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Los microorganismos como biofdbricas

Utilizando las técnicas de la biotecnologia mo-
derna es posible modificar los flujos del
metabolismo de los microbios y transformarlos
en ‘biofabricas’ productoras de compuestos qui-
micos diversos, para la sintesis directa o
indirecta de farmacos, polimeros y biocombus-
tibles [Fig. 1].

Este tipo se aplicaciones forma parte de la lla-
mada “Ingenieria de vias metabdlicas” (IVM),
derivada de varias areas del conocimiento (mi-
crobiologia, bioquimica, genética) la cual se ha
perfilado como una de las tecnologias emergen-
tes con mayor potencial de sustentabilidad [1].
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Al igual que nuestro organismo, muchos micro-
bios transforman los nutrientes presentes en su
medio ambiente en energia y en componentes
estructurales de sus células, mediante variadisi-
mas reacciones bioquimicas secuenciales,
alternativas y localizadas llamadas vias (0 rutas)
metabolicas. Muchos compuestos intermedia-
rios y productos metabdlicos terminales poseen
interés industrial, médico o agricola; sin em-
bargo, naturalmente son producidos en
cantidades extremadamente bajas para ser apro-
vechados de forma masiva.

De las ciencias bioquimicas sabemos que las
vias metabdlicas estan impulsadas, interconecta-
das y reguladas por proteinas con actividad
catalitica que llamamos enzimas, —a veces muy
distintas y otras veces con similitudes sugesti-
vas— Yy cuyos nombres estan relacionados con
el tipo de compuesto que utilizan como sustrato

o0 al producto de la reaccién (aunque muchas son
reversibles); algunas pueden actuar en una o va-
rias vias metabodlicas. Como todas las enzimas
derivan de informacion genética en donde estan
codificadas, mediante técnicas de modificacion
genética y de cultivo experimental, podemos
controlar la ‘expresion’ (sintesis, concentracion,
actividad) de las enzimas, asi como de otros me-
canismos de regulacion, para restructurar los
flujos metabolicos de los microorganismos de
interés y asi mejorar sus capacidades de produc-
cion. Partiendo de pruebas de concepto exitosas,
podemos escalar posteriormente el proceso y
cultivarlos en grandes tanques llamados bio-
rreactores para fabricar, biotecnol6gicamente,
los compuestos de interés en cantidades aprove-
chables.
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Figura 1. La ingenieria de vias metabélica permite modificar el metabolismo de diversas bacterias y levaduras y
utilizarlas como biofabricas para transformar varios sustratos (1zq.), y obtener cantidades o proporciones signifi-

cativas de productos relevantes (Der.).

Pasos y consideraciones para desarrollar una biofabrica

La estrategia para el desarrollo de las biofabricas
mediante IVM (que parece muy directa), puede
demandar de cientos de personas, gran cantidad

de tiempo (6 a 8 afos) y la inversion de recursos
economicos importantes (hasta 50 millones de
ddlares) [2].
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La produccion de algunos compuestos particula-
res (acidos organicos, antibioticos, precursores
de bioplésticos, gomas, etc.), requiere de proce-
dimientos iterativos y retroalimentados; es decir,
se van realizando modificaciones genéticas en
cepas, variantes o mutantes de los microorganis-
mos, mediante experimentos paralelos, para ir
evaluando los cambios fisiologicos (consumo de
nutrientes, crecimiento, diferenciacion) y, asi-
mismo su capacidad (gradual y final) de
produccién.

El proceso es repetido y optimizado hasta alcan-
zar los niveles de produccion y recuperacién
deseados [Fig. 2]. En resumen, para evaluar el
desempefio de una biofabrica son importantes
tres parametros que considerar: el titulo (P) ex-
presado como gramos 0 moles —como medida
de concentracion molecular en soluciones acuo-
sas— de producto por litro; el rendimiento (Y)

que es a la cantidad de producto obtenido por
cada gramo o mol del sustrato, y la productividad
(q) se refiere a la ‘rapidez’ con la que se produce
el metabolito en una hora en un litro del cultivo.
Con respecto al escalamiento, se toma en cuenta
que los microorganismos deben méas adelante,
‘resistir’ las condiciones industriales de fermen-
tacion (tipo de mezclado, variaciones de
temperatura, pH y presion de gases, presencia de
compuestos toxicos), capacidades para los que
también se recurre a mejoras por ingenieria gené-
tica. Actualmente, los modelos microbianos mas
utilizados industrialmente son diversas cepas de
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Corynebacte-
rium glutamicum (bacterias) y Saccharomyces
cerevisiae (levadura), que cumplen estas caracte-
risticas.
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Figura 2. La Ingenieria de Vias Metabdlicas (IVM) es un ciclo de investigacién experimental e innovacion tecno-
l6gica, realizado de forma colectiva, con retroalimentacion e iterativo, que se desarrolla hasta alcanzar las
capacidades de produccion deseadas. Esto permite entre otras cosas, la realizacion de tesis de grado/ posgrado,
la publicacién de articulos cientificos y/o solicitudes para la proteccion de derechos de propiedad intelectual.
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Por el lado de la viabilidad econdmica es impor-
tante que los sustratos a usar —que son fuente de
los elementos o compuestos basicos— deben ser
baratos, seguros y accesibles; por ejemplo: glu-
cosa y otros azUcares comunes, subproductos
industriales como el glicerol y la biomasa reno-
vable (ver Biotecmov NUm. 27 y Art#5 en este
numero). En términos generales, la IVM se ha
ido complementando con otras disciplinas como
la ingenieria de proteinas, bioinformatica y técni-
cas de edicion genomica (como CRISPR-Cas),

que a su vez se nutren del enfoque de las émicas
(gendmica, transcriptomica, metabolomica y flu-
x0mica y otras mas), que han permitido analizar
y modificar al metabolismo celular de una forma
integral. Se parte también de que estos procesos
(sintesis, degradacion y los distintos niveles de
regulacion genética y metabdlica) son considera-
dos un sistema complejo que puede ser modelado
matematicamente, para plantear estrategias de
modificacion genética o de cultivo [Fig. 2].

El caso de la produccion del acido shikimico

El &cido shikimico (SHK), es un intermediario de
la via de sintesis de los compuestos aromaticos
(que contienen grupos fenilos, bencilos, indoles
y otros). Su produccion como intermediario ha
ganado interés cientifico e industrial en las ulti-
mas décadas ya que sus grupos reactivos lo
convierten en un compuesto muy versatil, ha-
ciendo de esta molécula un excelente precursor
de nuevos compuestos bioactivos. Tal es el caso
del farmaco Oseltamivir, el compuesto anti-in-
fluenza ~méas utilizado actualmente vy

comercializado por la empresa Hoffmann-La Ro-
che como Tamiflu®) [3]. La empresa obtiene el
SHK por extraccion de la “planta anis estrella
chino” y también, a partir de cepas propietarias
de E. coli desarrolladas por IVM; sin embargo,
su capacidad de produccion es limitada y puede
ser insuficiente ante un posible escenario viral
pandémico —como lo hemos visto— por lo que
los investigadores alrededor del mundo se en-
cuentran desarrollando nuevas estrategias para su
produccion por IVM [3].

Conceptos de evolucion utiles para el desarrollo de la IVM

En nuestro grupo de investigacion del 1Bt, diri-
gido por los Dres. Francisco Bolivar y Adelfo
Escalante y en parte de mi proyecto de posgrado,
se han desarrollado cepas de E. coli productoras
de compuestos aromaticos, de entre las que des-
taca una cepa sobreproductora de SHK
denominada AR36. La historia, va mas o menos
asi: para consumir glucosa (Glu), fuente de car-
bono que seré transformada a SHK por una via
fermentativa, E. coli usa como ‘entrada’ a un
complejo de proteinas transportadoras de la glu-
cosa o ‘sistema de fosfotransferasa’ (PTS)
anclado en la membrana; este sistema utiliza

normalmente una de las dos moléculas de
fosfo-enol-piruvato (PEP) que resultan de la de-
gradacion de cada molécula de Glu mas adelante
de la via. El sistema PTS especifico para glucosa
es el mas importante transportador de este azUcar
en E. coli. Para la sintesis del SHK también se
requiere una molécula de PEP, por lo que la po-
sibilidad de que la bacteria pueda usar las dos
moléculas de PEP para incrementar la sintesis de
SHK, ha impulsado a diferentes grupos de inves-
tigacion en el mundo (incluyendo el nuestro) a
‘evitar’ el sistema de PTS como entrada especi-
fica para glucosa [Fig. 3].
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Bajo condiciones de cultivo, las bacterias son ca-
paces de duplicarse rapidamente (en horas) y por
tanto pueden sufrir mutaciones (al azar) que per-
miten someterlas a una ‘presion de seleccion’
dentro de biorreactores experimentales y obtener
cepas ‘evolucionadas’ —con las caracteristicas
buscadas— en tiempos relativamente cortos.
Este es el proceso que denominamos ‘Evolucion
Adaptativa en Laboratorio’ (ALE, por sus siglas
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en inglés; ver adelante). De acuerdo con esta es-
trategia y para obtener una cepa que pueda
utilizar teéricamente dos moléculas de PEP a
para la sintesis de SHK, se realiz6 un procedi-
miento que inactivo el PTS de una cepa silvestre
de E. coli. Este bloqueo al principal sistema de
transporte de glucosa, resulto en una disminucion
de hasta el 75% en su tasa de crecimiento.

Periplasma
Membrana
celular

Citosol (Interior celular de E. coli)

Corismato SHK3P
0. OH o
Aminoacidos Ej
«-- s
aromaticos : OJY°” H)%\
OH (o} o
é aroK
arol
DHQ DHS

i OH

Acido
Shikimico

Figura 3. Esquema simplificado del metabolismo de la cepa AR36 productora de acido shikimico (SHK). La es-
trategia consistio en realizar modificaciones genéticas para aumentar la disponibilidad de precursores
bioquimicos como la E4P y el PEP, para canalizarlos hacia la ruta del SHK. Los nombres de genes de las enzimas
sobre-expresadas se muestran en azul; los indicados en rojo fueron inactivados con técnicas de Ingenieria Ge-
nética y las lineas punteadas representan multiples reacciones enzimaticas. Abreviaturas: G6P: glucosa-6-
fosfato; PEP: fosfo-enol-piruvato; PYR: piruvato; E4P: eritrosa-4-fosfato; DHQ: des-hidro-quinato; DHQ: des-hi-
dro-shikimato; SHKS3: shikimato-3-fosfato; DHAP: 3-deoxi-D-arabino-heptulo-sonato-7-fosfato.

Entonces, para obtener una una E. coli que utilice
las dos moléculas de PEP para la sintesis de SHK,
pero que mejore su capacidad de crecimiento,
esta cepa fue sometida a un proceso de ALE bajo

condiciones de ‘cultivo continuo’ conocido como
quimiostato, donde el flujo del medio de cultivo
se ingresa y sale del biorreactor a volumen cons-
tante. Después de varias horas, la ‘presion’ de
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este sistema sobre la poblacion de células en cul-
tivo, selecciona favorablemente a mutantes que
recuperan tasas de division y/o crecimiento méas
altas; es decir, los microorganismos que han cre-
cido lentamente han sido expulsadas del
biorreactor antes de dividirse mientras que las
que crecen mas rapido prevalecen dentro. De este
modo, se aislé una mutante llamada PB12 que re-
cuper0 parcialmente su capacidad de consumo de
glucosa y de crecimiento. Los estudios que reali-
zamos sobre los genes expresados nos indicaron
que esta cepa variante inicia el consumo de Glu
con otro sistema transportador conocido como
GalP en sustitucion al PTS [Fig. 3].

Ademas, se realizaron modificaciones genéticas
adicionales para enriquecer la disponibilidad de
otros precursores como la eritrosa-4-fosfato
(E4P) y el PEP, que le brindan capacidad a la
cepa PB12 de canalizarlos a la via de sintesis del
SHK, en paralelo a la optimizacién de las condi-
ciones de cultivo. De esta forma se obtuvo la cepa
AR36, la cual demostro tener titulos de SHK de
hasta 43 gramos por litro (gr/Lt) en cultivos a es-
cala laboratorio; su rendimiento ha sido de 42 gr
de SHK por cada 100 de Glu [Fig. 3]. Finalmente,
bajo otras condiciones de cultivo llamadas de
‘lote alimentado’ (batch-fed), se obtuvieron hasta
60 gr SHK por litro, con una productividad de
2.45 gr/hr-Lt, siendo la segunda cepa de E. coli
con el mayor nivel de produccién de SHK repor-
tada en la literatura cientifica [4]. Este resultado

es una de nuestras principales contribuciones
académicas, ya que aparte de estimular la inno-
vacion tecnoldgica con el proyecto, este

conocimiento que también ha sido aprovechado
globalmente por diversos grupos de investiga-
cion y desarrollo para la obtencion de cepas
productoras de compuestos aromaticos [4].
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Nuevos compuestos y retos

En nuestro grupo de trabajo se continla traba-
jando en el desarrollo de biofabricas productoras
de SHK 'y otros compuestos aroméaticos como las
fenazinas, que tienen propiedades de antibidticos
y antioxidantes, y en la biosintesis de acido
amino-shikimico, un analogo del SHK que

Referencias

permite obtener al Tamiflu® en un menor nu-
mero de pasos [3]. También se continGan
estudiando otros los cambios genédmicos, fisiolo-
gicos y metabdlicos que ocurren durante la ALE
de las cepas que se afectaron en el sistema PTS.
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Los problemas tecnoldgicos se resuelven a traveés de métodos y dispositivos que hacen posible
determinar factores o procesos para transformar u obtener algo. La ingenieria prosigue
averiguando e incorporando otras variables o condiciones, para que pueda convertirse en una
aplicacion viable desde varias perspectivas, como la econémica, ambiental e incluso sociocultural.
Hay casos emblematicos como los antibioticos, los bioinoculantes o los probi6ticos que son hace
ya tiempo, parte de nuestra realidad comercial.

A través de los articulos de este nUmero veremos trayectorias de ideas que iniciaron con técnicas
experimentales minuciosas (crecimiento bacteriano en biorreactores, bioensayos de letalidad,
transfeccidn celular, biosintesis enzimatica y otras), buscando, con vision ingenieril, como mejorar
eficiencias y rendimientos, acoplar procesos, ampliar aplicaciones, bajar costos, etc.

Primeramente, veremos un caso concreto en el que, a través de la Ingenieria de Vias Metabdlicas
(IVM) en bacterias como la famosa E. coli, pueden obtenerse cantidades significativas de
biomoléculas para las distintas industrias. Asimismo, los bioinsecticidas que producen otro tipo de
bacterias ya han llegado eficientemente al mercado a través de formulaciones granuladas, o bien
'integradas' a la materia viva de los cultivos a quienes protegen (Bt-crops). Por otro lado, sistemas
de expresion de genes en células animales en cultivo, permiten cambiar sus caminos, o0 '‘programas’
de diferenciacién, dando informacion basica y claves para varias aplicaciones terapéuticas. En el
caso de los componentes que se pueden formar a partir de cadenas largas de polisacéridos de
fructosa, también hay aplicaciones farmacéuticas, asi como soluciones para la nutricion,
cosmeéticas e industriales. Justamente, aplicaciones relacionadas —se resefian 4 de ellas— han
logrado desarrollar productos especificos que estdn ahora protegidos por patentes hacia una
eventual explotacion comercial. Mas adelante veremos que colegas en nuestro pais, trabajando en
areas tan importantes como la biorremediacion y la generacion de energias limpias, son capaces
de montar y ensayar dispositivos para hacer ambas cosas.

Estos contenidos apuntan a valorar mejor la sinergia imprescindible de ambas perspectivas, la
cientifica y de ingenieria, de ida y vuelta, para que interactuando con los otros campos de
incumbencia humana, sigamos impulsando una revolucion biotecnolégica que nos alinee a los
Obijetivos del Desarrollo Sustentable de la ONU.

En esta nueva etapa de acceso a la revista, esperamos tus comentarios en
biotecmov@ibt.unam.nmx
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