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Resumen 

Los interferones (IFN) son citocinas capaces de mediar respuestas tanto en la 

inmunidad innata como adaptativa y son conocidos por sus efectos antivirales. El IFN γ 

humano recombinante (rhIFN γ) ha sido estudiado en diversas patologías. Además, se 

ha visto en un crecimiento potencial en el mercado debido a la demanda de 

antiretrovirales por la pandemia. Este biofármaco en la actualidad se produce a escala 

industrial solo en Escherichia coli, siendo importante el análisis de los sistemas de 

expresión utilizados en el laboratorio para la producción de rhIFN γ. En vista de que 

cada sistema de expresión posee diferentes características, el objetivo del presente 

trabajo es evaluar diferentes sistemas de producción utilizados en el desarrollo de rhIFN 

γ y su relación con la toxicidad generada por el producto. La revisión sistemática se 

llevó a cabo mediante cuatro repositorios digitales siendo Google académico la base de 

datos con más resultados. Se encontró que el sistema de expresión basado en 

levaduras fue el más investigado; sin embargo E. coli mostró los mejores rendimientos 

en la producción de la proteína diana. Determinando que la coexpresión con proteínas 

auxiliares o transportadoras y la glicosilación no afecta a la bioactividad de rhIFN γ. Los 

efectos secundarios los síntomas similares a la gripe dependen de la toxicidad 

intrínseca de E.coli y su método de purificación puede desencadenar trastornos 

cardiovasculares y renales. La purificación está en dependencia de la cantidad de 

impurezas en cada sistema de expresión capaces de levantar una respuesta inmunitaria 

innata. 

Palabras clave: 

 BACTERIAS 

 CÉLULAS DE ORGANISMOS SUPERIORES 

 LEVADURAS 

 EVENTOS ADVERSOS 
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Abstract 

Interferons (IFNs) are cytokines capable of mediating responses not only in innate but 

also in adaptive immunity and they are known for their antiviral effects. Recombinant 

human γ IFN (rhIFN γ) has been studied in several pathologies. In addition, it has seen 

potential growth in the market due to the demand for antiretrovirals due to the pandemic. 

This biopharmaceutical is currently produced on an industrial scale only in Escherichia 

coli, it is therefore important the analysis of the expression systems used in the 

laboratory to produce rhIFN γ. In view of the fact that each expression system has 

different characteristics, the objective of this work is to evaluate different production 

systems used in the development of rhIFN γ and its relationship with the toxicity 

generated by the product. The systematic review was carried out through four digital 

repositories with Google scholar being the database with the most results. It was found 

that the yeast-based expression system was the most researched; however, E. coli 

showed the best yields in the production of the target protein. Determining that co-

expression with auxiliary or transporter proteins and glycosylation does not affect the 

bioactivity of rhIFN γ. Side effects flu-like symptoms depend on the intrinsic toxicity of 

E.coli and its purification method can trigger cardiovascular and renal disorders. 

Purification is dependent on the amount of impurities in each expression system capable 

of raising an innate immune response. 

Keywords 

 BACTERIA 

 SUPERIOR ORGANISMS CELLS 

 YEASTS 

 ADVERSE EVENTS  
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Capítulo I: Introducción 

Formulación del problema y antecedentes 

Las citocinas como el interferón γ (IFN γ) son proteínas de señalización 

encargadas de regular las respuestas inmunitarias y se producen por células 

inmunológicas (Arango & Descoteaux, 2014; Katsuyama & Moulton, 2021). Los 

interferones fomentan respuestas inmunológicas innatas y adaptativas (Borden, 2015), 

contra una serie de patógenos y otros estímulos (Abdolvahab et al., 2020; Graber & 

Dhib-Jalbut, 2014). Estas moléculas poseen efectos antivirales, antitumorales e 

inmunomoduladores (Kline & Kitagaki, 2006).  

En 1930, Hoskins demostró una interferencia viral en conejos infectados 

previamente con el virus del herpes simple, describiendo por primera vez la función del 

interferón (IFN) (Ferreira et al., 2019). Más tarde, en 1957 Isaacs y Lindenmann 

evidenciaron mediante cultivos celulares la existencia de una molécula capaz de 

proteger y producir interferencia viral a otras células frente a diferentes virus (Isaacs & 

Lindenmann, 1957). La caracterización físicoquímica del IFN en 1978 desde los 

avances en herramientas como la Biología Molecular que hicieron posible la 

identificación de dos moléculas, conocidas como IFN tipo I e IFN tipo II (L. Castro et al., 

2021; Ferreira et al., 2019; Pestka et al., 2004). 

Existen tres tipos de interferón (IFN tipo I, II y III) (Negishi et al., 2018; Rönnblom 

& Leonard, 2019), clasificados de acuerdo a la secuencia de nucleótidos, ubicación 

cromosómica, estructura, interacción con receptores específicos y propiedades 

fisicoquímicas (Bandurska et al., 2014). La única citoquina en el tipo II es el IFN γ 

(Ferreira et al., 2019), un potente inmunomodulador relacionado con la activación de 

macrófagos (Kak et al., 2018; Miller et al., 2009). Rige la expresión de un regulador de 
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la transcripción de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) II, 

conocido como transactivador de clase II, regulando positivamente el procesamiento y 

la presentación de antígenos mediante MHC II (Borden et al., 2007). El IFN γ produce 

efectos antiproliferativos, antivirales y antibacterianos, pero su principal función es la 

inmunoregulación que ejerce al servir como puente entre la inmunidad innata y 

adaptativa, con la capacidad de disminuir las acciones inmunopatogénicas y los daños 

colaterales (Lee & Ashkar, 2018); razón por la cual ha sido considerado un blanco 

terapéutico para diferentes patologías (F. Castro et al., 2018). 

El primer ensayo clínico de esta proteína se realizó en 1986, y 1990, se obtuvo 

la molécula de interferón γ humano recombinante (rhIFN γ) aprobada por la Food and 

Drug Administration (FDA). Esta proteína apareció en el mercado farmacéutico con el 

nombre de Actimmune (IFN γ 1b), proteína recombinante producida en Escherichia coli 

como sistema de expresión (Horizon Pharma Ireland Ltd, 2016). En la actualidad la 

formulación de rhIFN γ se comercializa con distintos nombres como: Immukin, Imufor, 

Imukin (Weiner & Buhimschi, 2009) y se encuentran aprobados para su uso en 

osteopetrosis maligna grave y enfermedad granulomatosa crónica (Lyseng, 2015; 

Razaghi et al., 2016) entre otras afecciones. Este biofármaco se ha probado en cáncer 

(Kak et al., 2018), tuberculosis (T. A. Khan et al., 2016), distintos tipos de hepatitis (Muir 

et al., 2006), esclerodermia (Avau & Matthys, 2015), fibrosis pulmonar idiopática (Bello-

Rivero et al., 2018), fibrosis quística (Moss et al., 2005), infecciones fúngicas invasivas 

(Razaghi et al., 2016), artritis reumatoide (Miller et al., 2009), etc. En Ecuador esta 

biomolécula no se encuentra disponible, pero si el IFN α y β expresados E. coli y células 

de ovario de hámster chino (CHO) respectivamente (ARCSA, 2021). 
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Los biofármacos se expresan en bacterias y sistemas biológicos eucarióticos; 

como pueden ser hongos, líneas celulares de mamíferos, líneas celulares vegetales, 

insectos, animales y plantas transgénicas (Puetz & Wurm, 2019). E. coli es el 

hospedero más utilizado y la producción rhIFN γ en esta plataforma posee múltiples 

desventajas incluyendo, formación de cuerpos de inclusión lo cual conlleva a la 

desnaturalización de la proteína parcial o total, aumentando un paso extra en la etapa 

de purificación (Razaghi et al., 2016). La estructura secundaria, estabilidad del ARN, 

inicio y velocidad de traducción, y la incorporación de aminoácidos se pueden ver 

afectados por el uso de codones raros (Harris & Kilby, 2014; Menzella, 2011). Además, 

existen cuellos de botella debido a la contaminación con endotoxinas y ácidos 

nucleicos, lo que en definitiva genera un sobreprecio en la producción del biofármaco 

(Heidari et al., 2019; R. Pandey & Veeranki, 2018). A diferencia del IFN γ nativo que 

posee dos sitios de glicosilación ligados a N en las posiciones 25 y 97 de los residuos 

de asparagina, en E. coli, la plataforma de producción de IFN γ 1b, esta modificación 

postraduccional (PTM) no está presente (Razaghi et al., 2016). La falta de glicosilación 

en este biofármaco altera el tiempo de vida media pero no su bioactividad, la molécula 

queda más expuesta a la degradación proteolítica (Alspach et al., 2019). Esto ocasiona 

la necesidad de inyecciones más frecuentes y efectos secundarios más fuertes. 

Resultando importante analizar los diferentes sistemas de expresión empleados para la 

producción de rhIFN γ, así como la toxicidad producida. 

Justificación del problema 

La tecnología de ADN recombinante juega un papel importante para mejorar las 

condiciones de salud a través del desarrollo de proteínas de interés farmacéutico (S. 

Khan et al., 2016; Nambisan, 2017). De tal forma que, la industria farmacéutica de 

proteínas recombinantes abarca aproximadamente el 10 % de todo el mercado de 
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medicamentos y se espera que el mercado global de productos biofarmacéuticos crezca 

con una tasa de crecimiento anual compuesta del 13.8% hasta el 2025 (Owczarek et al., 

2019). De forma específica, el mercado mundial de IFN de 1986 a 1992 creció en 

aproximadamente $ 740 millones, en el 2019 llegó a $ 6.9 mil millones y para el 2020 se 

evaluó un crecimiento de hasta $ 7.5 mil millones por la demanda de antiretrovirales en 

el tratamiento para COVID-19 (L. Castro et al., 2021).  

Los productos de origen biológico, también conocidos como biofarmaceúticos, 

bioterapeúticos o biológicos son un grupo diverso de compuestos y suelen ser 

moléculas complejas y grandes, como anticuerpos monoclonales, proteínas 

terapéuticas y vacunas (FDA, 2018); se producen a partir de fuentes vivas como líneas 

celulares, microorganismos, plantas o animales (Jozala et al., 2016). Cada sistema de 

expresión posee fortalezas y debilidades y su elección dependerá de las propiedades 

de la proteína diana, su estructura, actividad biológica y cuan bien caracterizada se 

encuentre (Owczarek et al., 2019; Rosano & Ceccarelli, 2014). 

E. coli expresa de forma adecuada proteínas < 60 kDa y aunque esta plataforma 

no genera PTM el desarrollo de la cepa SHuffle contribuyó al plegamiento de proteínas 

que posean puentes disulfuro, estabilizando la estructura proteíca (Rosano & Ceccarelli, 

2014). La función in vivo, vida media plasmática y prevención de reacciones 

inmunológicas pueden estar relacionadas con una adecuada N-glicosilación de la 

biomolécula (Amann et al., 2019). La ingeniería genética ha permitido abarcar varias 

estrategias para remediar la deficiencia de esta PTM en E. coli mediante procesamiento 

in vitro en sitios de glicosilación reemplazados con cisteína o inserción de genes 

capaces de codificar enzimas utilizadas en la biosíntesis de glucanos (Kamionka, 2011; 

Mueller et al., 2018). Los sistemas de expresión basados en levaduras generan 
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productos con pesos moleculares > 50 kDa y con glicosilación (Ma et al., 2020). Las 

líneas celulares de mamíferos son capaces de expresar proteínas grandes y complejas 

con PTM igual a las proteínas humanas, lo que sin duda mejora el uso en las 

aplicaciones clínicas (Owczarek et al., 2019). 

La producción de proteínas terapéuticas recombinantes da lugar a reacciones 

inmunogénicas de acuerdo al sistema de expresión, lo cual puede limitar la utilidad (S. 

Khan et al., 2016). Asimismo, la calidad, productividad y rendimiento resultan ejes 

cruciales cuando se va a seleccionar un hospedero (Adrio & Demain, 2010) 

Las revisiones sistemáticas son una solución factible a la problemática de la 

extensa literatura científica, manteniendo actualizados a los investigadores con respecto 

a una temática específica (Tawfik et al., 2019). Este trabajo está dirigido a contribuir con 

una perspectiva más amplia de todos los sistemas de expresión utilizados para producir 

rhIFN γ y las posibles aplicaciones farmacológicas junto con los efectos secundarios 

que se puedan desarrollar. Estableciendo así un estudio previo para futuras 

investigaciones que tengan como propósito entender y plantear otros sistemas de 

expresión comerciales para IFN γ e implantar sistemas económicamente competitivos. 
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Objetivos 

Objetivo General 

Evaluar los sistemas de producción utilizados en el desarrollo del IFN γ humano 

recombinante y su relación con la toxicidad generada por el producto. 

Objetivos Específicos 

 Identificar los sistemas de expresión utilizados para el desarrollo de IFN γ 

humano recombinante, sus ventajas y desventajas desde el punto de vista 

productivo.  

 Comparar la toxicidad producida por el IFN γ en correspondencia con el sistema 

de producción utilizado.  
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Capítulo II: Marco teórico 

Interferón 

Los interferones son glicoproteínas pertenecientes a la familia α helicoidales de 

citocinas (Borden, 2015), desempeñan un papel importante en las respuestas 

inmunitarias innatas y adaptativas (De Weerd & Nguyen, 2012) y son conocidos por sus 

efectos antivirales (Ferreira et al., 2019). Poseen otras funciones, como efectos 

antiproliferativos e inmunomoduladores, con regulación positiva de MHC I y II, 

transducción de señales y activación de células inmunitarias (Feroze & Wang, 2018; 

Khanna & Gerriets, 2020).   

La mayoría de células son capaces de producir IFNs, sin embargo, los 

monocitos proinflamatorios y las células dendríticas plasmocitoides son las células con 

mayor capacidad para producirlos (García, 2017). La expresión de IFNs se da como 

respuesta a patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) detectados por 

receptores tipo Toll (TLRs) (Borden, 2015; S. Pandey et al., 2015). Los IFNs actúan en 

la señalización paracrina, cuando son secretados luego de una infección viral y se 

acoplan a receptores en la membrana celular de células vecinas. En la señalización 

autocrina se unen a receptores de superficie de la misma célula de la cual se produjeron 

(Lavigne et al., 2020). 

Los IFNs provocan la expresión de genes estimulados por interferón (ISG) 

(Schoggins, 2018). Las proteínas sintetizadas por estos genes poseen funciones 

antivirales, antiproliferativas y estimulantes de la inmunidad adaptativa, con la 

capacidad de actuar en conjunto o individualmente para lograr mejores resultados 

celulares de acuerdo a cada tipo de IFN (Schoggins, 2019). 
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Tipos de interferón 

Los interferones se encuentran divididos en tres clases, tipo I, II y III y de forma 

general todos activan la vía de la quinasa Janus (JAK) junto con el transductor de señal 

y activador de la transcripción (STAT) (Razaghi et al., 2016), transcribiendo más de 500 

a 1000 ISG (Figura 1) (Feng et al., 2018; Schoggins & Rice, 2011). Esta vía traduce un 

sinnúmero de señales a respuestas de homeostasis o desarrollo mediante la alteración 

de la expresión génica, iniciando con la activación de JAK una vez asociados los 

ligandos a sus receptores (S. C. Herrera & Bach, 2019). STAT son reclutados para su 

fosforilación y dimerización, seguido de su translocación al núcleo para unirse regiones 

específicas del ADN y transcribir los ISG (Seif et al., 2017). 

Figura 1  

Señales de transducción por los receptores de IFNs tipo I, II y III. 

 

Nota. Modificado de (Negishi et al., 2018) 
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La actividad antiviral es la principal función de los IFNs tipo I y III, pero de este 

último la actividad se genera a nivel de las mucosas (Donnelly & Kotenko, 2010; 

Lozhkov et al., 2020). Los IFNs α (α1, α2, α4, α5, α6, α7, α8, α10, α13, α14, α16, α17 y 

α21), β, ε, κ, ω pertenecen al tipo I (Q. Zhang et al., 2020). Todos los IFNs dentro de 

esta familia son expresados por un conjunto de genes presentes en el cromosoma 9 y 

poseen el mismo receptor el cual presenta dos subunidades, receptor de IFNα-1 

(IFNαR1) y receptor de IFNα-2 (IFNαR2) (Figura 1) (Castro et al., 2018; Ferreira et al., 

2019). Los leucocitos son las principales células encargadas de su producción y todas 

las células nucleadas responden ante su estímulo (Q. Zhang et al., 2020). Pueden ser 

inducidos por patrones moleculares asociados a daños (DAMPs) y PAMPs (Castro et 

al., 2018). Esta familia también puede impulsar la activación de la proteína quinasa 

activada por mitógenos / c Jun N terminal quinasa (MAPK/JNK) (Negishi et al., 2018). 

El IFN λ perteneciente al tipo III consta de cuatro subtipos (λ1, λ2, λ3 y λ4) y 

fueron los últimos en descubrirse en el 2003 mediante predicciones computacionales 

(Hermant & Michiels, 2014). Los genes que expresan esta familia se encuentran en el 

cromosoma 19 (Wells & Coyne, 2018). Estas proteínas son estimuladas por la 

presencia de PAMPs o DAMPs y secretadas en mayor proporción por células 

dendríticas mieloides de tipo 2, además de células epiteliales (Syedbasha & Egli, 2017). 

El receptor del IFN λ está compuesto por dos subunidades, receptor 1 de IFN λ 

(IFNLR1) también conocido como IL-28R e IL-10R2 (Figura 1) (Kotenko et al., 2019; 

Zanoni et al., 2017), cuya expresión se encuentra restringida a células de la mucosa y 

otras superficies de barrera, así como a algunos tejidos incluyendo, células del intestino, 

hígado y pulmón (Negishi et al., 2018; Wells & Coyne, 2018). 
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IFN γ 

IFN γ es la única proteína en este tipo y se expresa a partir del gen IFNG el cual 

se encuentra en el cromosoma 12q15, cuenta con cuatro exones y tres intrones 

(Secombes & Zou, 2017; S. Wu et al., 2019) y una vez expresado da como resultado 

una proteína precursora con 166 aminoácidos que consta de un péptido señal de 22-23 

aminoácidos y un propéptido (Carratalá et al., 2019). La estimulación para la secreción 

de esta proteína es mediada por la IL-12, IL-15, IL-18 y IL-21 (Jorgovanovic et al., 

2020). La proteína madura es un homodímero de 143 aminoácidos (Zuber et al., 2016), 

con un peso alrededor de 37 kDa (Razaghi et al., 2016), unido de forma no covalente y 

una vez asociados los péptidos individuales toman una forma helicoidal, antiparalela 

formando una molécula compacta y globular (Alspach et al., 2019; X. Wang et al., 

2020). Cada monómero contiene seis hélices α de entre 9 a 21 residuos (Lilkova et al., 

2019; Zuber et al., 2016). 

El IFN γ posee dos sitios de N-glicosilación en residuos de asparagina (Asn 25 y 

Asn 97) en cada monómero (X. Wang et al., 2020) y no posee enlaces disulfuro 

(Razaghi et al., 2016). El residuo N25 tiene modificaciones de tipo complejo fucosilados, 

mientras que N97 posee estructuras híbridas sin fucosilación y con alto contenido de 

manosa (Razaghi et al., 2016). La glicoproteína puede tener glicosilación en ambos 

sitios, estar monoglicosilada o sin glicosilación (Krachmarova et al., 2017), 

determinando así el peso molecular final (Jorgovanovic et al., 2020). La glicosilación en 

el IFN γ no interfiere con la actividad biológica; sin embargo, contribuye con la 

solubilidad e impide la degradación por proteasas (Jorgovanovic et al., 2020; 

Krachmarova et al., 2017). 
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Esta proteína es secretada tanto por células asesinas naturales (NK), células 

linfoides innatas (ILC), células T CD4+ y CD8+, células B, células T asesinas naturales 

(NKT) y células presentadoras de antígeno (APCs) (Castro et al., 2018; Ivashkiv, 2018). 

IFN γ se une a su receptor conocido con el nombre de receptor de IFN γ (IFNGR), un 

heterodímero con dos subunidades (IFNGR1 e IFNGR2) (Figura 1), pertenecientes a la 

familia tipo II de receptores de citocinas (Ferreira et al., 2019), con gran presencia tanto 

en células hematopoyéticas y no hematopoyéticas (Burke & Young, 2019; L. Castro et 

al., 2021). Cuando el IFN γ se une a su receptor IFNGR se produce la oligomerización 

de sus dos subunidades, activando quinasas Janus citoplasmáticas (JAK 1 y JAK 2) las 

cuales se encuentran asociadas al receptor, fosforilando y dimerizando el transductor de 

señal y activador de la transcripción uno (STAT1) (Jorgovanovic et al., 2020). Los 

homodímeros de STAT1 se translocan al núcleo en donde se unen al sitio de activación 

de IFN γ (GAS), iniciando la transcripción de genes estimulados por IFN γ (Ivashkiv, 

2018; Jorgovanovic et al., 2020; Mojic et al., 2017). Los ISGs transcriben múltiples 

productos como factores antibacterianos, antivirales, quimiocinas, moléculas 

presentadoras de antígenos y receptores fagocíticos (Ivashkiv, 2018). Toda la vía se 

señalización se muestra en la Figura 2. Es importante considerar que el IFN γ también 

puede activar el factor tres de los genes estimulados por IFN (ISGF3), un complejo 

trimérico formado por STAT1, STAT2 e factor regulado por IFN 9 (IRF9) (Figura 1) pero 

en menor proporción que la vía que JAK/STAT1 (Negishi et al., 2018). 
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Figura 2  

Vía de señalización de IFN γ. 

 

NOTA. Elaborado mediante el programa BioRender.com 

IFN γ desempeña un papel inmunomodulador, antiviral, antibacterial, 

antitumoral, antiproliferativo y antialergénico (Kak et al., 2018). Las células T que 

secretan IFN γ son capaces de potenciar la inmunidad innata, generando un vínculo 

entre la inmunidad innata y adaptativa (F. Castro et al., 2018). El incremento de la 

actividad de macrófagos, aumenta la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), mejora la regulación del MHC II para un adecuado proceso en la presentación 

de antígenos, así como el incremento en la producción de citocinas proinflamatorias y 

enzimas proteolíticas y autofagia (Kak et al., 2018; Ozcelik et al., 2020). 

La expresión de MHC II mediada por IFN γ inicia la respuesta inmunológica 

frente a algunos tipos de cáncer (F. Castro et al., 2018). Es decir, los efectos 
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antitumorales mediados por IFN γ implican la regulación de expresión y presentación de 

antígenos, fomento de señales inflamatorias y quimiotácticas, mejora en la respuesta de 

los leucocitos y desencadenamiento de manera directa de los efectos antiproliferativos, 

como el incremento en la producción de mediadores apoptóticos (Burke & Young, 

2019). IFN γ es crucial en la diferenciación de células dendríticas (DC) (Goldszmid et 

al., 2012), T CD8 citotóxicas (Curtsinger et al., 2012) y la activación de células T CD4 en 

las respuestas frente a patógenos (Haabeth et al., 2011). Debido a sus múltiples 

funciones el IFN γ ha sido desarrollo como una proteína recombinante y con el objetivo 

de mejorar sus características farmacodinámicas y farmacocinéticas se han investigado 

diversas plataformas de producción (L. Castro et al., 2021). 

IFN γ 1B 

Las proteínas recombinantes son aquellas originadas de forma artificial a través 

de la tecnología de ADN recombinante (Ferrer-Miralles et al., 2015). Esta biomolécula 

se produce industrialmente mediante esta técnica en E. coli, es decir, no presenta 

glicosilación, afectando las propiedades farmacocinéticas y fisicoquímicas (FDA, 2015; 

Razaghi et al., 2016). La proteína consta de 140 aminoácidos con peso molecular de 17 

kDa en forma de monómero y 35 cuando está dimerizada (Horizon Pharma Ireland Ltd, 

2016). Los cambios en las condiciones del bioproceso como temperatura, presión, 

densidad del cultivo entre otras, generan variabilidad de un lote a otro (Mockus et al., 

2015), en el caso de IFN γ 1b la actividad biológica máxima descrita es de 3x106 UI/mg 

(Razaghi et al., 2016).  

En la aplicación de este biofármaco se han identificado diversas reacciones 

adversas, las más frecuentes son síntomas similares a los de la gripe como fiebre, 

cefalea, escalofríos, fatiga, náuseas, vómito y diarrea (Lyseng, 2015). Los efectos 
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secundarios frecuentes incluyen depresión, dolor abdominal, mialgia, dolor de espalda 

(FDA, 2015). También existen reacciones con frecuencia desconocida como 

neutropenia, trombocitopenia, hiperglucemia, estado de confusión, desorientación, 

convulsiones, fallo cardíaco, enfermedad pulmonar intersticial, pancreatitis y fallo renal 

(Lyseng, 2015). 

Sistemas de expresión del rhIFN γ 

La producción de proteínas recombinantes se utiliza para generar una mayor 

producción de la proteína en relación a la que se obtendría de forma natural y además 

se requiere un alto nivel de pureza y calidad del péptido pues resulta esencial en el 

tratamiento de múltiples afecciones en los seres humanos (Tripathi & Shrivastava, 

2019). En la actualidad existen múltiples sistemas de producción para la expresión de 

proteínas recombinantes como: bacterias, levaduras, hongos filamentosos, microalgas, 

líneas celulares de insectos, mamíferos, plantas, animales trangénicos y plantas 

trangénicas (Owczarek et al., 2019; Vieira et al., 2018). La calidad de la proteína, precio, 

funcionalidad, velocidad de producción y rendimiento son factores importantes a la hora 

de elegir el sistema de expresión más adecuado (Soares et al., 2018). Es importante 

tomar en cuenta algunos desafíos presentes en la producción de proteínas 

recombinantes como por ejemplo: la inactivación, desaparición o modificaciones a nivel 

estructural en el gen recombinante lo cual ocasiona la pérdida de expresión y por ende 

insuficiencia en la traducción (Brautaset & Valla, 2019; Gupta et al., 2016). También, las 

PTM como la glicosilación establecen la antigenicidad, actividad biológica, estabilidad, 

localización, plegamiento, tiempo de circulación y solubilidad debido a la sobreexpresión 

de la proteína recombinante (Gupta et al., 2016). Por lo mencionado antes es 

importante identificar los sistemas de expresión en los que se ha producido rhIFN γ, 

como Tabla 1. 
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La purificación es otro punto crítico a la hora de producir una proteína 

recombinante, este proceso muchas veces no es capaz de eliminar por completo 

impurezas como ADN, proteínas del hospedero o endotoxinas del producto, generando 

impurezas modificadoras de la respuesta inmune innata (IIRMIs) (Verthelyi & Wang, 

2010). Las IIRMIs son capaces de estimular la inmunidad innata mediante su 

reconocimiento sobre todo por TLR, fomentando respuestas inmunitarias a la proteína 

terapéutica (Haile et al., 2015). Las respuestas inmunitarias a veces generan 

implicaciones clínicas incluyendo reacciones a la infusión, alteraciones en la 

farmacocinética de la biomolécula, neutralizan o comprometen la seguridad clínica y 

eficacia del biofármaco (Schellekens & Casadevall, 2004). 

Tabla 1  

Sistemas de expresión probados en la producción de rhIFN γ. 

Sistemas de expresión Actividad Peso Molecular (kDa) 

Glándula mamaria de ratón 
1x107UI/mg 

1x107-5 x107UI/mL 
20-25 

Células de rata 4 x105 UI/mL 22-25 

CHO 

2 x104-1 x105 UI/mL 

5.5 x104 UI/mL 

1-2 x108 UI/mg 

22-23 

21-25 

20-26 

Spodoptera spp. Activo 18-23 

Solanum lycopersicum Activo  

Oryzea sativa Activo 24-27 

Bacillus sp. Activo 17 

Leishmania Activo 17 

Saccharomyces cerevisiae 2.5 x104 UI/mL  

Pichia pastoris Activo  
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Sistemas de expresión Actividad Peso Molecular (kDa) 

Activo 

1-1.4 x107 UI/mg 

17 

15 

Células de mono 6.2 x10-2 UI/mL  

Cultivo de tejido humano 1.93x107 UI/mg  

E. coli 9x107 UI/L 17 

Nota. UI: Unidades Internacionales. Modificado de (Razaghi et al., 2016).  
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Capítulo III: Materiales y métodos 

La presente revisión sistemática se basó en la declaración PRISMA, donde se 

encuentra especificado los elementos de informe preferidos para revisión sistemática y 

meta-análisis, con algunas modificaciones para mejorar el método (Moher et al., 2009; 

Tawfik et al., 2019). 

Búsqueda preliminar de información 

Luego de plantear el tema de investigación, se procedió a determinar las bases 

de datos en las cuales se buscaría la información necesaria mediante palabras claves, 

además se constató la existencia de suficientes artículos. Las bases de datos 

seleccionadas fueron, el buscador libre de la Biblioteca Nacional de Medicina de los 

Institutos Nacionales de Salud de EE. UU, PubMed, SciELO, ScienceDirect y Google 

Académico. La revisión bibliográfica se llevó a cabo utilizando tanto artículos en inglés 

como en español, la Tabla 3 se enlista las bases de datos y las palabras claves 

utilizadas. 

Tabla 2  

Palabras utilizadas en la exploración de artículos de investigación 

Repositorios digitales Palabras clave 

PubMed IFN γ humano recombinante 

Producción de IFN γ humano recombinante 

IFN γ humano recombinante efectos secundarios 

Toxicidad del IFN γ humano recombinante 

SciELO 

ScienceDirect 

Google Académico 
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Repositorios digitales Palabras clave 

IFN γ 1b 

 

Selección y clasificación de estudios primordiales 

La selección de los artículos se basó en el título y el resumen. Los artículos 

científicos encontrados tuvieron un primer filtro de acuerdo con los criterios de inclusión 

y exclusión, los cuales se muestran en la Tabla 3, tomando en cuenta que el año se 

utilizó como una estrategia de búsqueda en los repositorios digitales. Además, para 

reducir el sesgo de la primera búsqueda, se realizó una búsqueda manual en los 

repositorios digitales seleccionados. Por otro lado, mediante el uso de una matriz en 

Excel se clasificó la información para descartar repeticiones y verificar el año de 

publicación. Las repeticiones se comprobaron en función del título, autor, año de 

publicación y revista. 

Tabla 3  

Criterios de elegibilidad para la información en la revisión sistemática 

 Criterios de Inclusión Criterios de Exclusión 

Año 2016-2021 <2016 

Accesibilidad Artículos completos Artículos duplicados 

Relevancia en 

el tema de 

trabajo 

Temas centrados en: 

 Producción de IFN γ en diferentes 

sistemas de expresión  

Artículos irrelevantes 
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 Criterios de Inclusión Criterios de Exclusión 

Toxicidad del IFN γ humano 

recombinante en dependencia del 

sistema expresión 

 

Los artículos predeterminados fueron revisados mediante los criterios de 

inclusión y exclusión a fondo, con una lectura completa, para confirmar los documentos 

relevantes. 

Organización y unificación de datos  

Se clasificó la información en dos grupos, el primero abarcó el contenido 

respecto a sistemas de expresión de rhIFN γ incluyendo bacterias, levaduras, células de 

organismos superiores y otros. Y por otro lado los documentos relacionados con la 

toxicidad del biofármaco. 

Cuando los artículos fueron seleccionados, la información de interés se utilizó 

para realizar una revisión bibliográfica, ayudando a determinar la situación actual de los 

sistemas de expresión utilizados para la producción de IFN γ humano recombinante. 

Programas para la elaboración de figuras 

Para casi todas las gráficas realizadas se utilizó el software Microsoft Excel, ya 

que es una herramienta accesible para el usuario y se utiliza para el análisis y 

visualización de datos. 

BioRENDER 

Es un programa en línea de uso libre utilizado para el diseño gráfico de figuras 

científicas. En la pantalla principal del software aparecen múltiples plantillas. La 
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plataforma es capaz de exportar los esquemas en múltiples formatos incluyendo jpg, 

png y pdf. Para la presente revisión la figura se descargó en formato png. Disponible en: 

https://biorender.com/ 
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Capítulo IV: Resultados y Discusión 

Búsqueda preliminar de información 

En la presente revisión bibliográfica la búsqueda se realizó en cuatro bases de 

datos incluyendo Google académico, ScienceDirect, PubMed y SciELO, con un total de 

2436 documentos localizados. En la Figura 3 se muestran los porcentajes de acuerdo al 

número de artículos científicos encontrados en cada base de datos. Siendo Google 

académico la base de datos con el mayor número de resultados. 

Figura 3  

Resultados de artículos científicos encontrados en las diferentes bases de datos 
seleccionadas 

 

Selección y clasificación de estudios primordiales 

Una vez depurada la base de datos eliminando la información duplicada y 

aplicando los criterios de inclusión y exclusión. Los artículos científicos aptos para su 

uso en la revisión bibliográfica fueron 76. 

1

605

1406

424

PubMed

Google Académico

ScienceDirect
SciELO
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Organización y unificación de datos  

Las levaduras fueron los hospederos con el mayor número de investigaciones 

para la producción de IFN γ humano recombinante como se puede apreciar en la Figura 

4. Además, los artículos científicos relacionados con la producción de IFN γ humano 

recombinante en diferentes bacterias y células de organismos superiores tuvieron igual 

número de documentos. 

Figura 4  

Resultados de la producción de IFN γ humano recombinante en diferentes sistemas de 
expresión 

 

 

Las diferentes plataformas utilizadas para la expresión de rhIFN γ encontradas 

en esta revisión sistemática incluyeron organismos como: E. coli, B. subtilis, P. pastoris, 

Kluyveromyces lactis, N. benthamiana y Nicotiana tabacum. La Tabla 4 se indica los 

vectores, el tipo de expresión y los métodos de purificación utilizados en los artículos 

encontrados.  

0 2 4 6 8

Bacterias

Levaduras

Células de organismos
superiores
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Tabla 4  

Sistemas de producción encontrados para el desarrollo de rhIFN γ. 

HOSPEDEROS VECTOR PROMOTOR ECI ECE 
MÉTODOS DE 
PURIFICACIÓN 

E. coli 

BL21 (DE3) 

p ET-28a(+) T7-lac X  IMAC e  

ITC 

Bacillus sp 

(WB800N) 

pHT43 Pgrac  X ------- 

E. coli LE391 pP1SD P 1 X  ------- 

E. coli GALG20 (DE3) pET28a T7-lac X  ------- 

P. pastoris p PIC9K 

p KANB 

p PICZB 

AOX1 

 

 

 

X 

X 

X 

IMAC 

Ni-NTA 

K. lactis p KLAC2  P LAC4-PBI  X ---------- 

P. pastoris X-33 pPICZαB AOX1  X Ni-REM 

P. pastoris GS115 pPICZαA AOX  X IMAC 

P. pastoris  

X-33, GS115, KM71H, 
CB7435 

pPICZαA 

pPpT4αS 

p PIC9 

AOX1  X --------- 

K. lactis ------ -----  X REM 

Nicotiana benthamiana pKB 

 

35S X X ------ 

Nicotiana benthamiana pKB 35S X X IMAC (Ni 2+-NTA) 

Nicotiana tabacum cv. 
Xanthi 

pCAMBIA 35S X X IMAC e ITC 

Nicotiana tabacum cv. 
Samsun 

 pCAMBIA1304 35S X X ------- 
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Nota. ECI: Expresión celular intracelular y ECE: Expresión celular extracelular. 

Recuperado de (Heidari-Japelaghi et al., 2020; Heidari-Japelaghi et al., 2019; Jiang et 

al., 2020; Jiang et al., 2019; R. Pandey, Prabhu, et al., 2018; Razaghi et al., 2017; 

Prabhu et al., 2016; Heidari et al., 2019; Kumar et al., 2018; Krachmarova et al., 2020; 

R. Pandey, Kumar, et al., 2018; Prabhu, Bharali, et al., 2018; R. Pandey & Veeranki, 

2018; Prabhu, Purkayastha, et al., 2018).  

Debido a sus múltiples ventajas, incluyendo rápido crecimiento, genética 

estudiada a fondo, seguridad garantizada y rendimientos elevados los sistemas de 

expresión bacteriana resultan huéspedes favorables para la producción a gran escala 

de biofármacos (Du et al., 2019). La producción de rhIFN γ en B. subtilis fue de 0.3033 

mg/L con la secuencia nativa y de 0.3954 y 0.372 mg/L en dos cepas con codones 

optimizados sin y con histidina respectivamente (Kumar et al., 2018). Mejorando el 

índice de adaptación de codones (CAI), el cual indica la frecuencia de uso de un codón 

predilecto entre genes altamente expresados (Khandia et al., 2019). El CAI aumentó de 

0.75 a 0.951 y 0.94 (Kumar et al., 2018). Dado que la expresión de proteínas 

recombinantes perturba el metabolismo del anfitrión, es importante optimizar el medio 

de cultivo, suministro de oxígeno, temperatura del cultivo y los parámetros de inducción 

(Mühlmann et al., 2017). B. subtilis mostró una producción de rhIFN γ de 1.3 mg/L al 

pasar de un medio con carbono de fácil utilización (glucosa) a glicerol, el cual es de 

metabolización lenta y disminuyendo la temperatura a 28 °C (Kumar et al., 2018).  

E. coli sigue siendo el hospedador más común ya que crece rápido en altas 

densidades celulares, posee una necesidad básica de nutrientes siendo fácil y 

económico los costos de producción (Soares et al., 2018). Sin embargo, también posee 

algunas limitaciones incluyendo sesgo de codones, generación de cuerpos de inclusión, 
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toxicidad, formación de proteínas no funcionales, inestabilidad de ARNm y ausencia de 

PTM (Jia & Jeon, 2016). No obstante, la ingeniería genética intenta suplir estas 

limitaciones mediante la eliminación o inserción de genes; de forma particular la 

deleción del gen pgi resulta un prospecto interesante ya que se ha visto un incremento 

en la producción de riboflavina en la cepa K-12 (Lin et al., 2014).  

La deleción del gen pgi, el cual expresa la enzima fosfoglucosa isomerasa, 

ocasiona el redireccionamiento del flujo de carbono hacia la vía de las pentosas fosfato 

y promueve la síntesis de nucleótidos (Lin et al., 2014). En la cepa GALG20 (DE3) un 

mutante de la cepa K-12 (MG1655) con deleciones en endA y recA para impedir la 

recombinación y digestión no específica de ADN, además de la deleción en pgi la 

producción de rhIFN γ fue de 230 mg/L (R. Pandey, Kumar, et al., 2018). Mientras que 

en la cepa K-12 (MG1655) se produjo 70 mg/L y en BL21 (DE3) alrededor de 155 mg/L 

de rhIFN γ expresados sobre todo como cuerpos de inclusión (R. Pandey, Kumar, et al., 

2018). 

Para mejorar los rendimientos en la producción de proteínas recombinantes en 

E. coli también se utilizan enfoques como la fusión y coexpresión con proteínas 

transportadoras, proteína de unión a maltosa (MBP), glutatión-S-transferasa (GST) o 

chaperonas moleculares (Makino et al., 2011). La coexpresión con etiquetas de 

polipéptidos similares a la elastina (ELP) contribuye a la agregación de la proteína 

diana, de manera selectiva y reversible (Rosano & Ceccarelli, 2014). ELP poseen una 

secuencia de varias repeticiones del complejo pentamérico valina-prolina-glicina-X-

prolina (VPGXG), donde X puede ser cualquier aminoácido excepto prolina (Bahniuk et 

al., 2018; Fletcher et al., 2019). RhIFN γ expresado en E. coli con ELP produjo 1 260 
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mg/L, por el contrario la producción de rhIFN γ sin ELP fue de 128 mg/L (Heidari et al., 

2019). 

La formación de agregados insolubles debido a etiquetas de histidina en E. coli 

ha generado la investigación de otras formas de purificación (Raran-Kurussi & Waugh, 

2017). La maximización de la purificación y disminución de impurezas en cuerpos de 

inclusión de rhIFN γ se logró gracias a la adición de pasos, incluyendo sonicación 

agregando lisozima, centrifugación en un cama de sacarosa al 20%, centrifugación de 

alta velocidad al sobrenandante y lavados con un tampón que contenía EDTA y urea no 

desnaturalizante más sonicación (Krachmarova et al., 2020). Mientras tanto, ELP 

permite la purificación de rhIFN γ mediante una técnica conocida como ciclo de 

transición inversa (ITC) (Mahmoodi et al., 2019). ITC se basa en la precipitación de la 

proteína diana fusionada a ELP cuando se alcanza la temperatura de transición o con la 

fuerza iónica de la solución (Rosano & Ceccarelli, 2014), mediante pasos repetitivos de 

agregación, centrifugación y resolubilización (Mahmoodi et al., 2019). Heidari y 

colaboradores (2019), obtuvieron una pureza de rhIFN γ de 98 ± 5% en el tercer ciclo. 

La fusión del rhIFN γ con ELP en E. coli fue el mejor sistema de producción bacteriano 

generando los rendimientos más altos y un porcentaje de pureza casi similar al 

establecido para la producción de proteínas recombinantes farmaceúticas, es decir, ≥ 

99% (Puetz & Wurm, 2019). 

La citotoxicidad, viabilidad y proliferación celular se pueden comprobar mediante 

el ensayo colorimétrico MTT (Riss et al., 2013). Heidari y colaboradores (2019), 

mediante esta técnica concluyeron en E. coli que la bioactividad de rhIFN γ 

coexpresado con ELP en células Vero fue de 3.49x107 UI/mL, lo cual se aproxima al 

valor de rhIFN γ comercial con 7,55 x 107 UI/mL (Zhu et al., 2013). Demostrando que la 
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coexpresión de ELP junto al gen diana no interfiere con la actividad biológica. Además, 

ELP ha sido un blanco terapeútico para disminuir la toxicidad y mejorar la eficacia 

terapeútica (Despanie et al., 2016) 

Las levaduras han sido tomadas en cuenta como hospederos para reducir las 

limitaciones de los sistemas de expresión basados en bacterias (Vieira et al., 2018). Las 

levaduras conjugan la facilidad de crecimiento rápido en medios simples, al ser un 

organismo unicelular con la capacidad para realizar modificaciones postraduccionales y 

la viabilidad de modificaciones genéticas (Thak et al., 2020). P. pastoris es una levadura 

Crabtree negativa, produciendo más biomasa y alcanzando mayores rendimientos de la 

proteína recombinante (Vieira et al., 2018). 

Las restricciones en estas plataformas incluyen sesgo de codones, translocación 

debido al péptido señal de secreción, errores en el plegamiento y ensamblaje de las 

proteínas en el sistema retículoendotelial (RES) (Prabhu et al., 2016). Una estrategia 

muy utilizada para contrarrestar estas limitaciones es la coexpresión de chaperonas o 

proteínas auxiliares junto a sus co-chaperonas, las cuales se encargan de mantener la 

proteostasis (Q. Liu et al., 2020). Por lo que están relacionadas con mecanismos de 

plegado, replegado y la degradación de proteínas en algunos organimos procariotes y 

eucariotes y su co-expresión ha desempeñado un papel clave en la eficiencia secretora 

de proteínas recombinantes en levaduras (Vieira et al., 2018). La proteína disulfuro 

isomerasa (PDI) es una proteína auxiliar encargada de contribuir al plegamiento y 

secreción de proteínas recombinantes (Rocco et al., 2018). La producción de rhIFN γ 

pasó de 0.2 mg/L a 0.53 mg/L en el control y mediante la coexpresión con PDI 

respectivamente (Prabhu et al., 2016). Además Prabhu y colaboradores (2016), 

verificaron que la optimización de codones aumenta la expresión de la proteína a 1.8 
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mg/L. RhIFN γ expresado en cuatro cepas diferentes de P. pastoris, tres vectores y 

mediante la optimización de codones (GS115-pPIC9-COS1, GS115-pPIC9-COS2, X33-

pPICZαA-NS, X33-pPICZαA-COS2, X33-pPpT4αS-COS2, KM71H-pPICZαA-NS, 

KM71H-pPICZαA-COS2, CB7435-pPICZαA-COS2) (Razaghi, Tan, et al., 2017). 

Obtuvieron rendimientos menores a 0.5 mg/L, concluyendo que la optimización no está 

relacionada con el rendimiento y que la producción de rhIFN γ en P. pastoris no es 

realista a nivel económico (Razaghi, Tan, et al., 2017).  

La producción de rhIFN γ coexpresado con varias chaperonas (Kar2p, Ssa1p, 

Sec63p, Ydj1p, PDI) fue de 1.56 mg/L en la mejor combinación (IFN γ + Kar2p + PDI), 

aumentando seis veces la expresión de la proteína en comparación con el control que 

solo expresaba rhIFN γ (Prabhu, Bharali, et al., 2018). Siendo la mejor producción de la 

proteína de 36.1 mg/L en P. pastoris optimizando la secuencia del gen y mediante 

reactores por lotes (Prabhu, Purkayastha, et al., 2018). RhIFN γ inhibió la proliferación 

de células de cáncer oral y cáncer de mama humano en un 25 % aproximadamente con 

500ng/mL y 100 ng/mL respectivamente (Prabhu, Bharali, et al., 2018; Prabhu, 

Purkayastha, et al., 2018). 

Un paso importante en la obtención de proteínas recombinantes es la 

purificación la cual debe ser confiable, rápida, rentable y robusta para poder ser 

aplicada a gran escala (L. Castro et al., 2021). La cromatografía sigue siendo el método 

más utilizado en la purificación de biofármacos (Hanke & Ottens, 2014); de manera 

específica la cromatografía por afinidad resulta uno de los métodos más eficientes y con 

alta selectividad (Mahmoodi et al., 2019). La pureza de rhIFN γ aumentó de 56.5 % a 

63.83% y 80% en IFN γ solo, coexpresado con PDI y optimizando codones, mediante 

cromatografía de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) (Prabhu et al., 2016). De 
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igual formar en la expresión de rhIFN γ junto a Kar2p + PDI, la pureza fue del 80% con 

el método de purificación antes mencionado (Prabhu, Bharali, et al., 2018). 

Las estrategias de purificación no cromatográficas pretenden obtener sistemas 

rentables con altos rendimientos de recuperación y pureza mediante el menor número 

de pasos, siendo además fáciles de escalar y amigables con el medio ambiente (Jozala 

et al., 2016). La extracción micelar inversa (REM) involucra la solubilización de 

biomoléculas en agua de micelas inversas, que son gotas de agua nanométricas 

contenidas en un límite establecido por el surfactante (L. Castro et al., 2021). Está 

técnica consta de dos fases, una extracción hacia adelante donde las proteínas se 

disuelven de la fase acuosa hacia la fase orgánica y; por otro lado, una extracción 

posterior en el que la proteína se libera de las micelas inversas hacia una fase acuosa 

(C. Chen et al., 2019). La pureza de rhIFN γ mediante REM de níquel modificado fue del 

79.54% utilizando un tensioactivo no iónico (Prabhu, Purkayastha, et al., 2018). 

K. lactis al igual que P. pastoris es una levadura Crabtree negativa, presenta una 

densidad celular elevada y utiliza tanto vectores de expresión integradores como 

episomales (Kim et al., 2015). RhIFN γ expresado por primera vez en este hospedero 

produjo 0.175 mg/L (R. Pandey & Veeranki, 2018). Sin embargo, Pandey & Veeranki  

mediante la optimización de los parámetros físicos para la expresión de la proteína  

mediante OVAT (una variable a la vez) lograron obtener 0.39 mg/L de rhIFN γ. Las 

condiciones más favorables fueron pH 7, 28 °C, 275 rpm de agitación, 60 h de 

incubación y 18 h para la edad del inóculo (R. Pandey & Veeranki, 2018). La purificación 

en un solo paso mediante REM con un tensioactivo catiónico en K. lactis dió una 

recuperación del 83% cuando se optimizó la técnica (R. Pandey, Prabhu, et al., 2018). 

Pandey y colaboradores (2018), concluyeron que los mejores parámetros fueron: pH 
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igual a 12, 150 mM del tensioactivo bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y 0.2 M de 

NaCl en la fase acuosa. Y para la extracción posterior un pH de 7, 0.8 M KCl y 15% de 

alcohol isopropílico (R. Pandey, Prabhu, et al., 2018).  

La levaduras de manera general producen hiperglicosilación; sin embargo, P. 

pastoris y K. lactis generan hipermanosilación en menor proporción (Karbalaei et al., 

2020). Solo un estudio encontrado en P. pastoris analizó la glicosilación para rhIFN γ, 

en el cual se encontró dos bandas de 17 y 19 kDa (Y. Wang et al., 2019). Según Wang 

y colaboradores (2019), la banda de 17 kDa se encontraba glicosilada solo en N98; 

mientras que la banda de 19 kDa presentaba doble glicosilación en N98 y N27. P. 

pastoris sintetiza de 8 a 14 residuos de manosa (Thak et al., 2020). Lo que concuerda 

con Wang y coautores (2019), en donde la glicoforma más común tenía 11 y 9 residuos 

de manosa en N26 y N98 respectivamente. De acuerdo con los datos obtenidos en 

levaduras, P. pastoris mediante optimización de codones expresó la mayor cantidad de 

proteína diana y el porcentaje de purificación no varió mucho independientemente de la 

técnica o microorganismo. 

Por otra parte, los sistemas de expresión basados en plantas son un método 

frecuente para la producción de proteínas terapéuticas (Yao et al., 2015). Las ventajas 

de dichas plataformas incluyen rentabilidad, procesamiento de proteína de alta calidad, 

riesgo casi nulo de contaminación, PTM eucariotas, fácil y económico costo de 

producción y almacenamiento (Q. Chen & Davis, 2016; Tschofen et al., 2016). Al mismo 

tiempo, la caracterización de genes adecuados para estos sistemas es cada vez más 

fácil y directa, con lo cual existe un desarrollo de la genómica, proteómica y 

bioinformática (Yao et al., 2015). 
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Jiang y colaboradores (2019), analizaron diferentes variables así como elección 

del mejor vector viral, truncamiento de la señal N terminal del péptido, optimización de 

codones, coexpresión de diferentes supresores de silenciamiento viral y reubicación de 

la proteína en otros compartimentos subcelulares con fusión de péptidos señal. El nivel 

máximo de producción para rhIFN γ en N. benthamiana se obtuvo con el vector 

pKB19mIFNγER, un vector basado en el virus del mosaico del bambú (BaMV) (Jiang et 

al., 2019). La proteína diana coexpresada con el supresor de silenciamiento viral p19, 

truncando la señal N-terminal (mIFNγ), sin optimización en los codones y la fusión de la 

señal de retención del RES, alcanzó 119±0,8 ug/g de peso fresco (Jiang et al., 2019). 

En la misma planta se examinó la secreción de rhIFN γ junto a cinco señales 

secretoras (SS) fusionadas al extremo N- terminal de mIFN γ para mejorar la solubilidad 

(Jiang et al., 2020). Los investigadores concluyeron que SS del dominio de la extensina 

mostró una mejor producción de IFN γ tanto en las fracciones intracelulares (IC) como 

en el líquido de lavado del apoplasto (AWF), de hasta 209±7 mg/kg y 9.5±0.45 mg/kg 

respectivamente. Así mismo, con la agregación de diez unidades de 'Ser-Pro' de la 

etiqueta HypGP, un péptido hidroxiprolina O-glicosilado que facilita la secreción eficiente 

de proteínas de fusión aumentando el rendimiento (N. Zhang et al., 2016, 2019), se 

obtuvo 489±28 mg/kg de peso fresco en IC y 15.2±0.98 mg/kg en AWF (Jiang et al., 

2020). La biomolécula producida en esta plataforma proporcionó una actividad biológica 

de 3x107 UI/mg en células HEK 293 T (Jiang et al., 2020). 

También se evaluó la fusión de ELP a rhIFN γ en N. tabacum junto al péptido 

señal de la extensina de zanahoria (Ext) y γ-zeína de maíz (Zera) con 

redireccionamiento de la proteína al apoplasto y al RES respectivamente (Heidari-

Japelaghi, Valizadeh, Haddad, & Dorani-Uliaie, 2020). Heidari-Japelagui y 
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colaboradores (2020), concluyeron que la mejor acumulación de rhIFN γ se da en el 

RES, con hasta 4.05% de TSP y que la fusión con ELP contribuye a la acumulación de 

la proteína, siendo 3.3 y 4 veces más altos en el péptido señal de la Ext y Zera 

respectivamente que las proteínas sin ELP. La bioactividad de rhIFN γ-ELP en células 

Vero fue de 4.82x106 UI/mL (Heidari-Japelaghi, Valizadeh, Haddad, & Dorani-Uliaie, 

2020), mientras que el valor de rhIFN γ comercial es de 7,55 x 107 UI/mL (Zhu et al., 

2013).  

La optimización de parámetros como ya se ha mencionado antes es una de las 

estrategias más utilizadas para mejorar el rendimiento. La acetosiringona (AS) se 

produce al ocurrir un daño mecánico en el material vegetal contribuyendo con la 

transcripción de los genes virulentos de Agrobacterium tumefaciens (Martínez, 2018). El 

nivel máximo de expresión del péptido se dio con 200 μM de AS en N. tabacum cv 

Samsun y con una densidad óptica de 1.0 a 600nm (Heidari-Japelaghi, Valizadeh, 

Haddad, Dorani-Uliaie, et al., 2020). Los investigadores comprobaron que la expresión 

de rhIFN γ se focalizó en el RES con 19.18 μg/g de peso de hojas frescas. Según 

Heidari-Japelaghi y colaboradores (2020), la actividad antiviral en células Vero con 

rhIFN γ confirma una bioactividad de 4,10x107, 4,98x106 y 5,14x105 UI/mg en el extracto 

crudo de las proteínas en el apoplasto, RES y citoplasma. Evidenciando que la 

orientación de la biomolécula a los compartimentos subcelulares mejora la acumulación 

como la actividad biológica (Heidari-Japelaghi, Valizadeh, Haddad, Dorani-Uliaie, et al., 

2020).  

La glicosilación como una modificación postraduccional capaz de afectar la 

solubilidad, bioactividad, plegamiento, estabilidad y provocar inmunogenicidad es una 

característica importante a la hora de producir biofármacos (Goh & Ng, 2018; P. Zhang 
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et al., 2016). Las plataformas basadas en plantas son capaces de producir N-glicanos 

parecidos a los de eucariotas, al no ser tan complejos resultan fáciles de manipular para 

conferir las características deseadas (Schoberer & Strasser, 2018). Las plantas 

presentan dos glicoformas: en su mayoría GlcNAc2Man3GlcNAc2 (GnGn) con residuos 

de xilosa y fucosa (GnGnXF), > 60% y estructuras paucimannosídicas, es decir, sin 

terminales de GlcNAc (MMXF) (Montero-Morales & Steinkellner, 2018).  

Jiang y colaboradores (2020), al igual que Heidari-Japelagui y coautores (2020) 

realizaron análisis de glicosilación mediante el método de tinción PAS (ácido peryódico 

de Schiff); una técnica que se utiliza para la detección de glicoproteínas, glicolípidos y 

proteoglicanos (Aryal, 2020; Hodgin, 2017). Se comprobó que IFN γ en ambos estudios 

estaba N-glicosilado en diferentes proporciones y con tres formas de glicoproteínas (18-

20 kDa monoglicosilado, 23-40 kDa con doble glicosilación y 15 k Da sin glicosilar) 

(Heidari-Japelaghi, Valizadeh, Haddad, & Dorani-Uliaie, 2020; Jiang et al., 2020). 

Además, después de la digestión con PNGasa A y PNGasa F las proteínas migraron de 

20, 36 y 40 kDa a 18, 35 y 36 kDa respectivamente (Heidari-Japelaghi, Valizadeh, 

Haddad, & Dorani-Uliaie, 2020; Jiang et al., 2020). El primer estudio de perfiles de 

glicosilación en rhIFNγ en N. benthamiana mediante cromatografía líquida con 

espectrometría de masas (LC-MS/MS)  mostró que el 96% de glicanos en la posición 

N25 era de tipo complejo con α-(1,3)-fucosa con un predominio de MGnXF y en N97 el 

58% de estructuras eran heterogéneas con una predominancia de MGnX (Jiang et al., 

2020). Indicando que al igual que en el IFN γ de tipo nativo, la fucosilación se da solo en 

N25 (Razaghi et al., 2016). A pesar de las similitudes en ambos estudios, sería 

necesario el análisis de los perfiles de glicosilación en N. tabacum. La expresión de 

rhIFN γ en N. benthamiana junto con la señal secretora de extensina y HypGP produjo 

los rendimientos más altos. 
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Razaghi y colaboradores (2017) evaluaron la eficacia del rhIFN γ expresado en 

células CHO y HEK293 en líneas celulares de adenocarcinoma de ovario (PEO1 y 

SKOV3), determinando que la sensibilidad a rhIFN γ fue mayor en PEO1 con el 70% de 

muerte celular y el 60% de citostasis. Mientras tanto SKOV3 presentó alrededor del 

30% y 20-45% de muerte celular y detención citostática respectivamente. Sin embargo, 

ningún tratamiento incluido IFN γ-1b presentó diferencias estadísticamente significativas 

en PEO1. A diferencia de SKOV3 en donde cada molécula diana presentó significancia 

tanto en muerte celular como en citostasis en el siguiente orden: rhIFNγ expresado en 

HEK293 = desglicorhIFNγHEK = rhIFNγCHO> desglicorhIFNγCHO ≥ hIFNγ1b (Razaghi, 

Villacrés, et al., 2017). Siendo este el único estudio en el cual se aborda la eficacia de la 

proteína diana expresada en otro sistema de expresión diferente a E. coli. La línea 

celular de cáncer de ovario SKOV3 a pesar de la insensibilidad a IFN γ 1b  (Wall et al., 

2003), demostró susceptibilidad para la proteína expresada en células de mamíferos 

(Razaghi, Villacrés, et al., 2017). Por otro lado, la eficacia citostática se vio afectada 

solo por el rhIFN γ desglicosilado expresado en células CHO y no en HEK293, en tanto 

que la eficacia citotóxica no se alteró por ninguno de los rhIFNs γ desglicosilados 

(Razaghi, Villacrés, et al., 2017). Lo cual involucra la importancia de otros parámetros 

en la potencia y farmacodinámica de rhIFN γ como el plegamiento (Vink et al., 2014). 

Mientras que en PEO1 todos los productos de rhIFN γ tuvieron la misma susceptibilidad 

independientemente del hospedero y la glicosilación (Razaghi, Villacrés, et al., 2017).  

Castro y colaboradores (2021), afirma que la producción de IFNs comerciales de 

forma general en E. coli se debe principalmente a: bajo peso molecular y deficiencia de 

glicosilaciones extensas en estas moléculas, este microorganismo fue uno de los 

primeros en utilizar la tecnología del ADN recombinante. Además, E. coli posee una 

amplia gama de herramientas moleculares y las ventajas inherentes como la cinética de 
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crecimiento rápido con medios de cultivo económicos y simples, hicieron posible una 

alta expresión de IFNs (L. Castro et al., 2021). Como se apreció en el presente trabajo 

los rendimientos alcanzados por E. coli fueron sobremanera superiores a los 

expresados por las demás plataformas.  

Por otra parte, las afecciones en las que se probó este biofármaco se enumeran 

a continuación: fibrosis pulmonar idiopática (Kass & Kaminski, 2017; Meyer & Modi, 

2016), ataxia de Friedreich (Bürk, 2017; Lynch et al., 2019; Yetkin & Gültekin, 2020), 

esquizofrenia (Hong & Bang, 2020), fibrosis quística (Eades et al., 2018; Hisert et al., 

2020), síndrome de Hiper IgM (Cabral-Marques et al., 2018), dermatitis atópica 

(Boguniewicz, 2017; D’auria et al., 2016), Parkinson (Panagiotakopoulou et al., 2020), 

transplantes (R. Liu et al., 2018), ojo seco (García-Posadas et al., 2016), enfermedades 

autoinmunes (Longbottom et al., 2016; F. Wang et al., 2018), terapia celular con células 

estromales mesenquimales (Goedhart et al., 2018; Liang et al., 2018), liquen plano 

(Shao et al., 2019), enfermedades óseas inmunomediadas (Tang et al., 2018) 

incluyendo artritis reumatoide (He et al., 2020) e incluso la enfermedad granulomatosa 

crónica (J. Wu et al., 2017) y osteopetrosis autosómica dominante tipo 2 (ADO2) (Imel 

et al., 2019). 

También estuvieron presentes infecciones abarcando desde enfermedades 

micobacterianas (Cabral-Marques et al., 2017; Prucha et al., 2020), infecciones 

parasitarias (Radke et al., 2018), fúngicas (El-Khoury et al., 2017; Furudate et al., 2016; 

Nami et al., 2019), bacterianas (Langereis et al., 2017) como la tuberculosis (M. Herrera 

et al., 2018; T. A. Khan et al., 2016) e infecciones virales (Sun et al., 2020) como 

hepatitis C (Abouelasrar Salama et al., 2020; Ashraf et al., 2019), hepatitis B (J. Chen et 

al., 2021; Nosaka et al., 2020), virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) 
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(Cheng et al., 2019). Las infecciones de virus como el síndrome respiratorio de Oriente 

Medio (MERS-CoV) (Momattin et al., 2019) y la Covid-19 (Brzoska et al., 2020; Esquivel 

et al., 2020; Myasnikov et al., 2021; Nile et al., 2020; Noh, 2020; Tembhre et al., 2021) 

también estuvieron presentes en los artículos encontrados en la revisión sistemática,  

siendo de gran interés debido a la situación actual por la pandemia.  

Algunos tipos de cánceres (Abdolvahab et al., 2020; Bello-Rivero et al., 2018; 

Pai et al., 2019; Petretto et al., 2016; Rožman & Švajger, 2018) incluyendo de pulmón 

(Teranishi et al., 2020), colorrectal (F. Castro et al., 2019; Zhao et al., 2020), melanoma 

(Grasso et al., 2020; Yoon et al., 2017), ovario (Green et al., 2019). IFN γ al ser una 

molécula immunoestimuladora y antitumoral resulta una terapia prometedora contra el 

cáncer (F. Castro et al., 2018). IFN γ fomenta la activación de macrófagos, presentación 

de antígenos, activación de la respuesta innata, mediar la proliferación celular, 

apoptosis y controlar la inmunidad antiviral e antibacteriana (Kak et al., 2018). 

La limitación del uso clínico de este biofármaco se debe a la dosificación y el 

medio de administración, ya que entre más simple y fácil, se obtendrá un mejor uso por 

parte de los pacientes (Razaghi et al., 2016). El incremento de eventos adversos está 

relacionado con la dosis y la duración del tratamiento (Imel et al., 2019). Siendo los 

eventos adversos comunes de forma general fatiga, mialgia, síntesis similares a los de 

la gripe, naúseas, fiebre, reacción en el lugar de la inyección y escalofríos (Bello-Rivero 

et al., 2018; Esquivel et al., 2020; García-García et al., 2016; Imel et al., 2019; Lynch et 

al., 2019; Myasnikov et al., 2021; Ozcelik et al., 2020). Todos los eventos adversos 

mencionados en la presente revisión coinciden con el registro de la ficha técnica de la 

FDA (FDA, 2015). 
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Los síntomas similares a los de la gripe están relacionados con la toxicidad 

intrínseca, en el caso del IFN γ 1b se trata de las endotoxinas producidas por E.coli 

(Cavagnaro, 2013). El principal factor de virulencia es el lipopolisacárido (LPS) aunque 

los fabricantes garantizan menos de una unidad de endotoxina (EU), es decir, 1 a 100 

pg de LPS por 10 a 100 ng/mL de la biomolécula (Schwarz et al., 2014). El LPS en 

bacterias, los β glucanos en levaduras son reconocidos por TLR4 y CpG-

oligodesoxinucleótido por TLR9 (Haile et al., 2015). La expresión de genes afines a la 

activación de la respuesta inmunitaria innata se aumentó hasta con 0.01 EU, 1 μg de β 

glucano y 5 μg de CpG-oligodesoxinucleótido (Haile et al., 2017). Concluyendo en la 

importancia al detectar IIRMIs en productos terapéuticos para evaluar el riesgo de 

inmunogenicidad y la calidad de purificación necesaria para controlar los eventos 

adversos (Haile et al., 2015, 2017). 

En otro punto de la producción de esta biomolécula la purificación se basa en 

cromatografía de columna convencional (FDA, 2015) y los iones metálicos como Ni 2+ 

pueden ser lixiviados de la resina generando toxicidad (Hassouneh et al., 2010). A 

pesar de que los mecanismos moleculares de la acción del Ni 2+ en el cuerpo humano 

no están claros, los eventos adversos se relacionan con alergias, enfermedades 

cardiovasculares y renales (Genchi et al., 2020), al igual que en IFN γ 1b (Lyseng, 

2015).  

El tiempo de vida media del rhIFN γ varía entre 25 a 35 minutos y 4.5 horas 

posterior a su aplicación intravenosa o intramuscular respectivamente (Ando et al., 

2014). El incremento de la vida media y los efectos secundarios se pueden mejorar 

mediante la fusión de la proteína diana con anticuerpos específicos que redirigen el 

biofármaco al sitio específico (Balachandran & Adams, 2013; F. Castro et al., 2018). 
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Esta metodología se ha aplicado en el tratamiento contra el cáncer y se basa en la 

fusión del extremo C-terminal del anticuerpo a la región N-terminal del IFN γ 

(Ebbinghaus et al., 2005). Varios anticuerpos han sido probados incluyendo un 

fragmento de anticuerpo humano scFv (L19) (Ebbinghaus et al., 2005), TNT 3 (Pasche 

& Neri, 2012) y anticuerpo 2B8 dirigido a CD20; sin embargo, es necesario la aplicación 

en ensayos clínicos para corroborar su eficacia (Vasuthasawat et al., 2019). 
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Capítulo VI: Conclusiones 

 E. coli es el sistema de expresión más utilizado para la obtención de proteínas 

recombinantes. Es la mejor plataforma para la producción de rhIFN γ, ya que 

genera rendimientos y porcentaje de pureza más altos. 

 La optimización de codones y parámetros físicos son las estrategias más utilizadas 

mejorando los resultados de producción en todos los sistemas de expresión de 

rhIFN γ. 

 La actividad biológica no tiene un rol funcional, es independiente de la glicosilación 

y la coexpresión de rhIFN γ con otras proteínas no altera la bioactividad, aunque la 

proliferación celular si depende de las líneas células utilizadas y la dosis. 

 La toxicidad intrínseca del biofármaco, está en dependencia de las endotoxinas de 

E.coli con síntomas similares a la gripe. Los trastornos cardiovasculares y renales 

se relacionan con la purificación por cromatografía convencional 
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Capítulo VII: Recomendaciones 

 Promover la investigación y producción de rhIFN γ tanto a nivel de laboratorio 

como a escala industrial en otros sistemas de producción no probados como 

Yarrowia lipolytica y Hansenula polymorpha. 

 Profundizar más en la relación en los sistemas productivos y la obtención de la 

molécula para disminuir los efectos secundarios. 
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