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Las bacterias como sistema de expresión de proteínas heterólogas 
terapéuticas: una revisión bibliográfica

Bacteria as a therapeutic heterologous protein expression system: a review

Yurley Vanesa Álvarez G.*‡, Alexander Arias N.†

RESUMEN

En la actualidad la producción de proteínas terapéuticas se ha convertido en uno de los campos de mayor impacto a 
nivel científico y biotecnológico. La expresión de proteínas recombinantes en sistemas procariontes, particularmente 
en E. coli han permitido el desarrollo de una gran variedad de proteínas terapéuticas. Sin embargo, para poder producir 
proteínas funcionales ha sido necesario buscar intensamente un equilibrio entre la calidad y la producción; por lo que 
es necesario innovar nuevas estrategias que permitan superar las dificultades inherentes a los sistemas de expresión pro-
cariote, por esto es esencial delimitar los alcances que pueden tener las bacterias más empleadas y aquellas que podrían 
representar alternativas prometedoras para la producción de proteínas de interés. La presente revisión bibliográfica está 
dirigida a realizar un estudio del estado del arte y de la técnica de los sistemas de expresión de proteínas heterólogas que 
existen en torno al empleo de bacterias, con impacto en la industria farmacéutica y biotecnológica.
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ABSTRACT

At present, the production of  therapeutic proteins has 
become one of  the greatest impact areas at scientific 
and biotechnological level. The expression of  recom-
binant proteins in prokaryotic systems, particularly 
in E. coli, has allowed the development of  a variety 
of  therapeutic proteins. However, in order to produ-
ce functional proteins, a search for balance between 
quality and production has been necessary. Innova-
tion in strategies to overcome the inherent difficulties 
to prokaryotic expression systems is essential; thus, 
it is also crucial delimiting the scope that can have 
the bacteria most frequently used and those that may 
represent promising alternatives for the production 
of  proteins of  interest. This review aims at conduc-
ting a study of  state of  the art on and the techniques 
around the use of  heterologous protein expression 

systems on bacteria, with impact on the pharmaceu-
tical and biotechnological industry.

Key words
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INTRODUCCIÓN

El uso de proteínas terapéuticas en el tratamiento de 
diversas enfermedades crónicas o deficiencias here-
ditarias, se ha venido implementando cada vez más 
en los últimos 30 años.1 Las proteínas terapéuticas 
son producidas en sistemas heterólogos mediante 
tecnología de ADN recombinante. 

Actualmente, se desarrollan nuevos y mejores siste-
mas de expresión, implementando nuevos plásmidos, 



107

MATERIALES Y MÉTODOS

Se diseñó una revisión sistemática de la evidencia 
científica disponible, desde 2000 hasta 2014, relacio-
nada con el estudio del arte y de la técnica de los siste-
mas de expresión de proteínas heterólogas que existen 
en torno al empleo de bacterias, y su impacto en la 
industria farmacéutica y biotecnológica.

Bases de datos y búsqueda bibliográfica

Para realizar esta revisión se consultó la literatura 
científica disponible en las bases de datos PubMed 
(Medline), ScienceDirect, SpringerLink. También se 
utilizaron los motores de búsqueda como Scholar 
Google, con opciones avanzadas; las palabras cla-
ves utilizadas en la búsqueda fueron: heterologous 
protein therapeutic, bacteria, expression. Usando el 
operador booleano: AND.

Los artículos de interés inicialmente fueron selec-
cionados por título y contenido del resumen, tenien-
do en cuenta los criterios de inclusión establecidos: 
artículos originales; en idioma inglés; investigaciones 
realizadas con bacterias para la producción de proteí-
nas heterólogas terapéuticas entre 2000 y 2014. Poste-
riormente, cada artículo fue revisado completamente 
y solo se escogieron aquellos que contenían infor-
mación en la que se describirá las bacterias usadas, la 
técnica usada y las proteínas heterólogas terapéuticas 
expresadas (Figura 1).

adición de elementos genéticos del gen adicional y op-
timización de codones.2 También se desarrollan cepas 
mutantes que asimilan nutrientes de forma eficiente, 
aumentando la producción de proteínas recombinan-
tes terapéuticas y/o reducen la producción de com-
puestos tóxicos que afectan su producción, y se desa-
rrollan procesos de cultivo cada vez más eficiente para 
producir las proteínas terapéuticas.1 

Actualmente, estas proteínas se han convertido rá-
pidamente en productos clave para las industrias far-
macéuticas, pues las ventas globales en el 2007 fueron 
cercanas a los 79 mil millones de dólares americanos, 
lo que representa entre el 10% al 15% del mercado de 
los fármacos; para el 2020 se prevéen ventas de hasta 
200 mil millones de dólares americanos.3 En nuestros 
días, más de 150 proteínas terapéuticas se encuentran 
en el mercado y más de 400 se encuentran en pruebas 
clínicas, además de muchos otros en desarrollo. En-
tre las más vendidas se encuentran las proteínas he-
matopoyéticas (23%) y los anticuerpos monoclonales 
(20%). Otras proteínas que tienen también altos por-
centajes de venta son las citocinas (19%), antitrombi-
nas (11%), vacunas (11%), proteínas plasmáticas (6%) 
e insulina (5%). Una de cada cuatro drogas introduci-
das en el mercado es una proteína heteróloga terapéu-
tica, y ese número tiende a crecer exponencialmente.4 

La elección del microorganismo para expresar la 
proteína de interés depende en gran medida de las ca-
racterísticas fisicoquímicas de la proteína a producir, 
estas células son ampliamente usadas debido a su rápi-
do crecimiento, baja labilidad al estrés mecánico, altas 
productividades y escalamiento sencillo.5 

Los sistemas procariontes expresan proteínas solu-
bles o en forma de agregados intracelulares o cuerpos 
de inclusión, sin plegamiento, lo que implica su estruc-
turación in vitro. Escherichia coli es uno de los modelos 
más simples para la producción de proteínas recombi-
nantes. En el mercado, cerca del 30% de las proteínas 
terapéuticas «sencillas» son producidas en E. coli.1 Por 
otro lado, hay otros sistemas bacterianos diferentes de 
E. coli que están siendo empleados como alternativas 
sustentables que se mencionaran en el desarrollo del 
texto. En esta revisión se presenta un panorama gene-
ral del uso de bacterias como sistemas de expresión de 
proteínas heterólogas terapéuticas, el mecanismo de re-
gulación genética más empleado y/o técnica. 

Figura 1.  Resultados esquematizados de la búsqueda
de bibliografías para la realización del trabajo.

Búsqueda bibliográfica inicial: heterologous protein 
therapeutic AND bacteria AND expression

Primera selección (título y resumen) y de eliminar los duplicados

Segunda selección (lectura más a fondo) se descartan 47
referencias por no cumplir con el objetivo de la revisión

33 artículos finales para la realización de la revisión

461 artículos 
en PubMed

3.125 en
ScienceDirect

980 en
SpringerLink

Total de 80

18.200 en 
Google 

académico
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Las publicaciones seleccionadas se recopilaron im-
presas en carpetas, así como en archivos magnéticos 
formato PDF (Adobe Reader 7.0). Se construyó una 
base de datos (Excel) en la cual se clasificaron los 
artículos de acuerdo con el año, país, autor, bacte-
ria usada, proteína heteróloga terapéutica expresada, 
técnica usada. 

RESULTADOS

1. Las bacterias como sistemas de producción

de proteínas recombinantes

Las células procariontes como E. coli son escogidas 
como sistemas huéspedes para la expresión de pro-
teínas recombinantes porque ofrecen una plataforma 
que requiere fuentes de carbono más económicas y de 
fácil acceso; rápida acumulación de biomasa; facilidad 
para la fermentación de alta densidad; el escalamiento 
del sistema es relativamente sencillo.6

Sistema Escherichia coli.  Escherichia coli es ampliamente 
usada tanto en la investigación como en la industria, 
como un organismo huésped para la expresión de 
proteínas heterólogas; esto se debe a que es un sis-
tema más económico y escalable, está genéticamente 
caracterizado y tiene altos niveles de producción.7 

Generalmente las proteínas recombinantes se 
acumulan en el citoplasma o bien, en el periplasma. 
Frecuentemente, el citoplasma es la primera elección 
como resultado de la alta acumulación de proteínas 
recombinantes.8 La expresión de proteínas recom-
binantes en E. coli se efectúa principalmente en las 
cepas BL21 y K12, así como en cepas derivadas 
(Tabla 1). 

Por otro lado, hay ciertos inconvenientes inhe-
rentes al uso de E. coli, como la expresión heteróloga 
ineficiente y la pobre solubilidad de las proteínas ex-
presadas; debido a la carencia de una maquinaria mo-
lecular que pueda realizar las modificaciones post-tra-
duccionales necesarias.6 Otro problema muy común, 

Tabla 1. Cepas de E. coli frecuentemente usadas para expresar proteínas recombinantes.

Cepa de E. coli Derivación Características

AD494 K-12 Mutante de trxB, facilita la formación de enlaces disulfuro en el citoplasma.

BL21 B834 Deficiente de proteasas lon y ompT.

BL21 trxB BL21 Mutante de trxB, facilita la formación de enlaces disulfuro
en el citoplasma, deficiente de proteasas lon y ompT.

BL21 CodonPlus-RIL BL21 Favorece la expresión de proteínas eucarióticas que contienen codones raros
usados en E. coli: AGG, AGA, AUA, CUA; deficiente de proteasas lon y ompT.

BL21 CodónPlus-RP BL21 Favorece la expresión de proteínas eucarióticas que contienen codones
raros usados en E. coli: AGG, AGA, CCC; deficiente de proteasas lon y ompT.

BLR BL21 Mutante de RecA, estabiliza repeticiones en tandem; deficiente de proteasas lon y ompT.

B834 Cepa B Auxotrofo de Met

C41 BL21 Mutante diseñado para la expresión de proteínas de membrana

C43 BL21 Doble mutante diseñado para la expresión de proteínas de membrana

HMS174 K-12 Mutante de RecA; Resistencia Rif

JM 83 k-12 Secreción de proteínas al periplasma

Origami k-12 Mutante trxB/gor; facilita la formación de enlaces disulfuro citoplasmáticos

Origami B BL21 Mutante trxB/gor; facilita la formación de enlaces disulfuro
citoplasmáticos; deficiente de proteasas lon y ompT.

Rosetta BL21 Favorece la expresión de proteínas eucarióticas que contienen codones raros usados
en E. coli: AUA, AGG, AGA, CCC, CGG, CUA, y GGA; deficiente de proteasas lon y ompT.

Tomada y modificada de: (Terpe, 2006).7
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está relacionado con el uso preferencial de codones de 
la bacteria, con respecto a las secuencias de los genes 
heterólogos; lo que puede incluso anular la expresión 
de las proteínas heterólogas.9

A pesar de estos inconvenientes, se ha reportado 
que E. coli puede acumular hasta un 80% de peso 
seco de proteína recombinante.10 Sin embargo, la in-
capacidad de este sistema para secretar proteínas al 
medio de crecimiento, ha sido la principal dificultad 
en este sistema.11 Por otro lado, se han desarrollado 
diversas estrategias para contrarrestar dicha desven-
taja, como la bioingeniería de los sistemas de secre-
ción que existen naturalmente en E. coli; el uso de 
proteínas transportadoras; el empleo de mutantes de 
la membrana celular y la co-expresión de proteínas 
promotoras de lisis.12 

Otro de los problemas que se presenta en los 
sistemas bacterianos, es la acumulación de lipopo-
lisacáridos (LPS) referidos comúnmente como en-
dotoxinas, las cuales son pirogénicas en humanos 
y mamíferos.13 Por otra parte, la modificación de la 
temperatura de crecimiento, la posición de etiquetas 
proteínicas, la optimización de codones y de promo-
tores; pueden incrementar el rendimiento de pro-
ducción de proteínas heterólogas.14 

En este entendido, Pacheco y colaboradores 
(2012), han demostrado que la inclusión de etiquetas 
N-terminales grandes, puede mejorar y promover la 
solubilidad de las proteínas heterólogas hasta en un 
77%; lo que revierte la formación de cuerpos de in-
clusión cuando se inducen altos niveles de expresión 
de proteína heteróloga en E. coli.15

En este orden de ideas, es posible incrementar 
la producción si las proteínas recombinantes se diri-
gen hacia el periplasma, ya que es más fácil recupe-
rar proteínas en este espacio que a partir de lisados 
celulares; más importante aún, en el ambiente oxi-
dante del periplasma se promueve la formación de 
puentes disulfuro.16 

Por lo tanto, las proteínas que poseen enlaces di-
sulfuro como los fragmentos de anticuerpo y diversas 
hormonas peptídicas, son producidas en el periplas-
ma para facilitar el plegamiento de las mismas en sus 
conformaciones nativas17 (de Marco, 2012).

Para dirigir las proteínas hacia el periplasma, es 
necesario equiparlas con una señal N-terminal, para 
que puedan atravesar la membrana citoplasmática 
a través del conductor de proteínas sec-translocón. 

Sin embargo, la producción de proteínas heterólo-
gas secretorias puede resultar tóxica afectando la 
producción en la bacteria.18

Recientemente Schlegel y colaboradores (2013), 
observaron que la producción de proteína recombi-
nante en altos niveles satura la capacidad del conduc-
tor sec-translocón, debido a que se obstruye la trans-
locación de las proteínas endógenas de secreción, lo 
que genera problemas de plegamiento y agregación 
en el citoplasma (formación de cuerpos de inclusión). 
Por otro lado, la regulación de la expresión génica a 
niveles óptimos, puede reducir la saturación de la fun-
ción basal del conductor sec-translocón.19

Optimizando la expresión de proteínas recom-
binantes en E. coli.  La producción de proteínas re-
combinantes tanto en bacterias como en eucariotas 
requiere de la optimización de la secuencia del gen 
heterólogo. El reemplazo de codones dentro del gen 
heterólogo con sinónimos usados preferencialmente 
en el organismo huésped (optimización de codones), 
y la manipulación de la secuencia de nucleótidos de 
la región correspondiente al inicio de la traducción; 
pueden tener un efecto directo sobre la producción de 
proteínas recombinantes.20 

Por otra parte, estructuras secundarias de mRNA, 
sitios de corte de RNasas, así como sitios de unión a 
ribosoma, han sido introducidos en los vectores de 
expresión con el objetivo de incrementar la estabilidad 
del mRNA, mejorando la terminación de la transcrip-
ción y la eficiencia traduccional.21 

Con base en lo anterior, la selección adecuada del 
vector de expresión y la optimización del uso de co-
dones, son dos aspectos esenciales para asegurar la 
acumulación de la proteína de interés a niveles apre-
ciables.22 Sin embargo, por si sola esta estrategia de 
optimización no aborda los problemas inherentes al 
plegamiento y la solubilidad de las proteínas recom-
binantes producidas en bacterias; por lo que ha sido 
necesario implementar nuevas estrategias que solucio-
nen las limitantes del sistema de expresión.

Se ha reportado que al fusionar la proteína de 
interés junto con otra proteína auxiliar, como la 
proteína de unión a maltosa (MBP) o la proteína 
glutatión S transferasa (GST), puede repercutir en 
el plegamiento adecuado de la proteína al actuar 
como chaperonas.23,24

Hechos Microbiol. 2013; 4(2); 106-116.
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Ingeniería del mRNA para mejorar la estabi-
lidad y la eficiencia traduccional.  La vida me-
dia del mRNA en las bacterias es más corta que en 
eucariotas, lo que hace que sea un factor limitan-
te para la translocación y por consiguiente, para la 
síntesis de proteínas, esto se debe principalmente 
a la actividad de la enzima RNasa E que cataliza la 
escisión de los transcritos de mRNA. Interesante-
mente, se ha reportado que mutaciones en el gen 
que codifica para esta proteína (alelo rne131) puede 
disminuir su actividad, confiriendo mayor estabi-
lidad al mRNA y por consiguiente, aumentar los 
niveles de expresión de proteína.25

Expresión de proteínas con puentes disulfuro.  El 
citoplasma de E. coli es generalmente un ambiente re-
ducido, que excluye la formación de enlaces disulfuro 
mediante la acción del sistema enzimático tioredoxi-
na-glutation.26 En adición, las proteínas con enlaces 
disulfuro normalmente necesitan ser exportadas al 
periplasma. Una vez en el periplasma, las formación 
de enlaces disulfuro y la isomerización es catalizada 
por el sistema enzimático Dsb. Por otro lado, se ha 
demostrado que la coexpresión de las enzimas cisteína 
oxidasa DsbA, disulfuro isomerasa DsbC, o la combi-
nación de enzimas Dsb; puede mejorar la expresión 
de proteínas recombinantes.27

Producción de glicoproteínas en E. coli.  Hasta 
hace poco se pensaba que la modificación post-tra-
duccional de glicosilación de proteínas podía ser efec-
tuada por eucariotas. Sin embargo, en 2002 fue descu-
bierta la bacteria enteropatogénica Campylobacter jejuni, 
que tiene la capacidad de efectuar la N-glicosilación. 
Por otra parte, se ha observado que la transferencia 
del gen pgl permite desarrollar cepas de E. coli capaces 
de realizar N-glicosilación de las proteínas de C. Jejuni 
AcrA y PEB3.28

Acetilación de proteínas.  En eucariotas, la mayoría 
de las proteínas son acetiladas en el grupo alfa-amino 
del aminoácido N-terminal o en el grupo épsilon-ami-
no de las lisinas internas. De manera general, la ace-
tilación N-terminal es efectuada por la enzima N-α-
acetiltransferasa (Nat) de manera cotranslacional en 
el ribosoma.29 Por otro lado, esta modificación post-
traduccional raramente se encuentra en bacterias. Sin 
embargo, Fang y colaboradores (2009), demostraron 

que la sobre expresión del gen RimJ que codifica para 
la N-α-acetiltransferasa, es suficiente para producir 
timosina alfa 1 completamente acetilada en E. coli.30

Ingeniería genómica.  Una de las consecuencias 
fenotípicas más usuales ocasionadas por la expresión 
de proteínas recombinantes, es el retardo en el cre-
cimiento o el arresto completo del mismo en el or-
ganismo huésped luego de efectuar la inducción o la 
sobreexpresión del gen heterólogo.31 

A partir de lo anterior, se han propuesto estrate-
gias de ingeniería genómica, las cuales pueden tener 
un impacto global en vías celulares y fisiológicas. En 
este tenor de ideas, es posible ajustar la maquinaria 
transcripcional para reprogramar el proceso de trans-
cripción mediante mutagénesis aleatoria de compo-
nentes seleccionados de la maquinaria transcripcio-
nal como el factor sigma (σ70), la subunidad alfa de la 
RNA polimerasa de E. coli, o el factor de transcripción 
de unión a TATA (tbp) Spt15p.32 

De igual forma, Park y colaboradores, reportaron 
que los dedos de Zinc, los cuales son proteínas de 
unión a DNA altamente específicos, pueden ensam-
blarse de manera modular a otras subunidades proteí-
nicas como activadores o represores. Dichas fusiones 
pueden generar diversos fenotipos, como tolerancia a 
bajas y altas temperaturas, resistencia a fármacos, tole-
rancia osmótica entre otros. Por lo anterior, los dedos 
de zinc son una buena estrategia para mejorar la pro-
ducción de proteínas recombinantes.33

Regulación de la transcripción y uso de promo-
tores.  Las condiciones más favorables para la pro-
ducción de proteínas recombinantes varían con el 
producto génico. Es decir, un sistema que es óptimo 
para producir una proteína, puede ser no funcional 
para la producción de otra. A parte de las condi-
ciones de temperatura e inducción, la elección del 
promotor adecuado, la cepa bacteriana y la solubi-
lidad de la proteína de interés, pueden afectar en 
gran medida la producción final y la solubilidad de 
la proteína recombinante.34 

Los promotores usados comúnmente en E. coli 
incluyen al promotor T7, que proviene originalmen-
te del bacteriófago T7. De igual forma, el promotor 
Lac de E. col, así como también el promotor sinté-
tico trc, derivado de los promotores de E. coli trp y 
LacUV5.35 La fuerza de los diferentes promotores, 

Álvarez YV., Arias A.
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es determinada por la frecuencia relativa de la inicia-
ción de la transcripción. Esta es principalmente afec-
tada por la afinidad entre la secuencia del promotor y 
la RNA polimerasa.36

Particularmente, la T7 RNA polimerasa es muy se-
lectiva y eficiente, lo que permite alcanzar altos niveles 
de transcripción y elongación.

A continuación, se muestra en la Tabla 2 los prin-
cipales promotores empleados en la producción de 
proteínas heterólogas en bacterias.

2. Sistemas bacterianos más empleados para

la producción de proteínas recombinantes

A pesar de que E. coli es el sistema más empleado 
para la producción de proteínas recombinantes, en 
términos genéticos no es un sistema completamen-
te óptimo. Esto se debe a varios factores como el 
mantenimiento de las cepas basado en antibióticos, 
inductores químicos no deseables para la expresión 
genética, ausencia de modificaciones post-traduccio-
nales (incluyendo la incapacidad de formar puentes 
disulfuro); bajos niveles de secreción, agregación de 
proteínas, digestión proteolítica y contaminación 
con endotoxinas.44

Por otro lado, hay otros sistemas bacterianos di-
ferentes de E. coli que están siendo empleados como 
alternativas sustentables, muchas de ellas provenien-
tes de las industrias de alimentos (lactobacilos), que 
además son considerados como microorganismos 
seguros (GRAS).45

En este entendido, ha sido posible mejorar la solu-
bilidad en bacterias halófilas, la secreción en bacterias 
ácido lácticas y de manera general en bacterias Gram 
positivas libres de endotoxinas.44 Los sistemas bacte-
rianos más empleados como alternativas diferentes, se 
mencionan a continuación:

Caulobacter crescentus.  Simón y colaboradores (2001), 
reportaron una vacuna subunitaria contra el virus 
IHNV (Virus Infeccioso de Necrosis Hematopo-
yética) producidas en C. crescentus. La vacuna subu-
nitaria fue obtenida con base a diferentes arreglos 
basados en la fusión de 184 aminoácidos del seg-
mento de la glicoproteína del virus IHNV con la 
proteína de membrana S de C. crescentus. El grupo de 
investigación aprovechó la facilidad de purificación 
de la proteína en el sistema utilizado, y logró deter-
minar que el arreglo más efectivo para inmunizar a 
los animales de prueba, fue a través de la fusión de 
los 184 aminoácidos C-terminal del segmento de 
la glicoproteína con un segmento de la proteína S 
de C. crescentus; logrando niveles de supervivencia del 
26% al 34%.46

Por otro lado, se ha demostrado que el siste-
ma de secreción S (RsaA) de C. crescentus ofrece un 
modelo atractivo para la producción de biocatali-
zadores. Esto fue gracias a un estudio en el que se 
fusionó la proteína beta 1,4-glicanasa (Cex) de la 
bacteria celulolítica Cellulomonas fimi con la región C-
terminal de RsaA; resultando en la producción de 

Tabla 2.  Promotores usados en la producción de proteínas recombinantes.

Sistema de expresión Inducción (intervalo) Nivel de expresión Características Referencia

Promotor lac Adición de IPTG 0,2 mM Bajo Expresión baja, regulación de genes
a bajos niveles intracelulares 37

Promotor trc y tac Adición de IPTG 0,2 mM Moderadamente alto Mayor nivel de expresión, menor que T7 38

RNA pol T7 Adición de IPTG 0,2 mM Muy alto Utiliza la T7 RNA pol, altos niveles
de sobre expresión 39

Promotor del fago pL Cambio de temperatura 
40°C - 42°C Nivel medio-alto Regulación estrecha, independiente

de la cepa, inductor barato 40

Promotor araBAD (PBAD) L-ramnosa 0,2% De bajo a alto nivel Estrecha regulación, baja actividad basal, 
inductor costoso 41

Promotor/operador tetA Anhidrotetraciclina
200 μg/L Nivel medio-alto Regulación estrecha, independiente

del estado metabólico, bajo nivel basal. 42

Promotor rhaPBAD L-ramnosa 0,2% De bajo a alto nivel Estrecha regulación, baja actividad
basal, inductor costoso 43

Hechos Microbiol. 2013; 4(2); 106-116.
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altos niveles de proteína recombinante Cex/RsaA 
(76 mg/L de peso seco).47

Rodhobacter sphaeroides.  Esta bacteria fototrófica ha 
sido empleada para obtener altos niveles de produc-
ción de proteínas membranales, con el fin de obte-
ner cantidades de proteína suficientes para realizar 
estudios de rayos X y cristalografía de proteínas.48 

Pseudoalteromonas haloplanktis.  Un nuevo sistema de ex-
presión regulado ha sido desarrollado para la produc-
ción de proteínas terapéuticas inducido por l-malato 
en medio de cultivo. En condiciones de inducción, 
pueden obtenerse altos niveles de proteína recombi-
nante soluble a escala pequeña; sin embargo, el ren-
dimiento no es óptimo al momento de escalarse. Por 
otro lado, la utilización de aminoácidos ramificados 
(L, I, V) en el medio de cultivo han aumentado la 
producción hasta siete veces más que en condiciones 
normales. Dichas observaciones fueron obtenidas al 
incrementar la producción heteróloga de fragmentos 
de anticuerpo 3H6 Fab (0,9 mg de peso seco).49 

Por su parte, Vigentini y colaboradores (2006), 
demostraron que las bajas temperaturas pueden facili-
tar el plegamiento adecuado de proteínas heterólogas 
que se acumulan en forma insoluble como cuerpos 
de inclusión cuando se producen en E. coli. En este 
orden de ideas, expresaron de manera heteróloga el 
gen que codifica la forma madura de la proteína de 
crecimiento de nervio humano (hNGF) en la bacteria 
antártica P. haloplanktis TAC125 a 4°C (7,5 mg de peso 
seco). Los experimentos de western blot, demostraron 
que la proteína fue producida en forma soluble y fue 
translocada hacia el espacio periplasmático.50

Pseudomonas fluorescens.  Este sistema fue empleado en 
la pasada década para producir la proteína humana 
factor estimulante de colonias granulocíticas (G-CSF) 
como proteína recombinante soluble. Dicha proteína 
fue optimizada y clonada en varios vectores de expre-
sión dirigidos al periplasma. De las 96 cepas generadas, 
una cuyo marcador de selección (resistencia a antibió-
tico) fue insertado en la posición del gen pfal, generó 
un rendimiento de 99% de Met-GCSF recombinante. 
Con base en los resultados, se generó una cepa gené-
ticamente con una deleción completa del mismo gen 
pfal; a partir de la cual se obtuvo un rendimiento de 
350 mg/L a una escala de fermentación de 1 L.51 

Psudomona putida.  La cepa KT2440 de P. putida ha 
resultado ser una cepa versátil y eficiente para la 
expresión de proteínas heterólogas, particular-
mente de fragmentos de anticuerpo recombinan-
te. Recientemente, se ha empleado dicha cepa para 
expresar exitosamente fragmentos de la proteína 
scFvs fusionada con la proteína C-reactiva huma-
na (mucina 1). La proteína recombinante fue diri-
gida al periplasma y recolectada en el orden de 3,5 
mg/L de proteína bioactiva soluble. En adición, la 
optimización de codones mejora la producción y la 
bioactividad de la proteína.52 

Por otra parte, Krzeslak y colaboradores, lograron 
producir de manera heteróloga la enzima bacteriana 
penicilina G acilasa (PGA) de E. coli en Pseudomonas 
aeruginosa. Esta enzima de interés industrial sobre pro-
ducida en E. coli conlleva a la acumulación en el cito-
plasma, provocando toxicidad celular. Para solucio-
nar dicho problema, fusionaron la proteína PGA con 
péptidos señales Sec o Tat de Pseudomonas, logrando 
que la proteína quimérica TatProPGA se acumulara 
en el periplasma.53

Streptomyces lividans.  Uno de los aspectos críticos 
en la producción de proteínas recombinantes es la 
identificación y la purificación. Ayala y colabora-
dores (2013), emplearon una etiqueta de estrepta-
vidina (strep-tag II) para poder purificar antígenos 
recombinantes bioactivos de Mycobacterium tuberculosis 
en Streptomyces lividans. Esto debido a que la etiqueta 
6His-tag es incompatible con el sistema secretorio 
de Streptomyces. De esta manera, se expresaron los ge-
nes ag85A (codifica la micoliltransferasa Ag85A) y 
Rv2626c (codifica la proteína de respuesta a hipoxia 
1) equipándolos con la etiqueta Strep-tag II amino 
terminal. Ambas proteínas fueron reportadas como 
bioactivas y capaces de desencadenar una respuesta 
inmune en pacientes con tuberculosis.54 

Mycobacterium smegmatis.  La generación de nuevas va-
cunas recombinantes es uno de los principales obje-
tivos de la producción de proteínas recombinantes. 
Recientemente, se ha realizado un trabajo en el que 
se logró producir una proteína quimérica fusionando 
la secuencia que codifica la proteína de choque térmi-
co 65 (Hsp65) con interleucina 2 (IL-2). Para dicho 
fin, se transformó a M. smegmatis mediante electro-
porción, verificando la presencia del transgen por 
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PCR y analizando la bioactividad de la proteína me-
diante ELISA. Al inocular a ratones experimentales, 
fue posible determinar que la proteína recombinante 
incrementaba notablemente la presencia de linfocitos 
esplénicos y además, era capaz de inducir un aumento 
de los niveles de IFN-γ e IL-2.55 

Bacillus subtilis.  Esta bacteria es un modelo muy atrac-
tivo para la expresión de genes heterólogos. Esto se 
debe a que B. subtilis posee promotores fuertes que 
impactan directamente en la expresión génica. Yang 
y colaboradores (2013), aislaron mediante una tram-
pa de promotor al promotor fuerte pShuttle-09, el 
cual reportaron podía inducir hasta 8 veces más la 
expresión de β-galactosidasa que el promotor P43 de 
esa misma. De esta manera, es posible construir nue-
vos vectores que permitan incrementar los niveles 
de producción de proteína heteróloga, adaptándolos 
con las etiquetas adecuadas para dirigir las proteínas 
al periplasma y facilitar su recuperación.56

Lactobacillus casei.  El Virus de Necrosis Pancreáti-
co (IPNV) es uno de los principales agentes virales 
que infectan a truchas juveniles, salmones salvajes y 
de cultivo, ocasionando altas tasas de mortalidad. En 
atención a dicha problemática, Zhao y colaboradores 
(2012), diseñaron un gen quimérico VP2-VP3 que in-
sertaron mediante los vectores pPG1 y pPG2 en L. 
casei. Las proteínas quiméricas producidas VP2-VP3 
pueden inducir suero IgM específico para IPNV, con 
lo cual fue posible demostrar la bioactividad de la 
proteína recombinante, que además indujo actividad 
neutralizante en las truchas inoculadas. A partir de 
lo anterior, fue posible generar una vacuna funcional 
contra el virus IPNV.57

Lactobacillus reuteri.  Eom y colaboradores (2010), uti-
lizaron a L. reuteri para producir una bactereocina he-
teróloga. Para dicho fin, sobre expresaron el gen PA1 
fusionado con el promotor de un gen de alfa amilasa 
de una cepa de bifidobacteria. A partir de la transfor-
mación de L. reuteri (con el plásmido pLR5cat_PSAB), 
fue posible inducir la expresión de la proteína, la cual 
resultó tener actividad antibacterial sobre cultivos de 
Listeria monocytogenes.58

Lactobacillus gasseri.  Damelin y colaboradores (2010), 
demostraron el potencial de L. gasseri como una nue-

va herramienta para la prevención del VIH a través 
de membranas mucosas. Las microfloras vaginales se 
componen típicamente de especies de Lactobacillus ba-
cilos Gram positivos. En este entendido, se planteó 
una nueva estrategia basada en equipar a Lactobacillus 
con correceptores heterólogos antagonistas de VIH, 
quimosinas CCL5 y CCL3; con lo que se evitaría la 
infección por parte del virus en la mucosa vaginal.59

CONCLUSIÓN Y PERSPECTIVAS

Aunque muchos organismos y sistemas de expre-
sión están siendo empleados para la producción de 
proteínas recombinantes, el sistema de expresión 
en bacterias, particularmente en E. coli sigue siendo 
punta de lanza.

El crecimiento rápido y los niveles de producción 
de proteína, combinados con el amplio conocimien-
to acerca del sistema y las herramientas genéticas 
existentes, hacen de la plataforma de E. coli y otros 
modelos bacterianos el sistema más versátil. En adi-
ción, la disponibilidad de nuevos promotores ha ex-
pandido el repertorio de genes heterólogos; además, 
se siguen desarrollando nuevas estrategias que han 
abierto nuevas posibilidades.

Sin embargo, como se ha expuesto anteriormen-
te, el uso de bacterias para la producción de pro-
teínas recombinantes implica también diferentes 
problemas inherentes al sistema de expresión. El pri-
mero de ellos está relacionado con la obtención de 
niveles óptimos de proteínas correctamente plegadas 
por la manipulación molecular de la maquinaria de 
proteínas chaperonas. 

Esto puede ser solucionado con la co-expresión 
de múltiples genes que codifiquen para proteínas cha-
peronas, o bien, por métodos que activen moléculas 
que funcionen como chaperonas en la célula. El se-
gundo inconveniente, es la secreción de la proteína al 
medio de crecimiento de tal forma que pueda ser un 
sistema de secreción robusto. 

Actualmente, hay varios sistemas que facilitan la 
secreción de proteínas recombinantes, muchos de 
ellos están basados en la utilización de péptidos seña-
les, fusión de proteínas coadyuvantes y uso de agen-
tes permeabilizantes. En este orden de ideas, sería 
bastante interesante investigar nuevos métodos para 
mejorar el plegamiento y la secreción de proteínas 
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heterólogas, que permitan disminuir la degradación 
de las proteínas al ser secretadas al periplasma, y con 
esto, incrementar los niveles de producción de proteí-
nas heterólogas bioactivas y funcionales.
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