyen
la expresion de los genes que regulan [78]. De esta
forma se desarrolla un fenémeno de silenciamiento de
laexpresion, mediado por metilacion en lostransgenes
y cercadel sitio de integracion [79].
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Otro método para la transferencia de material
genético foraneo es la microinyeccion de ADN a
embriones unicelulares. Hasta la actualidad, este
método se ha utilizado como la técnica mas universal
detransferenciahorizontal de material genético, desde
el hallazgo de Gordon en 1980[11]. Latécnicaconsiste
enlamicroinyeccion del ADN foraneo en el pronticleo
de embriones unicelulares y lainsercion, a azar, del
material genético en el embrién microinyectado [80,
10]. El método no ha variado sustancialmente en los
ultimos 25 afios, y se aplica en ratones, hamsters,
conejos, cerdos, ovejas, cabras y vacas [12]. En la
mayoria de estos animales, los embriones se extraen
de una hembra donante, se microinyecta el ADN
foraneo en uno de los prondcleos del zigoto y se
transfiere a una hembra receptora, que engendra las
crias transformadas. En vacas, es necesario madurar
los ovocitos y fertilizarlos in vitro para obtener
suficientes zigotos por hembra donante. Una vez
nacidas|as crias, denominadas fundadores, se analizan
paradeterminar la presenciadel transgén insertado en
el genomayy los individuos positivos se cruzan entre
si, para obtener lalinea genéticamente modificada.

Los inconvenientes principales de la microin-
yeccion aplicada a la generacion de biorreactores,
radican en laeficienciade integracion del transgén en
rumiantes y otras especies mayores (menos del 2%
en cerdos, ovejasy cabras; menos del 1% en vacas),
asi como en el tiempo que transcurre para llegar a
obtener un pequefio rebafio que produzcala proteina
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 més el proceso [6, 78].

La técnica de transferencia nuclear de células
sométicas (TNCS) se utilizo inicialmente para crear
unacopiagenéticaidéntica, o clon, deun 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 introduccién directa de
transgenes a ovocitos anucleados. L as células donantes
son modificadas in vitromediante la transfeccion de

ADN exdgeno, antes de que el material genético sea
introducido y reprogramado en los embriones. Esto
permite la seleccion de los embriones transformado
por los métodos convencional es de biologiamolecular,
en cuanto a sitio de integracion, nimero de copiasy
niveles de expresion de la proteinarecombinante. La
técnicaposibilita, ademés, la seleccion del sexoenla
linea de fundadores, en dependencia del individuo
escogido como donante de tejido [82].

De esta forma, € 100% de los fundadores serén
transgénicos e idénticos, s provienen de una misma
linea celular modificada. Hasta este punto, la TNCS
constituiriael método més eficiente parala obtencion
de mamiferos transgénicos como biorreactores. Sin
embargo, persisten ain muchas limitaciones: la
metodologia 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 3y el 5%. En vacas, los
fetos generados por TNCS, se pierden entre €l dia 35
y €l 60 de gestacion. Lamuerte fetal seincrementaen
60%, comparada con embriones generados a partir de
lafertilizacion in vitro [83].

Otra causa muy frecuente de pérdidade crias son
las complicaciones en el embarazo, debido al
sindrome del feto gigante. También se observan
anomalias pulmonares y deficiencias metabolicas
tanto en los fetos como en las crias recién nacidas,
lo que aumenta el indice de mortalidad. Estos
problemas se asocian a deficiencias en la repro-
gramacion del genoma diploide, que se reflgja en
alteraciones letales en los diferentes estadios de
desarrollo del embrion clonado [84].

En los Gltimos cinco afios, latransferencia 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 division [86], con
una elevada estabilidad y sin que se evidencie €l
indeseado efecto de silenciamiento génico [87]. Se ha
obtenido el 60% de €ficiencia de ratones transgénicos

Tabla 2. Cronologia de la produccién de proteinas recombinantes en la glandula mamaria de lineas transgénicas

en diferentes especies de mamiferos [14]

Conejo Cerdo Oveja Cabra Vaca
Tiempo de gestaciéon (meses) 1 4 5 5 9
Madurez sexual (meses) 5 6 8 8 15
Tiempo entre la introduccién del transgén y el inicio
de la lactacién (meses)
Fundador hembra
Lactacién inducida en la pubertad : i i ° °
Lactacién natural 7 16 18 18 33
Fundador macho
Lactacion inducida en la pubertad (hijas) B . 22 2 45
Lactacién natural (hijas) 15 28 31 31 57
Promedio de crias 8 10 1-2 1-2 1
Rendimiento anual de leche (L/afo) 4-5¢ 300 °® 500 800 8000
Produccién de materia prima de proteina
recombinante / hembra / afo (kg) 0.02 1.5 2.5 4 40
? Promedio de produccién de 3 lactaciones por ano
® Promedio de produccion de 2 lactaciones por afo
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[88], € 70% de cerdos transgénicos [89] y el 100% de
eficiencia en la generacion de vacas transgénicas [90],
mediante el sistema de transduccion de embriones
tempranos con vectores lentivirales. Estos resultados
son los masimportantes hasta el presente en el campo
de latransgénesis aplicada a animales de granja.

Modificacién genética in situ del epitelio
glandular mamario

La generacion de lineas transgénicas de animales de
granjaparalaexpresion de proteinas heterdlogas, es
un proceso con muchas limitaciones ain. Como se
describio antes, la eficiencia de integracion del
transgén es muy baja cuando se utiliza latécnica de
microinyeccion. Ademas, el tiempo entre la
microinyeccion del embriony laobtencion delalinea
transgénica puede durar afios en las especies mas
productivas (Tabla 2), y el costo en general es
elevado [91].

La modificacion genética in situ de la glandula
mamaria puede ser una aternativa para evadir las
limitaciones de la transgénesis. Este método consiste
en transferir e ADN directamente a las células que
constituyen el epitelio mamario de unahembraadulta.
Unavez que ocurrelamodificacién genética, laproteina
recombinante se secreta en la leche. La morfologia de
la glandula mamaria facilita € procedimiento: existe
una comunicacion directa através delos finos canales
ductales, desde €l avéolo hasta e terminal del canal
del pezon, lo que permite acceder desde €l exterior
hastalas células epitelialesmamarias, sin necesidad de
emplear lacirugia. Mediantelacanalizacion del pezén,
es posible introducir un catéter al galactéforo o la
cisterna e infundir antibi6ticos, farmacos o material
genético ala gldndulamamaria[17].

El método de modificacion genética in situ es
aplicable a casi todas las especies de mamiferos,
independientemente de su fondo genético, y permite
la insercion de multiples casetes de expresion. La
regulacion de estos no se ve restringida a promotores
de tejido especificos y, ademas, se reduce conside-
rablemente el tiempo entrelaaplicacion del método de
modificacion y la obtencién del producto de interés
[17]. Las principales limitaciones del método estan
asociadas con la baja eficiencia de la modificacion
genética y con €l corto tiempo que se mantiene la
expresion delaproteina heterdloga, 1o que generabajos
niveles de produccion.

En los ultimos afios se han desarrollado dos
meétodos fundamental es paralamodificacion genética
in situ de la glandula mamaria: la transfeccion por
meétodos fisico-quimicosy latransduccién basadaen
vectores virales. La transfeccion directa del epitelio
mamario mediada por métodos fisico-quimicos se
ensay6 con varias metodologias. Entre ellas, se
encuentran la transfeccion in situ con complejos
asociados a poli-iones como DEAE-dextranay poli-
L-lisina [18], la endocitosis mediada por receptor
[19] y latransfeccion mediada por pistolas de genes
[92, 20]. En agunos casos se detecto la presencia del
transgén y la expresion de la proteina recombinante,
aunque los niveles fueron tan bajos que ninguno de
estos métodos se valor6 de manera positiva como
una posible via de produccion de proteinas en la
gléndula mamaria.
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Los vectores retrovirales también se han utilizado
para la introduccion directa de genes en las células
epiteliales mamarias. La capacidad de estos vectores
deinsertarse en el genoma hospedero se empled para
generar model os animales, Utiles en estudios de cancer
de mama y terapia génica, mediante la técnica de
infusion directadel virus através del canal del pezdn
[93-95]. A partir deun vector retroviral incompetente
paralareplicacion, basado en un hibridodel MMLV y
e virusdelaleucemiadd Gibdn, que conteniainsertado
e gendelahGH, seinfundié en laglandulamamariade
cabras con lactacién inducida, y se comprobod la
expresion del transgén en las células epiteliales
mamarias [21]. LahGH recombinante se obtuvo en la
leche delos animalestratados, arazon de 60 ng/mL en
el primer dia de ordefio, y disminuy6 durante los
préximos dias, hasta obtenerse unamesetade expresion
de 12 ng/mL entrelosdiasdel 9 15 delactacion. Con
este estudio se evidencid |a capacidad de transduccion
in situ de la glandula mamaria para la expresion de
proteinas recombinantes, mediante lainfusion directa
de un vector retroviral. Sin embargo, los bajos niveles
de expresi 6n obteni dos desestiman este método como
una posible aplicacion practica[21].

Los vectores adenovirales se emplean en ensayos
deterapiagénica[23, 96], y congtituyen enlaactuaidad
una herramienta importante para la transduccion in
situ de la glandula mamaria. Cuando el adenovirus
infectala céluladianano seintegraa genomaceular,
sino que permanece en € nicleo como una entidad
independiente o epicromosomal. Por lo tanto, los
casetes de expresion que portan lainformacion genética,
no se someten al efecto de silenciamiento génico
dependiente del sitio de integracion. De esta forma se
pueden introducir genes con copias multiples e
independientes en las células epiteliales mamarias,
mediante una infusién del vector viral a través del
canal del pezon.

Mediante la transduccién adenovira in situ de la
glandula mamaria durante el estadio terminal de la
gestacién en ratones, se obtuvieron promedios de
expresion de 1.31 mg/mL delahGH recombinante [93]
y de 2.2 mg/mL de la EPOh recombinante [94], en la
leche de los animal es transducidos. Este procedimiento
aplicado a cabras, como especie productiva, permitio
obtener nivelesde expresion de 1.35 g/L delaEPOh en
laleche [95]. EI método de transformacion adenoviral
in situ de la glandula mamaria permite producir
concentraciones elevadas de proteinas recombinantes
como laEPOh, queresultan letalesal hospedero cuando
se generan animales transgénicos [15, 98].

Las principales desventgjas del método de trans-
duccién adenoviral in situ de la glandula mamaria
radican en el corto tiempo de expresion (10 dias en
ratones y 8 dias en cabras) y en laimposibilidad de
volver a transducir los animales con el vector
adenoviral. Este efecto esta relacionado con la fuerte
respuesta inmune del hospedero contra las proteinas
virales que se expresan en las células transformadas
[22,100]. Sin embargo, lapotencialidad de este método
detransformacion como sistemaproductivo, serefleja
enlos elevados rendimientos de proteinarecombinante
por animal, en €l corto tiempo que transcurre entre la
transduccion adenovira y laproduccion delaproteina
recombinante, asi como en la posibilidad de producir
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Produccién de proteinas recombinantes

proteinas recombinantes que resultan toxicas paralos
hospederos transgénicos [98, 99].

Glicosilacién de proteinas recombinantes
expresadas en la glandula mamaria

Laexpresion de proteinas recombinantes en laglandula
mamaria tiende a modificar el patron de glicosilacion
de las proteinas nativas hacia estructuras especificas
de este tgjido [98, 101]. La ATh plasmética nativa
presentaestructuras oligosacaridicas detipo complegjo,
diantenarias, con ramificaciones de lactosamina (Gal-
GlcNAC) y disidiladas en losextremos con lapresencia
del &cido N-acetil neuraminico (NeuSAc). Sin embargo,
cuando estaproteinase expresaen laglandulamamaria
de cabras transgénicas se observa un cambio en €l
patron de N-glicosilacién, en € que predominan las
estructuras de tipo complejo, diantenarias, con
ramificaciones de tipo lactosadiamina (GalNAc-
GIcNAC), no comin en vertebrados, y monosilailadas,
mediante la unién del acido N-glicolil neuraminico
(Neu5Gc) [101].

Eventos similares de modificacion del patrén de
glicosilacion de proteinasrecombinantes, seobservaron
al caracterizar la EPOh expresada en laleche materna
de ratones [98] y cabras, mediante modificacion
transiente del epitelio glandular mamario (Montesino
y cols., manuscrito en preparacion).

Otro elemento caracteristico eslafucosilacion. Ambas
proteinas recombinantes, ATh y EPOh, expresadas en
la leche contienen un residuo de fucosa enlazado a la
GlcNAc, queseunealaAsndel sitiodeN-glicosilacion
(sequon), aunque este monosacarido no seencuentraen
laATh nativaaislada del torrente sanguineo [65].

Este patron de glicosilacion especifico de la glandula
mamaria puede afectar la actividad biol6gica de las
glicoproteinasque seexpresan enlalechedelosmamiferos
genéticamente modificados. Ademas, se generan

oligosacaridos que pueden activar la respuesta inmune
delospacientestratados con biof &rmacos producidosen
laleche. Un gemplo de ello es el monosacérido Neu5Ge
0 antigeno de Hanganutziu-Deicher, que no esta presente
en las glicoproteinas humanas [103].

La funcion biologica de las modificaciones del
patron de glicosilacion de las glicoproteinas
expresadas en la glandula mamaria no esta definida,
aunque se podria relacionar con un mecanismo de
economia celular. Esta glandula funciona durante la
lactancia como una biofabrica que esta secretando
continuamente unagran cantidad de proteinasa lumen
de la cisterna. La simplificacion de la maguinaria
enzimatica del sistema de endomembranas, que es
responsable del perfil de glicosilacién de las
glicoproteinas secretables, podria facilitar el
transporte y secrecion de estas proteinas.

La glandula mamaria constituye un sistema de
expresion con varias limitaciones alin. No existe un
método de transferencia génicaeficiente que garanticela
generacion de animales de granja transgénicos; ademés,
¢l patrén deglicosilacion especifico deeste brganolimita
laproduccidn de proteinas recombinantes, cuyaactividad
biol6gica dependa de estructuras multiantenarias y
polisidiladas. Sin embargo, €l desarrollo de nuevos
métodos detransferenciagénicacomo lalentitransgénesis
o transduccion adenovird insitu delagldandulamamaria,
podria constituir una aternativa parageneralizar e uso
de este sistema de expresion. Un conocimiento mas
profundo de los eventos moleculares que modulan €
perfil deisoformas delasglicoproteinas que se expresan
en la glandula mamaria, permitiria la manipulacion
genéticadelasexoglicosidasasy glicosiltransferasas que
intervienen en la sintesis de los oligosacéridos. Estas
modificaciones permitirian obtener los fenotipos que
garanticen la actividad biolégica de glicoproteinas
recombinantes de interés.
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