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' EDITORIAL

BIOTECNOLOGIA E INDUSTRIA

Biotecnologia es ciertamente una palabra
de moda. Junto con la microelectrénica y los
nuevos materiales, pareceria ser el regalo divi-
no, que nos permitird dar un salto cualitativo
hacia la productividad y el desarrollo.

Tal vez si. Tal vez no. Pero para logrario,
ciertamente serd necesario cumplir con algu-
nos requisitos previos, de los cuales menciona-
remos aquli tres:

1) La biotecnologia es una combinacion de
aspectos bioldgicos e ingenieriles, de los cuales
tenemos la persistente tendencia a sobrevalo-
rar los primeros en demérito de los segundos.
Es revelador el hecho de que en la planta de
insulina de Lilly, 180 de sus 200 empleados
trabajan en aspectos relacionados con la sepa-
racion y purificacién del producto. La inge-
nieria, disefio de equipos, condiciones de ope-
racion de la planta y cumplimiento de especi-
ficaciones del producto son tan importantes
como el desarrollo de un nuevo microorganis-
mo.

2) Tenemos una gran heterogeneidad en la
distribucion del esfuerzo de investigacion y
desarrollo. Cerca del 90% de la investigacion
biotecnologica de América Latina se estd ha-
ciendo en las universidades. Sin embargo, sélo
son las empresas las que tienen una percep-

~

cion clara de los requerimientos del mercado,
y de las capacidades y potencialidades de su
aparato productivo. No es exagerado afirmar
que, mientras no logremos que al menos un
25% de nuestros investigadores biotecnologi-
cos estén en la industria, la integracién de co-
nocimientos a la produccion serd muy dificil.

3) La biotecnologia en América Latina y en
particular en México, requiere aumentar su
énfasis en la prioridad agua-agricultura. Tene-
mos poca agua, mal distribuida y contamina-
da, que hay que aprovechar y reusar. Se re-
quiere detener, o al menos paliar, graves pro-
cesos de desertificacion, y es necesario desa-
rrollar nuevas variedades de plantas para el de-
sierto y las tierras salinas. Este es un terreno
donde, en nuestros paises, la biotecnologta
podria tener un impacto y un beneficio mu-
cho mayor que en la produccion de insumos
industriales, los cuales, siendo de indudable
beneficio y valor demostrativo, tendrdin un
impacto mds reducido en el desarrollo econd-
mico y social.
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El arte de la fermentacion ha sido practicado por
la humanidad desde tiempos inmemoriales. Pasteur
y sus seguidores iniciaron la época “cientifica” de
la fermentacion, al introducir las técnicas de asep-
sia y cultivos puros. A partir de entonces, se han rea-
lizado una serie de avances durante todo lo que va
del siglo XX. No obstante, a principios de la década
de los setentas, dos grandes microbidlogos indus-
triales, Johnson y Perlman (1, 2), se mostraban pe-
simistas en cuanto a las perspectivas de la industria
de la fermentaci6n. Sefialaban la carencia de inno-
vaciones, la falta de mercado para muchos produc-
tos desarrollados y el retiro de fondos gubernamen-
tales para el apoyo de la investigacion en estas dreas.
Contrastaban a su vez, el sombrio panorama de oc-
cidente con el notable avance japonés,

La genética, por su parte, puede ser considerada
como una ciencia relativamente nueva, ya que si
bien sus origenes se remontan a 1866, afio en que
Gregor Mendel descifr6é sus fundamentos, éstos no
trascendieron sino hasta su redescubrimiento, ocu-
rrido ya en pleno siglo XX. La tabla I sefiala algu-
nos de los momentos més importantes en los desa-
rrollos de la industria de la fermentacién y de la ge-
nética como ciencia. Debe hacerse notar que en la
época en la que apareci6 la mayor variedad de pro-
ductos en el mercado, especialmente aquellos ni si-
quiera conocidos previamente como los antibi6ti-
cos, es cuando surgen los conocimientos acerca de
la naturaleza y estructura fina del material genéti-
co, asf como de su posibilidad de sufrir cambios
por mutaci6n. Al final de la lista concerniente a la
industria de la fermentacién, notamos la aparicién
de productos que nunca hubiesemos imaginado que
los microbios fuesen capaces de producir como la
insulina, vacunas y el interferén. Esta realidad ha
sido posible, gracias a la introduccién de técnicas
genéticas como la clonaci6on molecular.

Analizaremos ahora algunas de las aportaciones
de las herramientas genéticas, especialmente la mu-
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tacién, al desarrollo de la industria de fermentacion.
Quiz4 valga la pena recordar antes, algunos de los
agentes més utilizados en microbiologia capaces de
producir cambios genéticos (tabla II).

La mutacion se utilizé en primera instancia, co-
mo un método que permitia incrementar el rendi-
miento del producto que se deseaba obtener por
fermentacion. Una de las ventajas que representaba
el uso de la mutacioén es que sélo era necesario co-
nocer el producto y tener una forma de detectarlo,
por lo que también se le denominé a esta técnica
como mutacién-seleccién. Para ello, resultaba inne-
cesario tener conocimientos sobre bioquinica y fi-
siologia de las vias biosintéticas. Con esta técnica
se lograban resultados tan espectaculares en tan po-
co tiempo, que fue el Gnico sistema empleado du-
rante muchos afios (3). Tal vez el caso mds ilustrati-
vo en este sentido, sea el del antibi6tico penicilina.
A su descubrimiento e introduccion al mercado se
ha adjudicado el desarrollo de la industria de la fer-
mentacion ocurrido tras la Segunda Guerra Mun-
dial, pero no es, sin duda, el unico factor involucra-
do. La mutacién permitié aumentar considerable-
mente el rendimiento de este antibi6tico especial-
mente en su fase inicial de introduccién, tal como
se ve en la figura 1.

A pesar de que en sus inicios la mutacioén-selec-
ci6on fue un método totalmente aleatorio, cuando
se conocid mds acerca de las vias de biosintesis y su
regulacion, se hicieron intentos para racionalizarlo.
Tal evento dio origen a la fusion de la genética y la
bioquimica, situacion que permitié un avance con-
siderable en el desarrollo de la microbiologia indus-
trial al introducir una serie de técnicas nuevas entre
las cuales podemos sefialar:

1.— Aislamiento de mutantes resistentes a la inhi-
bicién por andlogos. Esta técnica fue disefiada
con base en la observacién de qué productos
finales de diversas vias metabolicas biosintéti-



TABLA 1. DESARROLLO COMPARADO ENTRE LA GENETICA Y LA FERMENTACION

FECHA

GENETICA

FERMENTACION

Prehistoria
hasta 1860’s

1860

1866

1969
1890

1900

1920

1940

1944

1950
1953

1960

1970
1972
1973

1977

1979

1982

1986

Seleccion y domesticacibn de microorganismos
tutiles.

Mendel descubre que los factores hereditarios se

transmiten en forma cuantitativa.

Miescher descubre €]l ADN.

Redescubrimiento de las Leyes de Mendel por Co-
rrens, De Vries y Tschermak.

Teoria cromosémica de la herencia.

Johansen introduce-la palabra “gene’,

Beadle y Tatum descubren la relacién “un gene
una enzima”.

Avery descubre que el ADN es el material que con-
tiene la formacion genética.

Lederberg descubre sexualidad en bacterias y posi-
bilidades de recombinacion.

Watson y Crick descubren la doble hélice del ADN.
Descubrimiento del mapeo fino de material gené-
tico.

Represiéon enzimdtica,

Mecanismos y enzimas de replicacién del material
genético.

Modelo de operén descubierto por Jacob y Mo-
nod.

Desciframiento del codigo genético.
Aislamiento del primer gene natural,

Sintesis artificial de un gene.

Cohen y Boyer describen técnicas de clonacién
molecular utilizando enzimas de restriccion y vehi-
culos moleculares.

Hopwood describe la fusién de protoplastos en
Streptomyces.

Investigaciones para la utilizacion practica de las
técnicas de ingenieria genética.

Fermentacion alcoholica, alimentos, manufactura
de levadura, generador de vinagre, técnicas de se-
miasepsis, fermentacion de Aspergillus oryzae
Pasteur: purificacién de cultivos y técnicas de
asepsia.

Introduccién de la fermentacién del 4cido lictico,
técnicas de aereacién en la fermentacién liquida,
tratamiento de aguas residuales.

Produccién fermentativa de butanol, glicerol y ace-
tona provocada en parte por necesidades derivadas
de la primera guerra mundial.

Enzimas fungales y bacterianas.

Lodo activado.

Produccibén aerdbica de levadura. Fermentacion de
sorbosa y dcido glucédnico; esterilizacién de aire
con filtro fibroso; mejoramiento de sistemas de
aereacion y agitacidn; matraces agitados.
“Explosién™ de la industria fermentativa; produc-
cién de penicilina a nivel industrial con cepas obte-
nidas por procedimientos de mutacién-seleccion.
Vitamina Bj,, riboflavina; busqueda de nuevos an-
tibidticos.

Conversion de esteroides, giberelinas,

Avances en instrumentacién y control. Produccién
fermentativa de aminodcidos con cepas mejoradas
genéticamente con base en principios regulatorios.

Desarrollo de procesos enzimaticos comunes: ami-
lasa, proteasa y otros.

Produccion fermentativa de nucleétidos con cepas
mejoradas genéticamente con base en principios
regulatorios.

Producciébn a gran escala de enzimas microbianas
utilizando cepas de altos rendimientos obtenidos
por mejoramiento genético.

Enzimas inmovilizadas.

Utilizacién de cepas obtenidas por fusién de proto-
plastos para el incremento de rendimientos en la
produccioén de antibi6ticos,

Insulina humana aprobada y producida comercial-
mente,

Interferones producidos por bacterias usados en
pruebas clinicas,

Comercializacién de la vacuna para el ganado.
Comercializacién de somatostatina.




cas eran capaces de ejercer un mecanismo de
control por retrorregulaciéon sobre su propia
formacion. El hallazgo de que ciertos anédlogos
de los productos finales podfan regular de la
misma manera tales rutas biosintéticas y a tra-
vés de esta accion, inhibir el crecimiento de
algunos microorganismos, permitié disponer
de un sistema sencillo de seleccion de mutan-
tes resistentes al efecto. La caracterizacion de
las mutantes obtenidas ha permitido observar
que un buen nimero de ellas ha perdido la pro-
piedad de responder al mecanismo de control
involucrado, traduciendose en sobreproduc-
cion del producto final y frecuentemente en
excrecion del mismo al medio de cultivo. Tal
es el caso para la obtencién de mutantes sobre-
productoras de L-triptofano en Corynebacte-
rium glutamicum (4) (fig. 2). El empleo de
andlogos ha permitido también la obtencién
de mutantes de alguno de sus sistemas in-
sensibles a la represion cataboélica que diversas
fuentes de carbono ejercen sobre los mismos.
En este punto debemos mencionar las mutan-
tes aisladas a partir de Streptomyces phaeoch-
romogenes, las cuales producen niveles eleva-
dos de glucosa isomerasa atin en presencia de
concentraciones elevadas de glucosa (5) (fig. 3).

Aislamiento de auxétrofos. La técnica consis-
te en el aislamiento de cepas con determina-
dos requerimientos nutricionales y ha dado
especiales dividendos sobre todo en la produc-
cion de aminodcidos. Las mutantes auxotro6fi-
cas han sido especialmente ttiles para la so-
breproducciéon de productos finales de vias
ramificadas. Tal es el caso de la produccién
de L-lisina por mutantes de Corynebacterium
glutamicum que presentan un bloqueo en la en-
zima homoserina deshidrogenasa por lo cual el
intermediario semialdehido del 4cido aspértico
se canaliza preferencialmente hacia la sintesis
de L-lisina. Mediante esta accidn también se
evita la retrorregulacién de la primera enzima
de la via (aspartoquinasa), lo cual permite una
mayor produccion del aminoécido (6).

Aislamiento de idiotrofos. Consiste en el aisla-
miento de cepas incapaces de formar metabo-
litos secundarios (idiolitos) como resultado de
un evento mutacional. Su utilidad ha sido re-
portada en especial para el mejoramiento ge-
nético de cepas productoras de familias de an-
tibioticos. A manera de ejemplo podemos re-
cordar el problema de la purificacién de nista-
tina. Dicho antibi6ético es. producido por
Streptomyces noursei simultdneamente con
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Figura 1. Niveles de produccién del antibiético penicilina en diversas
cepas de Penicillium chrysogenum gque fueron mejoradas genética-
mente entre los afios de 1940-1980.

cicloheximida por lo cual en la produccion co-
mercial de nistatina era necesario contar con
diversos sistemas de separacion para la obten-
cién del metabolito deseado. Spizek y su gru-
po (7) lograron el aislamiento de mutantes in-
capaces de sintetizar cicloheximida (iditro-
fos), las cuales formaban concentraciones ele-
vadas de nistatina. La utilizaci6n de estas mu-
tantes por la industria fermentativa ha reduci-
do considerablemente los costos de produc-
cién del antibidtico. El aislamiento de idi6tro-
fos ha permitido también la sintesis de nuevos
metabolitos por un proceso denominado bio-
sintesis mutacional o mutasintesis. Este feno-
meno fue inicialmente reportado para la bio-
sintesis de neomicina en Streptomyces fradiae
(8). Un ididtrofo de esta cepa, incapaz de sin-
tetizar desoxiestreptamina, fue alimentado
con diaminociclitol-estreptamina. Como resul-
tado de esta accion, el microorganismo sinteti-
z0 un nuevo antibidtico denominado hibrimi-
cina. Otros andlogos de antibi6ticos sintetiza-
dos en esta forma son la mutamicina 1, la es-
treptomutina y la desoxigentamicina.



TABLA 1I.
ALGUNOS AGENTES MUTAGENICOS
UTILIZADOS EN MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL

TIPO DE AGENTE EJEMPLO

radiacién ultravioleta
I. Fisico radiacién gamma
radiacion X

II. Quimico

a) Agentes alquilantes Nitrosoguanidina
Etil Metano Sulfonato

b) Andlosos de base Bromouracilo
2-aminopurina

¢) Agentes intercalan- Bromuro de Etidio
tes Naranja de acridina

d) Otros Acido Nitroso

4.— Aislamiento de mutantes alteradas en su per-

meabilidad. Esta técnica ha resultado especial-
mente Util para aquellas mutantes regulatorias
que acumulan intracelularmente concentracio-
nes elevadas de un metabolito determinado.
Un ejemplo muy estudiado es la produccidén
de 4cido glutdmico por Corynebacterium glu-
tamicum. En este caso la permeabilidad se en-
cuentra asociada a la integridad bioquimica de
la membrana celular. Se ha encontrado que
este microorganismo requiere biotina para su
crecimiento y que disminuyendo la cantidad
de vitamina se puede incrementar la excrecién
de acido glutdmico. La biotina regula la rela-
cién de dcidos grasos saturados e insaturados
de la membrana, con lo cual se modifica la
permeabilidad y se facilita la salida del amino-
4dcido al medio de cultivo. Recientemente,
Momose v Takagi (9) aislaron mutantes sensi-
bles a la temperatura capaces de excretar gran-
des concentraciones del aminodcido al medio
de cultivo, simplemente incrementando la
temperatura de 30°C a 37°C. La importancia
practica de estas mutantes radica en que se
evita la adicidon de compuestos quimicos para
favorecer la excreciéon del aminodcido, com-
puestos que en general son de elevado valor
comercial por lo que tienden a aumentar el va-
lor del producto. Adicionalmente, bajo estas
circunstancias es posible el empleo de medios
de fermentacién con fuentes de carbono de
origen vegetal, en las cuales el contenido de bio-
tina es inevitablemente elevado.

5.— Mutagénesis localizada. Esta metodologia
ofrece interesantes perspectivas al microbidlo-
go industrial al poder inducir de manera loca-
lizada en el cromosoma bacteriano, las muta-
ciones deseadas. Para ello se trata con N-metil-
N’-nitro-N-nitrosoguanidina a cultivos bacte-
rianos bajo condiciones de replicaciéon sincro-
nizada. En esta forma se han aislado diferentes
mutantes para metabolitos primarios en Esche-
richia coli, simplemente incubando los cultivos
por ser mutagenizados por periodos de tiempo
variables (10).

Hasta ahora sélo hemos hablado de la mutacion
refiriéndonos a ejemplos tomados de bacterias, or-
ganismos procariontes cuya estructura genética es
relativamente sencilla y a eucariontes sencillos co-
mo es el caso de Penicillium chrysogenum. Sin
embargo, no en todos los eucariontes, por sencillos
que parezcan, se ha obtenido éxito con esta meto-
dologia. Un ejemplo notable lo constituye el caso
de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Este orga-
nismo ha sido el mds utilizado en la industria de la
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Figura 2. Mejoramiento genético de cepas de Corynebacterium glu-
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Figura 3. Curva de actividad de la enzima glucosa isomerasa, obteni-
da a partir de una cepa silvestre de Streptomyces phaeochromogenes
crecida en presencia de su inductor, suplementado con 0.055 M
D-glucosa (& y de 0.018 M glicerol (O). Misma actividad obtenida a
partir de la mutante 3-O-metil gluco , crecida en presencia de
0.055 M D-glucosa(C).

fermentacion, incluso desde tiempos en que éstano
habfa alcanzado una categorfa cientifica. Sin em-
bargo, se ha obtenido muy poco avance en la ob-
tencion de cepas mds tutiles para la produccién de
etanol o de biéxido de carbono con las herramien-
tas genéticas tradicionales (11).

Ademas de la mutacion, los microbiélogos indus-
triales pronto vieron enriquecidas sus herramientas
de trabajo al hacer uso de la recombinacién genéti-
ca con fines utilitarios. Para ello, hacfan uso de los
denominados ciclos parasexuales presentados por
algunos microorganismos de interés industrial tales
como Asperigillus y Penicillium. Los resultados
fueron poco alentadores por lo que sus esfuerzosse
concentraron en idear mecanismos para vencer las
barreras interespecificas de transmisién de informa-
cién. A ello han contribufdo en forma considera-
ble, tanto la ingenieria genética, como la técnica
denominada fusién de protoplastos.

La fusion de protoplastos fue utilizada inicial-
mente en células animales. Su realizacién fue posi-
ble debido al desarrollo de técnicas que permitian
la digestion de la pared celular de las células involu-
cradas. Esta accion facilitaba el intercambio de ma-
terial genético entre las mismas, con la obtencién de
recombinantes hereditarias de nuevas propiedades.
Mediante esta metodologfa se ha logrado el aisla-
miento de cepas sobreproductoras de metabolitos
de interés comercial asf como de microorganismos

capaces de sintetizar compuestos previamente in-
existentes (12,13). Ejemplos concretos resultantes
de la aplicacién de este método son la sobreproduc-
ci6n de penicilina, cefalosporina C y del nuevo an-
tibi6tico denominado carbapem (14,15). La fusién
de protoplastos sélo permite la transmisiéon de in-
formacién en microorganismos o en células vegeta-
les con propiedades similares y parentescos filoge-
néticos estrechos, condicién que limita relativa-
mente su aplicacién industrial.

La técnica de clonacion molecular o ingenierfa
genética permite tedricamente vencer cualquier ti-
po de barreras al intercambio de informacién, siem-
pre y cuando se utilicen las sefiales regulatorias ade-
cuadas. Esta metodologia ofrece grandes perspecti-
vas para la industria fermentativa, no solo para la
sobreproduccién de principios biolégicos de interés
comercial al aumentar la dosis de los genes que co-
difican para los mismos, sino que también para la
sintesis de metabolitos que nunca antes se habian
formado en estos sistemas (16).

El advenimiento de las técnicas de ingenieria ge-
nética proporcionaron a la biotecnologia, ese im-
pulso que Johnson y Perlman (1, 2), de quienes ha-
bfamos hablado en un principio, afirmaban que
requeria para no estancarse. Superados los temores
inicialmente provocados por esta metodologia, de-
bidos al uso de genes de resistencia a diversos anti-
bidticos come mecanismo para reconocer la presen-
cia de vehiculos moleculares, esta 4rea de investiga-
cidn recibié entonces un fuerte apoyo. Curiosamen-
te, en algunos pafses como en los Estados Unidos el
soporte para la misma no ha venido de fondos fede-
rales como uno esperaria, sino de la propia industria.
Tal situacidén, como se comprende, ha favorecido la
creacién de un buen nimero de empresas destina-
das al empleo de esta metodologia con fines utilita-
rios (tabla III).

Existe una lista grande de productos que se cree
se pueden elaborar ahora por métodos biolbgicos,
en vez de la sintesis quimica. De entre ellos pode-
mos destacar al acrflico, al 4cido salicflico y al
edulcorante aspartamo (tabla IV). Asimismo, es po-

- sible elaborar productos cuyas fuentes de acceso

son dificiles, o escasas, como la insulina humana,
los edulcorantes monelina y taumatina que se ob-
tienen de plantas africanas, la somatostatina, la
hormona de crecimiento y el interferén. También
se podrdn fabricar moléculas cuya elaboracién im-
plica riesgos para quien las produce, como la vacu-
na contra el virus de la hepatitis B, al introducir
tnicamente la proteina antigénica para su produc-
¢ibn, sin necesidad de manejar el virus.



TABLA IIL
COMPANIAS CON INTERESES EN
INGENIERIA GENETICA

TABLAIV
PRODUCTOS QUIMICOS SUSCEPTIBLES DE
SER PRODUCIDOS POR MICROORGANISMOS

Compafifas surgidas expresamente con interés biotéc-
nologico y en ingenieria genética

Biogen, S.A.
Cetus
Genetech
Genex

EU

Biochem
Enropa Celltech

México Genin

Compaiifas establecidas que han implementado pro-
yectos basados en ingenieria genética

Upjohn
General Electric
Pfizer
Abbott

E.U. Merck
Monsanto
DuPont
Searle
SKF

Rhone Poulenc
ICI
Boehringer
Europa Hoechst
Hoffman La Roche
Gist Brocades

Ajinomoto
Japbn Kyowa Hakko Kogyo
Kanegafuchi Chemical Co.

Sintetizando, podemos afirmar que la genética
bioquimica ha jugado un papel importante ya en la
etapa cientifica de la fermentacién, al permitir in-
crementar racionalmente y sobre bases sélidas y se-
guras, los rendimientos de productos deseados.
Esto ha permitido que en un momento dado, un
proceso inicialmente incosteable, resulte ahora fac-
tible y atractivo.

En una segunda etapa, iniciada en la Gltima déca-
da, la genética bioquimica ha desempefiado un
papel ciertamente de promotor de la industria fer-

Acido acrilico Alfa terpinol
Acido adiptico Anilina
Etilenglicol Fenol

Oxido de etileno Acido acetilsalicilico

Propilenglicol Sorbitol

Etanol Acido sbrbico
Glicerol Acrilato de metilo
Butanol Metil etil cetona
Acetona Acetato de vinilo
Citronelal Acido itaconico

mentativa y de la biotecnologfa en general al ofre-
cer:
a) posibilidades de elaboracion de nuevos pro-
ductos de alto valor agregado,
b) de sustituir en forma econ6mica a ciertos de-
rivados petroquimicos,
¢) de incrementar en forma atn mds eficiente los
rendimientos en la produccion o facilitar el
proceso de aislamiento y purificacién del pro-
ducto sintetizado.

Se anticipa que en los proximos afios la genética
bioquimica proporcionard ain mayores logros que
servirdn de base para el engrandecimiento de la mi-
crobiologia industrial y el auge de la industria fer-
mentativa, logros que finalmente redundardn en be-
neficios de la propia humanidad.

Para concluir esta revision, haremos referencia a
las Leyes de la Microbiologfa Industrial, promulga-
das por David Perlman en 1979, pero que son igual-
mente aplicables en 1986 (tabla V).
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TABLA V.

LEYES DE PERLMAN EN LA MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL

1.— Los microorganismos:

2.— No hay microorganismos tontos

3.— Los microorganismos:

4.— Los microorganismos son mds:

poseen siempre la razon
son nuestros amigos
los distingue su alta sensibilidad

pueden

cualquier cosa
hacen
brillantes que cualquier quimico,
juiciosos médico, ingeniero 6
energéticos bidlogo

5.— Si cuidamos a nuestros amigos los microbios, ellos se encargardn de nuestro futuro (y asf viviremos siempre felices).
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1. Definicién e importancia préctica de la enzima

La a-amilasa (a-1, 4-glucan 4-glucanohidrolasa,
EC 3.2.1.1. endo amilasa) es una enzima de gran in-
terés comercial que hidroliza las uniones glucosidi-
cas a-1,4 de la amilasa, amilopectina y del glucoge-
no. Su importacia industrial deriva justamente de
su capacidad para hidrolizar el almiddén, ya que ha
partir de este sustrato pueden obtenerse diversos
productos de hidrélisis como los jarabes maltosa-
dos, la dextrosa, la maltosa y otros oligosaciridos
de interés para las industrias alimentaria y farma-
céutica (Tabla I) (1).

La hidrolisis enzimdtica del almido6n, al ofrecer
ventajas relacionadas con las condiciones de reac-
cién y especificidad del catalizador, ha reemplaza-
do casi en un 75% al proceso tradicional de hidroli-
sis 4cida. La degradacién con w«-amilasa, al ser un
proceso controlado, permite la obtencién de pro-
ductos con la viscosidad, presidbn osmética y nivel
dulcificante o resistencia a la cristalizacion desea-
dos (Fig. 1) (2). :

La fuente industrial m4s importante de a-amilasa
estd representada por los sistemas microbianos. Mu-
chos son los microorganismos capaces de sintetizar
la enzima (Tabla II). Sin embargo, 1a producida por
los géneros Bacillus y Aspergillus posee gran interés
industrial en la actualidad.

Ademais de su abundancia y bajo costo de pro-
duccién, la aplicacién industrial de a-amilasa mi-
crobiana se encuentra estrechamente relacionada a
las propiedades intrinsecas de la misma, como son
su termoestabilidad y pH 6ptimo de accién. Con
base en estos criterios, se ha logrado distinguir una
serie de a-amilasas microbianas como las termofili-
cas, las termolabiles, las acidicas y las alcalinas (1).

CX-AMILASA: BASES
BIOQUIMICAS Y MOLECULARES
PARA LA SOBREPRODUCCION
DE LA ENZIMA

Amelia Farrés, Alejandro Azaola, Asuncién Céspedes, Maria Teresa Lucas, Oscar Garcia, Guillermo
Aguilar, Lourdes Santana, Ruth Schwartz, Leticia Paredes y Sergio Sinchez. Proyecto Académico de
Especializacién, Maestria y Doctorado en Biotecnologia, UACPyP del CCH, UNAM. Apartado Postal
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Las amilasas termofilicas actiian a temperaturas
relativamente altas. Por ejemplo, la enzima obteni-
da de B. licheniformis (3) posee una temperatura
6ptima de accién a 76°C. Las amilasas termoesta-
bles son empleadas dentro de la industria procesa-
dora del almidén para el paso de licuefaccién o
dextrinizacion, mediante el cual se producen dex-
trinas con un promedio de polimerizacién entre 10
y 12. La etapa dextrinizante puede llevarse a cabo
a una temperatura de 90°C hasta por 15 minutos
sin destruccién de la enzima, condicién que permi-
te asegurar una completa licuefacciéon del almidén.

Las amilasas termoldbiles no son estables al calor
por lo cual no pueden ser utilizadas en la licuefac-
cion. Son empleadas en el proceso de sacarificacion
que permite una mayor hidrélisis de las dextrinas
hasta maltosa y maltotriosa. Su temperatura 6pti-

ALMIDON

licuefaccion

OLIGOSACARIDOS
ﬂ sacarificacion

MONO, DI y TRISACARIDOS

Figura 1. Esquema que muestra los pasos de la hidrolisis del almidon.




TABLA L

USOS DE LA a-AMILASA A NIVEL INDUSTRIAL

INDUSTRIA

3 Rohm & Haas Co.

FUENTE DE LA APLICACION PROVEEDORES
ENZIMA

Panificadora Hongos y malta Complementacion de la harina 1,3,4
Textil Bacterias Deshebrado de telas 1,2,3,4
Fotografica Hongos Recuperacioén de la plata en peliculas

usadas 1,3,4
Almidén Hongos Producci6n de jarabe de mafz 1,3,4
Farmaceitica Hongos, bacterias y Auxiliar digestivo 1

pancreas

Papelera Bacteria Modificacién del almidén para el gro-

sor de las cubiertas de papel. 1,3,4
Reposteria Bacterias Recuperacibén de residuos de azicar 3
Cerveceria Malta y bacterias Produccién de cerveza baja en calo-

rias, incrementa la sacarificacién. 1,4
Café y cacao Hongos Reduccidn de concentrados 1,3,4
Destiler{a Bacterias, hongos y Licuefaccion del almidén 1

' malta
Lavanderia Bacterias hongos y Remosion de manchas de la ropa. 3
pancreas :

Proveedores: 1 Miles Laboratories Inc, 2 Premier Malt

4 Wallerstein Co.

ma de accion generalmente oscila alrededor de los
55°C. Y como fuente de estas enzimas se encuen-
tran principalmente los géneros Aspergillus y Rhi-
zopus. El proceso de sacarificacion puede ser con-
trolado entre 40 y 100 horas, dependiendo del gra-
do de hidrolisis deseado. El grado de sacarificacion
es expresado como equivalentes de dextrosa (DE),
cifra que relaciona los azticares reductores presen-
tes con el porcentaje en peso de sélidos (1).

Las a-amilasas en general son estables en un in-
tervalo de pH que va de 5.5 a 8.0 y su pH 6ptimo
de accién oscila entre 4.8 y 6.5. Su estabilidad se
incrementa en los valores extremos de pH mediante
la adicion de iones de calcio. La cepa de Bacillus
acidocaldarius produce una amilasa acidofilica que
posee un valor de pH 6ptimo para su actividad de

il

3.5 y una temperatura 6ptima de 75°C (4). Algu-
nos procesos industriales emplean esta enzima para
la hidrélisis del almidén pues en una parte del pro-
ceso la mezcla es llevada a valores de pHentre 4 y
5. Las a-amilasas alcalinas poseen un pH 6ptimo de
actividad por encima de 8.0. Casos representativos
de este tipo de amilasas son las obtenidas de B. al-
calofilia cuya accién puede llevarse a cabo 6ptima-
mente a valores de pH de,9.2. Varias especies de
Bacillus poseen amilasas cuya actividad se lleva a
cabo a valores de pH de 10 o mds elevados. Gene-
ralmente este tipo de amilasas no son termoestables
(2). El interés prictico por a-amilasas alcalinas se
ha incrementado con su demanda por la industria
de los detergentes. Bacillus licheniformis por su
parte produce una a-amilasa cuya accidén puede lle-
varse a cabo en un rango de pH que vade 5a 8y
también es termoestable (3).



TABLA 1I.
MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE o-AMILASA

BACTERIAS:

Género Bacillus:

. subtilis®

5 natto?

. cereus

. macerans

. am yloliquefaciensb
. megaterium

. coagulans

. licheniformis

. polymyxa

. hidroliticus

. stearothermophilus
. moriquachiensis

. caldolyticus

(SR~ VI~ I~ R SR V- I~ I T~ T T

. var. amylosacchariticus 4

HONGOS:

Aspergillus oryzae Penicillium

Aspergillus niger Cephalosporium

OTROS GENEROS

Lactobacillus
Micrococus
Pseudemonas
Arthrobacter
Escherichia

Proteus
Thermonospora curvata
Serratia:

Género Streptomyces.
S. albus

S. aureofaciens

S. higroscopicus var. augustomycetes
S. viridochromogenes
S. flavus

S. tosaensis nov. sp.

Mucor

Candida

Neurospora

Rhizopus

a - Productoras de a-amilasa sacarogénica

b=Productoras de a-amilasa licuante

I Sintesis y regulacion

La a-amilasa es una enzima extracelular cuya
sintesis y secrecién se encuentra asociada a las con-
diciones de crecimiento de los microorganismos
productores. Algunas especies microbianas tales co-
mo B. licheniformis y A. oryzae (1,3), producen la
enzima durante la fase logaritmica. Por el contrario
B. subtilis y B. amyloliquefaciens la sintetizan du-
rante la fase estacionaria de su crecimiento (2).

La formacién de a-amilasa se encuentra sujeta a
diversos mecanismos reguladores tales como la in-
duccion, la represion catabélica y la represion tran-
sitoria. La induccién de la sintesis ha sido reporta-
da en diversas especies microbianas, sin embargo,
los estudios mds completos han sido desarrollados
en el género Bacillus (1). La formacion de a-amila-
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sa puede ser inducida por diversos polisacdridos co-
mo el glucégeno, el almidén y las dextrinas (5). Si
bien los monosacdridos sencillos carecen de este
efecto, algunos maltooligosacédridos como la malto-
tetrosa y la maltopentosa pueden también ejercerlo

(2).

La represion de la sintesis de enzimas en la pre-
sencia de glucosa o .fuentes alternativas de carbono
facilmente utilizables es conocida como represion
catabolica. La sintesis de a-amilasa es sensible a re-
presiéon catabodlica por fuentes de carbono que in-
cluyen a la glucosa, al glicerol y al acetato entre
otros. La glucosa en concentraciones de 0.5% pue-
de suprimir totalmente la formacién de la enzima
en B. licheniformis (5). Similares resultados han si-
do obtenidos para B. subtilis, B. stearothermophilus,
B. amyloliquefaciens y A. oryzae (2). Se ha encon-



TABLA III.
EMPLEO INDUSTRIAL COMPARATIVO ENTRE LAS AMILASAS OBTENIDAS DE
BACILLUS Y ASPERGILLUS
INDUSTRIA FUENTE APLICACION
Bacillus Aspergillus
Almidén + Licuefaccién del almidén para produccién de glucosa, fructuosa y
maltosa.
Molino + Modificacion de la harina deficiente de amilasa
Alcohol + b Licuefaccién del almidén antes de la adicién de la malta para la sacarifi-
cacion.
Alimentos + Incremento en la produccién de carbohidratos fermentables.
p/hornear
Bebidas B Preparacion de la cebada, licuefaccién de los aditivos.
+ Mejoramiento de la fermentabilidad del grano, modificacién de las ca-
racteristicas de la cerveza.
Papel + Licuefaccion del almidon sin produccién de azicar para calibracién del
papel
Textil + Deshebrar continuamente a altas temperaturas.
Industria + Mejoramiento de la eficiencia de filtracién del azGcar de cafia por rom-
de forrajes pimiento del almid6n en el jugo.
Lavanderia y o Mejoramiento en el poder de limpieza en manchas para lavenderia con
detergentes almidén, aditivo en detergentes para lavaplatos.

trado en B. subtilis que la glucosa reprime la sinte-
sis de a-amilasa a nivel de su transcripcion (3).

El fenémeno de represiéon transitoria fue descu-
bierto para a-amilasa en cultivos de B. amyloliquefa-
ciens crecidos en presencia de su inductor, al agre-
garles glucosa en la fase inicial de su crecimiento es-
tacionario (3). En este ejemplo la adicién de gluco-
sa al medio de cultivo, es capaz de retrasar tempo-
ralmente la sintesis de la enzima a la vez que se in-
crementa el crecimiento microbiano.

La o-amilasa es una enzima extracelular, situa-
cioén que facilita enormemente su recuperacion. El
género Bacillus y en general las bacterias Gram po-
sitivas tienen la capacidad de secretar algunas pro-
tefnas al medio extracelular.

El fenbmeno de secrecién de proteinas es un fe-
némeno muy complejo, que involucra la presencia
de polirribosomas asociados a la membrana celular
interna, una secuencia lider o sefial en el polipépti-

13

do que se sintetiza, receptores para dicha secuencia
en la membrana y un fenémeno de propulsién de la
proteina hacia el exterior.

La secuencia lider en el polipéptido que se sinte-
tiza permite fijar los polirribosomas a la membrana
e iniciar la secrecién de la proteina. El anclaje de la
secuencia lider a la membrana posiblemente involu-
cra el reconocimiento de receptores especificos tal
vez de tipo proteico.

El descubrimiento de la secuencia lider lo reali-
zaron Milstein y colaboradores en 1972 (6), al estu-
diar la traduccién in vivo de inmunoglobulina de
células de mieloma. La secuencia en este ejemplo se
encuentra situada en el extremo amino de la pro-
teina y presenta un peso molecular de 3,000. Dicha
secuencia es eliminada durante el procesamiento de
la protefna mediante la acciéon de una proteasa es-
pecifica, Los hallazgos de Milstein fueron subse-
cuentemente demostrados para otras protefnas de
mamiferos y bacterias que son secretadas al medio



extracelular. La longitud de la secuencia en estos
ejemplos es variable y tiene un cardcter preponde-
rante hidrofébico. Recientemente se ha demostra-
do que la a-amilasa posee también una secuencia li-
der. Bajo estas condiciones, la enzima es sintetizada
y secretada simultdneamente acoplindose a trans-
ductores especificos de naturaleza proteica, respon-
sable de la propulsiéon de la proteina al exterior (2).

III. Bases moleculares de su produccién

El género Bacillus es uno de los grupos de bacte-
rias mds utilizados para la produccién de enzimas
extracelulares, debido a que estos microorganis-
mos son capaces de secretar las enzimas al medio
de cultivo y no presentan patogenicidad (1). Estas
razones, aunadas a su relativa sencillez lo han dis-
tinguido como un género ideal para el estudio de la
sintesis y la regulacién de la enzima extracelular
a-amilasa (2).

Los primeros estudios reportados acerca del gene
estructural de las a-amilasa fueron realizados por
Green y Colarusso, quienes reconocieron a dicho
gene como un elemento capaz de transmitirse por
transformacion (7).

Las amilasas producidas por las diferentes espe-
cies de Bacillus son alélicas y pueden ser distingui-
das entre si por medio de andlisis electroforético y
de termoestabilidad (8).

Al analizar los niveles de produccién de amilasa
en varias cepas de Bacillus, se detectd que las dife-
rentes cepas producian distintas cantidades de ami-
lasa; por ejemplo, Bacillus natto 1212 y Bacillus
subtilis var. amylosacchariticus producen mayores
cantidades de amilasa que el Bacillus subtilis Mar-
burg (9).

El gene estructural para la a-amilasa ha sido de-
signado amyE y el regulador se ha denominado
amyR o amyH. Los genes amyR provenientes de
Bacillus subtilis Marburg 6061, Bacillus natto
1AM1212 y Bacillus subtilis var. amylosacchariticus
han sido denominados amyRI, amyR2 y amyR3
respectivamente. Los tres amyR mencionados ante-
riormente son genes alélicos. En ausencia de otros
genes regulatorios, amyR1 permite la produccion
de 10 U/ml de amilasa, mientras que amyR2 y
amyR3 permiten la produccién de 50 U/ml de ami-
lasa (10). Por otra parte, al transformar al Bacilius
subtilis Marburg con 4dcido desoxirribonucléico ais-
lado a partir de Bacillus natto (11), se detecto la
existencia de un gene capaz de regular la tasa de
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sintesis de amilasa y de recombinar independiente-
mente del gene estructural para dicha enzima.

Yamaguchi y colaboradores (12) efectuaron el
mapeo de la regién amyR-amyE con base en la ca-
racterizacién de 28 cepas mutantes defectuosas en
la produccién de a-amilasa. Las 28 mutantes fue-
ron caracterizadas con el fin de determinar si la
mutacién que las hacfa malas productoras de amila-
sa estaba situada en el gene estructural o en el gene
regulador. Para ello se basaron en los siguientes cti-
terios:

— sensibilidad a la temperatura

— alteracién inmunolégica

— produccién de material capaz de producir

reaccién de entrecruzamiento

— capacidad de supresion

Con base en la frecuencia de recombinacién en-
tre las cepas mutantes antes mencionadas, Yamagu-
chi y colaboradores construyeron un mapa (Fig. 2)
en el cual el gene amyR se encuentra unido a la re-
gioén terminal del gene estructural amyE. La impor-
tancia de determinar la posicidén de los genes regu-
ladores con respecto al gene estructural reside en
que al conocer dicha localizacién es posible deter-
minar el tipo de regulacién que es ejercida sobre el
gene estructural; es decir, si los genes reguladores se
encuentran cercanos al gene estructural, es muy
factible que su accién reguladora sea especifica so-
bre el gene estructural al cual se encuentran unidos;
en cambio, en los casos en los cuales el gene regula-
dor se encuentra lejano al estructural, es muy posi-
ble que dicho gene regulador posea otras funciones
adicionales. Al analizar bajo este punto de vista la
posicién del gene amyR con respecto al gene amykE,
es posible sugerir que la accién de amyR sea la de
actuar como el promotor del gene amyE (12).

La misma figura muestra que los genes amyR-
amyE se encuentran localizados dentro del cromo-
soma de Bacillus subtilis de la siguiente manera:
amyR - amyE - arol - narB - dal - purB.

Gracias a la cercanfa existente entre los genes
amyE y arol, su porcentaje de cotransferencia es de
20-40% aproximadamente, por lo que la deteccion
de transformantes que posean el cardcter de amy se
puede facilitar al seleccionar el marcador arol (1).

Ademds de amyR, existen otros genes que influ-
yen sobre la sfntesis de amilasa. Yoneda y colabora-
dores aislaron una serie de mutantes a partirde la ce-
pa de Bacillus subtilis Marburg tratada con nitroso-
guanidina, que poseian la caracteristica de incre-
mentar la produccion de proteasa y amilasa simul-
tdneamente.
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Figura 2. Mapa cromosomal simplificado de Bacillus subtilis

El incremento en la produccién de dichas enzimas
se debidé a una mutacién localizada lejos del sitio
amyR-umyE en el cromosoma bacteriano y se de-
sign6é como pap (produccién de amilasa y proteasa)
(10) (Fig. 2).

Se ha demostrado que la mutacion papM se en-
cuentra cercana a los genes uvr, gtaB e hisA en el
cromosoma de Bacillus subtilis. Esta mutacién pa-
rece estar asociada con la pérdida de un componen-
te protéico de la membrana celular (10) y causa
adem4s una serie de efectos pleiotrépicos entre los
cuales cabe mencionar los siguientes:

— pérdida de flagelo

— pérdida de movilidad

— decremento en enzimas autoliticas

— pérdida de competencia para trasformarse

— formacién de cadenas celulares

— sobreproduccién de levansacarasa

— esporulaciéon en medios nutricionalmente

completos.

Al transformar a Bacillus subtilis Marburg 6160
con el 4cido desoxirribonucléico aislado a partir de
una cepa utilizada industrialmente de Bacillus sub-
tilis var. amylosacchariticus, se obtuvo una cepa
transformante que produjo dos veces mds amilasa
que la cepa donadora (11). Después de realizar el
anélisis genético de la cepa transformante (SP 38),
se observé que ésta habfa obtenido los genes amyR3,
papS1 y amyS1 a partir de la cepa donadora. El ge-
ne papS1 estimula mds la produccién de amilasa y
proteasa que el gene papM, pero sin presentar las
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caracteristicas pleiotrépicas de este ultimo. Los ge-
nes papSI pueden ser separados por medio de la
transformacién. Este hecho sugiere que dichos ge-
nes son independientes (11). Los altos niveles de
produccion de la a-amilasa obtenidos por la cepa
SP 38, indican que la coexistencia de varios genes
reguladores en una misma cepa es sinergfstico y no
aditivo, ya que sus niveles de produccién sobrepa-
san a los de sus cepas progenitoras (11).

El hecho de que papM actiie en forma similar a
papS1, pero posea ademds una serie de efectos
pleiotrépicos podria explicarse de dos formas (10):

1.— Por la existencia de dos clases de receptores
membranales para los péptidos lideres hidrofo-
bicos de amilasa y proteasa: uno especifico y
otro no especffico. Una mutacién que aumen-
te la actividad del receptor especifico incre-
mentar{a inicamente la secrecidén de amilasa y
proteasa (papS1); sin embargo, una mutacion
que incremente la actividad del receptor no
especifico, aumentaria la secrecidén de otras
enzimas extracelulares ademds de proteasa y
amilasa. Este podria ser el caso de papM con
respecto a la produccion de amilasa, proteasa
y levansacarasa. Tomando en consideracion el
hecho de que, en las mutantes con papM se
ven afectadas algunas funciones celulares tales
como competencia y movilidad, cabria postu-
lar que la protefna alterada en dichas mutan-
tes podria estar relacionada con las funciones
antes mencionadas.

Es posible que la formacién de una proteina
membranal alterada causada por la mutacidn
papM desestabilice la estructura de la mem-
brana celular y esto trajera como consecuen-
cia la serie de efectos pleitrépicos presentados
por las cepas que contienen papM.

IV. Mejoramiento genético de la produccién

El mejoramiento genético de un microorganismo
con el fin de sobreproducir la o-amilasa depende
bdsicamente del manejo de todos aquellos princi-
pios generales involucrados en la sintesis y regula-
cion de esta enzima. Con eSte objetivo y basados en
tales principios han sido disefiadas y empleadas pa-
ra diversas metodologfas el aislamiento de cepas so-
breproductoras de la enzima.

Los reportes sobre mejoramiento genético para
la produccion de a-amilasa han utilizado esencial-
mente las técnicas de mutagénesis y de recombina-
cion genética.



1.— Mutagénesis

El proceso de mutagénesis involucra el trata-
miento de organismos con agentes quimicos o ffsi-
cos capaces de producir alteraciones en su informa-
cion genética.

Se han realizado diversos esfuerzos para la ob-
tencién de mutantes sobreproductoras de a-amila-
sa. Mutaciones en el gene pap con N-metil-N’-nitro-
N-nitrosoguanidina (NTG) han permitido la obten-
cidén de cepas de B. subfilis capaces de producir tres
veces mds a-amilasa que la cepa original (10). Bai-
ley y col. (13) encontraron que el empleo de dos o
mds agentes en un proceso de mutagénesis, incre-
menta la probabilidad de encontrar una mutante
hiperproductora, ademas de que se logran mutacio-
nes mds estables. Estos autores han obtenido cepas
B. coagulans mediante este procedimiento con
NTG y luz ultravioleta que producen més de 2 000
unidades de a-amilasa por ml de medio de fermen-
tacion. Aumentos hasta de 25 veces en el rendimiento
de a-amilasa han sido también reportados en B. li-
cheniformis en una serie de 7 pasos con el empleo
de rayos gamma, radiacién ultravioleta y NTG (2).

Por otra parte, mutantes de B. subtilis resistentes
al antibi6tico tunicamicina produjeron hasta 5 ve-
ces més a-amilasa después de ser tratadas con NTG
(2). Este antibi6tico actda contra bacterias gram
positivas, levaduras y hongos, interfiriendo con la
sintesis de carbohidratos de cadena compleja que
forman parte de la pared celular. Con base en que
el gene que confiere resistencia a tunicamicina (tmr),
se localiza en el cromosoma de B. subtilis en un lu-
gar muy cercano a los genes amyR-amyE (Fig. 2),
se ha postulado que esta mutacién incrementa la
eficiencia de la RNA polimerasa para reconocer el
DNA que codifica para la sintesis de a-amilasa (2).

En esta misma linea de acciones, se ha reportado
el aislamiento de mutantes insensibles a represion
catabélica a partir de S. castelli (14), las cuales re-
sultaron ser mejores productoras de la enzima.

2.— Recombinaci6n genética

Los mecanismos de intercambio genético han ju-
gado un papel muy importante en la obtencién de
microorganismos capaces de sobreproducir metabo-
litos de interés comercial. En este sentido, las técni-
cas de recombinacién de DNA in vivo e in vitro han
representado herramientas utiles en la consecucion
de tales objetivos.

Para el primer caso, mediante el proceso de trans-

16

formacién ha sido posible introducir a los sistemas
microbianos material genético de origen distinto.
Tales genes, al encontrar regiones de homologfa
son capaces de recombinar e integrarse al cromoso-
ma y proporcionar al sistema receptor nuevas ca-
racter{sticas.

Para el ejemplo de a-amilasa, los estudios de re-
combinacibén in vivo han sido realizados principal-
mente en el género Bacillus. Para ello se han em-
pleado mutantes regulatorias cuyos genes o regio-
nes afectadas han sido introducidos mediante trans-
formacién a cepas receptoras, también con muta-
ciones regulatorias (3). De este modo ha sido posi-
ble construir una serie de recombinantes capaces de
sobreproducir la a-amilasa (tabla IV). Es interesan-
te mencionar que a partir de la cepa de B. subtilis
TM-23 y empleando los métodos de mutagénesis y
transformacion con la cepa CS-108 ha sido posible
obtener rendimientos de a-amilasa de 16,000 uni-
dades/ml en la recombinante denominada T2-
N-26. Como se comprende, dicha mutante contiene
al menos 6 factores genéticos designados como
amyR3, tmr A7, amyS, papS1, C-108 y N-26 (11).

Un aspecto que hay que resaltar en este proceso
de recombinaciéon de DNA in vivo es su limitada
aplicacién a sistemas biolégicos filogenéticamente
relacionados. Tal situacién resulta, como fue men-
cionado antes, de la condicién de homologia gené-
tica requerida para el intercambio de informacion.
Actualmente, sin embargo, dicha limitacién ha sido
superada con el uso de las técnicas de recombina-
cion de DNA in vitro, también denominadas de in-
genierfa genética. Una ventaja adicional que resul-
ta del empleo de esta técnica es la posibilidad in-
trinseca de obtener microorganismos recombinan-
tes conteniendo varias copias de la informacién ge-
nética deseada.

Dicha metodologfa consiste inicialmente en la
fragmentacién del DNA cromosomal del sistema
biolégico donador de la informacién genética que
se desea clonar. Posteriormente un fragmento de
ese DNA es unido o ligado a un vector determinado
capaz de replicarse automdticamente en una célula
huésped o receptora.

La generacién de los fragmentos de DNA cromo-
somal se puede llevar a cabo con rompimiento me-
cdnico o enzimdtico. El empleo de enzimas de res-
triccién que cortan el DNA reconociendo secuen-
cias especificas de 4 a 6 pares de bases, es el proce-
dimiento mds utilizado.

Los vectores o vehfculos moleculares con dupli-
ci6bn auténoma pueden ser los plismidos y los



EFECTO DE DIVERSOS GENES :3:[1;2 ll.‘}r\ PRODUCCION DE o-AMILASA
CEPAS amyR1 amyR2 amyR3 papS1 amy$S tmr papM118 Produccién
amilasa (U/ml)

6160 X 114
YN118 X X 22.3
NA64 X 46.0
YY110 X X 140.0
B7 . X X 175.0
sp3g? X X X 209.0
T™232 X X X X 1475.0
pP13% X X X X X 2532.0
a cepas obtenidas por transformacion.

fagos. Los pldsmidos son cadenas de DNA circular
que pueden estar presentes en una o varias copias
por célula. Este ntimero de copias puede incremen-
tarse haciendo uso de ciertos antibi6ticos hasta
constituirse en un 45% del DNA total. Los fagos
son partfculas virales capaces de recibir y expresar
fragmentos de DNA heter6logo hasta de 20 Kb de
tamafio.

Empleando esta metodologfa se han realizado al-
gunos intentos para la obtencién de cepas sobre-
productoras de a-amilasa empleando a E. coli como
cepa receptora (15). Sin embargo, el uso del género
Bacillus ofrece amplias ventajas al no ser una bacte-
ria patdgena, y no sintetizar endotoxinas ademds,
en este microorganismo la enzima es excretada al
medio de cultivo. Finalmente, Bacillus ha sido em-
pleado industrialmente para la produccion fermen-
tiva de a-amilasa a gran escala (1).

En esta linea de acciones, el DNA cromosomal
de B. amyloliquefaciens fue aislado y fragmentado
con la endonucleasa Mbol produciendo fragmentos
que fueron separados en un gradiente de sacarosa
(tamafio promedio de 2 a 5 Kb). Estos fragmentos
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se unieron al pldsmido puB 110 previamente linea-
rizado con Bam HI, utilizando la enzima ligasa del
fago T4. Fl pldsmido hibrido resultante se usé
para transformar células competentes de B. subtilis,
seleccionando las transformantes por su resistencia
al antibiético kanamicina. Las recombinantes sos-
pechosas fueron aisladas por su propiedad para hi-
drolizar almid6n en un medio con ioduro de pota-
sio. Bajo estas condiciones se aislé una recombinan-
te de B. subtilis IH6064 la cual fue capaz de produ-
cir 2 500 veces mds a-amilasa que la cepa recepto-
ra. De esta recombinante se aislé el pldsmido hibri-
do pKTHI10 que contiene un inserto de aproxima-
damente 2.3 Kb con un solo sitio de restriccién hi-
brido Mbl/Bam HI, reconocido por Bam HI (16).

La sobreproduccién de a-amilasa puede explicar-
se dado que del pldsmido pKTHI10 se encuentran
entre 20 y 50 copias por célula, las cuales pueden
duplicarse y expresarse autonomamente. Este mis-
mo grupo de trabajo recientemente traté de incre-
mentar atin mds los niveles de produccién de a-ami-
lasa. Para ello, introdujeron por transformacién el
pldsmido pKTH10, en una cepa de B. subtilis con
alta capacidad de produccién de la enzima, al con-
tener las mutaciones regulatorias amyR, amyS y



papS. Sin embargo, los niveles de secrecion de

a-amilasa en esta cepa, no superaron a los obteni-

dos por la expresion del pldsmido unicamente (16).

En otros trabajos relacionados con la clonacién
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INTRODUCCION

Los antibiéticos son compuestos de complejidad
quimica variable sintetizados solamente por algu-
nos microorganismos generalmente en la fase tardfa
de su crecimiento., Forman parte de los denomina-
dos metabolitos secundarios en virtud de que no
presentan ninguna funcién aparente para el creci-
miento y reproduccion de los microorganismos que
los producen.

Su importancia prictica deriva de su empleo pa-
ra el control de enfermedades infecciosas en los
campos de la medicina y la agricultura principal-
mente. :

Historicamente los antibi6ticos han mostrado ser
altamente benéficos para el hombre. Sin embargo,
de los més de 5,000 antibiéticos naturales que han
sido aislados a la fecha, s6lo unos 150 casos han lo-
grado llenar los atributos requeridos para ser intro-
ducidos a la clinica (1).

La necesidad de contar con nuevos antibi6ticos
resulta entre otras cosas, de los efectos téxicos co-
laterales que algunos de ellos provocan, asf como
por la aparicién periddica de cepas resistentes a los
mismos. Ademds, algunos pacientes también pre-
sentan problemas de hipersensibilidad a su empleo.

Tradicionalmente los antibi6ticos han sido obte-
nidos de microorganismos seleccionados a partir de
muestras de tierra, agua y algunos productos natu-
rales de tipo orgédnico como las frutas y las flores
(2). De hecho, la mayor parte de los antibi6ticos de
importancia clinica que son empleados en la actua-
lidad han sido obtenidos mediante este procedi-
miento. Sin embargo, hoy en dia la probabilidad de
encontrar nuevos principios antimicrobianos em-
pleando esta metodologia es muy baja. Por esta ra-
z6n, ha sido necesario disefiar y ensayar nuevas es-
trategias para la buisqueda y seleccién de nuevos an-
tibi6ticos. Una de ellas, es mediante la modifica-
cion quimica de los antibiéticos naturales. Un caso

APLICACION DE LA MUTASINTESIS
PARA LA PRODUCCION DE
NUEVOS ANTIBIOTICOS
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representativo de este procedimiento es la conver-
sion de lincomicina a clindamicina, antibidtico con
menores efectos colaterales y mejor absorcién en
humanos. La biosintesis dirigida constituye otra es-
trategia empleada para el mismo objetivo. Esta re-
sulta de la adicién al medio de fermentacién de
principios quimicos que son incorporados por la
célula productora a la molécula del agente antimi-
crobiano. Un ejemplo de este proceso ocurre con la
sintesis de las diversas penicilinas, cuya estructura
quimica final va a depender del 4cido orgdnico que
se afiada al caldo de fermentacién. Otras estrategias
combinan el uso de precursores con inhibidores es-
pecificos de ciertas actividades enzimdticas de la
via de biosintesis, tal y como ocurre con la deno-
minada biosintesis hibrida (3).

En este trabajo revisaremos una estrategia para la
obtencién de nuevos antibidticos, disefiada por
Shier y colaboradores en 1969 (4) y denominada
mutasintesis o biosfntesis mutacional por Nagaoka
y Demain en 1975 (5). El concepto involucra la
biosintesis de andlogos del producto natural con
actividad antibi6tica, como resultado de alimentar
a mutantes no productoras del antibi6tico (idi6tro-
fos) con andlogos de aquellos precursores de la via
que las mutantes no pueden sintetizar (mutasinto-
nes).

EVENTOS NECESARIOS EN UN PROCESO DE
MUTASINTESIS

Los puntos que a continuacién se enumeran, re-
presentan los principales pasos a seguir para lograr
una biosintesis mutacional.

1.— Obtencidn del idi6trofo.

2.— Preparacién del mutasinton.

3.— Incorporacién del mutasintén.

4.— Aislamiento y caracterizaciéon del nuevo
antibidtico.

5.— Evaluacion biolégica del antibi6tico
mutasintético.



Haremos una breve descripcién de tales eventos
con el fin de clarificar y resaltar la importancia de
cada une de ellos.

1.—

Obtencién del idiétrofo. El primer paso invo-
lucrado en la biosintesis mutacional es la ob-
tencién del idi6trofo.

Los métodos de mutagénesis empleados pa-
ra este fin son muy variados pero el criterio
que se utiliza cominmente para seleccionar
cepas ididtrofas es su incapacidad para sinteti-
zar el antibibdtico en ausencia del precursor.

El procedimiento general para la obtencién
e identificacién de idi6trofos se describe a
continuaciéon: la cepa silvestre se somete a
mutagénesis; en este paso se puede utilizar
una suspension de células en su fase logarit-
mica de crecimiento, o bien una suspensién de
esporas. Las mutantes obtenidas se dejan cre-
cer en un medio adecuado y se prueba su ca-
pacidad de produccion de antibiético con un
bioensayo de difusién en placa, utilizando un
microorganismo sensible al mismo; se selec-
cionan aquellas colonias que no presenten ha-
lo de inhibicién. A estas colonias, antibi6tico
negativas, se les determina nuevamente su ca-
pacidad para producir el antibiético, pero
ahora en presencia de un precursor de la via
de biosintesis, seleccionando aquellas que pre-
senten una zona clara de inhibicién (idiétro-
fos).

Con frecuencia los idiétrofos seleccionados
son mutados nuevamente con el objeto de ob-
tener cepas con mejor eficiencia en la incorpo-
racion de andlogos del precursor de la via o
mutasintén, para la produccién del nuevo an-
tibidtico.

Preparaciéon del mutasintén. La gran mayoria
de los mutasintones se obtienen por hidroélisis

de los antibi6ticos naturales, tal y como se

observa en la tabla I. Otros se preparan por
sintesis quimica como es el caso de la 2-epies-
treptamina, 6-epiestreptamina y la 2,6-diepies-
treptamina, mediante reacciones de ciclizacién
de nitrohexosaminas (6). Un tercer método
empleado para la obtencidén de mutasintones
es a través de la bioconversién, es decir, ha-
ciendo uso de los microorganismos para lograr
la modificacién de los precursores de interés.
Casos representativos de este método son los
mutasintones 2, 4/3, 5 tetrahidroxiciclohexa-
nonay 2, 4,6/3, 5, pentahidroxiciclohexanona,
los cuales se obtienen a partir de los precurso-
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TABLA L
OBTENCION DE DIVERSOS MUTASINTONES
A PARTIR DE ANTIBIOTICOS NATURALES

MUTASINTON ORIGEN
Estreptamina Estreptomicina
Estreptidina Estreptomicina
Bluensidina Bluensomicina
Actinamina Espectinomicina
Hiosamuna Higromicina

6—0—metil-DOS2 N—Acetil—O—metilneomi-
cina

N-—Acetil-O—metilneami-
na.

5,6—Di—0—metil-DOS

a DOS: desoxiestreptamina

res viboquercitol y mioinositol respectivamen-
te, empleando en el proceso al microorganismo
Acetobacter suboxydans (7,8).

Incorporaciéon del mutasintén. Una vez obte-
nidos los mutasintones e idi6trofos deseados,
el siguiente paso involucrado en la biosintesis
mutacional concierne al estudio de la incorpo-
raciéon del mutasintén. Para ello se crece al
idiétrofo en un medio de produccién, en pre-
sencia del mutasintén en estudio. Si después
de terminada la fermentacion, se detecta en el
medio de cultivo la presencia de algin com-
puesto capaz de inhibir el crecimiento de un
microorganismo de prueba, puede considerar-
se altamente probable la posibilidad de que se
haya formado un antibiético nuevo. Dicha si-
tuacién, deberd confirmarse posteriormente
mediante el aislamiento y caracterizacién qui-
mica del compuesto formado.

Es importante considerar que no todos los
mutasintones pueden ser incorporados por el
idiotrofo para la produccién de nuevos anti-
biéticos. Esto puede deberse a una deficiencia
natural en el sistema de transporte del muta-
sintén en estudio, o bien a que el microorga-
nismo carezca de la maquinaria enzimdtica
adecuada para incorporarlo en un nuevo anti-
bidtico. En otras ocasiones, el mutasinton es
incorporado por el idi6trofo, pero el nuevo
compuesto sintetizado carece de actividad an-



timicrobiana. Algunos otros mutasintones
pueden ser téxicos al microorganismo produc-
tor, como ocurre con la neamina, paromomi-
na, 6-kanosamidina-2-desoxiestreptamina y
ribostamicina (9).

Son muchos los mutasintones que han sido
estudiados para la produccién de antibi6ticos
mutasintéticos por cepas idi6trofas. La mayor
parte del trabajo realizado en esta drea ha sido
con antibi6ticos aminociclitoles; de éstos se
han logrado aislar y caracterizar antibioticos
mutasintéticos andlogos a neomicina, paramo-
micina, ribostamicina, butirosina, kanamicina,
sisomicina, sagamicina y gentamicina, de los
cuales hablaremos mds adelante.

Aislamiento y caracterizacién del antibi6tico
nuevo. Las técnicas més utilizadas para el ais-
lamiento y caracterizacion de antibibticos
mutasintéticos son: cromatografia de inter-
cambio i6nico, cromatograffa de exclusion y
cromatografia en papel o en capa fina.

Dada la similitud estructural de los antibi6-
ticos mutasintéticos con respecto a la de los
“naturales”, en ocasiones es necesario realizar
modificaciones qufmicas en aguno de ellos
para poder identificarlos. Por ejemplo, un
idiétrofo de Streptomyces griseus que sinteti-
za estreptomicina cuando se le suministra exé-
genamente estreptidina, es capaz de incorpo-
rar al mutasintén 2-desoxiestreptidina para
sintetizar un antibiético nuevo denominado
estreptomutina A. Tanto la estreptomicina
(antibi6tico natural) como la estreptomutina
A (antibiotico mutasintético) presentan valo-
res de Rf idénticos. La hidroélisis selectiva de
ambos antibi6ticos para producir los deriva-
dos aminociclitoles correspondientes, previa a
la cromatograffa, permitié distinguirlos e
identificarlos (10).

Una vez obtenida una sustancia que posee
actividad con un grado de pureza aceptable, el
problema siguiente concierne a la determina-
cion de su estructura qufmica. Una nueva
estructura, requiere su descripcién en térmi-
nos de sus propiedades ffsicas y quimicas, as{
como de sus caracteristicas espectroscopicas,
como son:

a) La espectrofotometria en los rangos de
luz ultravioleta y visible, cuya informa-
cion es indicativa del esqueleto molecular
(fracciones arométicas, conjugaciones,
etc.).
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b) La espectrofotometria en el infrarrojo,
cuya informacién es més indicativa de la
presencia individual de funciones quimi-
cas: carbonilos, hidroxilos, aminas, nitri-
los, etc.

¢) La resonancia magnética nuclear (rmn),

invaluable en la determinacién de estruc-

turas mediante el patrén de fragmenta-
ci6én molecular.

Aunada a esta informaci6n, deberd propor-
cionarse el resultado del andlisis elemental.

Aun cuando la informacion espectroscopica
sea coherente con la de una estructura quimi-
ca, serd necesaria la preparacién de derivados
de ésta, que serdn indicativos de las funciones
quimicas presentes, as{ como la degradacién
de la estructura mediante reacciones simples,
que permitan la caracterizacién de los produc-
tos resultantes, cuya estructura se espera me-
nos complicada.

Evaluacion biologica del antibiético nuevo.

Posterior al aislamiento y caracterizacion del

antibiético nuevo, se realizan los estudios bio-

logicos, que incluyen ensayos tanto in vitro
como in vivo.

a) Ensayos in vitro: Con ellos se persigue de-
terminar el espectro antibacteriano sobre
diversos microorganismos tanto Gram posi-
tivos como Gram negativos. Algunos de los
antibi6éticos mutasintéticos estudiados han
presentado una actividad importante sobre
bacilos multirresistentes, como es el caso de
la 2-hidroxigentamicina sobre cepas de
Pseudomonas aeruginosa (11).

Los ensayos in vitro también incluyen prue-
bas de susceptibilidad antibacteriana, cuya
finalidad es establecer la cantidad minima
del antibi6ético bajo prueba que inhiba el
desarrollo visible de un microorganismo,
mejor conocida como concentracién mini-
ma inhibitoria (CMI).

b) Ensayos in vivo: Incluyen estudios tanto en
animales como en humanos. Los estudios
en animales tienen como finalidad la deter-
minacién de pardmetros como la dosis letal
media (LDs, ), que es la medida mds comun
del grado de toxicidad de una droga y el
indice terapeutico, que relaciona la dosis le-
tal media con la dosis efectiva media.

Por medio de estudios farmacocinéticos en
animales, es posible conocer la absorcion,



TABLA 1.
ALGUNOS EJEMPLOS DE ANTIBIOTICOS OBTENIDOS POR MUTASINTESIS
IDIOTROFOS PARA ANTIBIOTICO MUTASINTON ANTIBIOTICO
DESOXIESTREP- NATURAL MUTASINTETICO
TAMINA

S. fradiae Neomicina Estreptamina Hibrimicinas A1 y A2
Epiestreptamina Hibrimicinas B1 y B2
2,6—Didesoxiestreptamina  6—Desoxineomicinas By C

M. inyoensis Sisomicina Estreptamina Mutamicinas 1, lay 1b
Epiestreptamina Mutacinas 4

M. purpurea Gentamicina Estreptamina 2—Hidroxigentamicina

M. sagamiensis Sagamicina Estreptamina 2 —Hidroxisagamicina

S. Kanamyceticus Kanamicina 2—Epiestreptamina 6—Hidroxi—6’-deamino—

2—epihidroxikanamicina A

excrecion, distribucién y metabolismo del
nuevo antibidtico.

Los estudios en humanos a su vez, indican
sobre la seguridad y efectividad del antibi6-
tico nuevo y dan a conocer los efectos cola-
terales que pudieran presentarse, como aler-
gia inmediata o retardada, o bien, efectos
aditivos de sinergismo, potenciacién o anta-
gonismo con el uso de otros medicamentos
(12).

ANTIBIOTICOS OBTENIDOS POR
MUTASINTESIS

La mayor parte de los antibioticos que han sido
obtenidos por la técnica de la mutasintesis corres-
ponde al grupo de los aminociclitoles (tabla II). En
esta tabla han sido incluidos s6lo ejemplos en los
cuales el idiotrofo ha perdido la capacidad para sin-
tetizar el intermediario desoxiestreptamina (DOS).
Sin embargo, hay que mencionar que también se
han logrado obtener derivados del grupo de los gua-
nidociclitoles con actividad antibi6tica como es el
caso de la estreptomutina A (5). En otros casos, el
proceso no se ha concluido. tal y como ocurre con
un idiétrofo de Streptomyces erythreus, el cual
produce un compuesto con actividad antibi6tica al
afiadir un andlogo del eritronélido al medio de cul-
tivo (13). Sin embargo, este nuevo compuesto atn
no ha sido caracterizado qufmica ni farmacolégica-
mente.

APLICACIONES Y PERSPECTIVAS

La aplicacién de la técnica de mutasintesis es
principalmente la obtencién de nuevos antibi6ticos
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con el fin de que los compuestos obtenidos tengan
mejores caracteristicas que el antibi6tico original.
Entre éstas caracteristicas podemos contar las si-
guientes:

a) Que su espectro de accién antimicrobiana sea
mds amplio,

b) Que presenten menor nimero e intensidad de
efectos téxicos y

c¢) Que puedan ser utilizados contra microorganis-
mos que a través de su evolucién hayan adquiri-
do resistencia a los antibiéticos naturales.

En relacién a los dos ultimos incisos podemos
pensar que aunque ¢l efecto antimicrobiano sea
menor que el del antibiético original, el hecho de
que cumpla estas caracterfsticas los hace atractivos
para ser utilizados contra infecciones microbianas
en medicina clinica. La tabla III presenta dos ejem-
plos de antibi6ticos obtenidos por biosintesis mu-
tacional que presentan menor toxicidad que el
compuesto natural (11, 14). Asimismo, en la tabla
IV podemos observar propiedades de estos dos
ejemplos en cuanto a su accién inhibitoria ante di-
ferentes especies microbianas (11,14).

A pesar de que no sabemos hasta qué punto esta
técnica ha sido utilizada en los laboratorios indus-
triales, de la informacién existente podemos inferir,
que tiene un gran potencial que puede ser explota-
do para la obtenci6én de nuevos productos farma-
céuticos.

Esta metodologfa ha sido utilizada en algunos la-
boratorios de investigacién para obtener informa-
cién acerca de las vias biosintéticas de este grupo
de antibidticos, conocimiento que permite, utili-



3. Su implementacién estard limitada a los nue-
TABLA III. vos atributos que el antibiético mutasintético
TOXICIDAD DE DOS ANTIBIOTICOS presente, es decir dependerd de las ventajas
MUTASINTETICOS CON RESPECTO AL tanto farmacol6gicas como econémicas que
PRODUCTO NATURAL posea sobre los productos naturales.
— - 4. Esta ténica no sélo puede aplicarse al grupo
EJEMPLO LDso en ratones Toxicidad refa]flva de los aminociclitoles, sino también a otros
(mg/kg) a la gentamicina grupos de antibi6éticos quimicamente no rela-
e cionados a otros compuestos con diferente ac-
A An“‘”_"‘;‘:t‘? tividad farmacolégica.
oy 5. La biosintesis mutacional también puede em-
2—Hidroxisagamicina >250.0 <0.22 plearse como herramienta para la elucidacién
7 Hidioxigente: 150.0 0.57 de vias de biosintesis de antibiéticos.
micina
B. Antibi6tico natural
Sagamicina 68.3 0.82
Gentamicina 87.0 1.00
: TABLA IV.
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA EN ANTIBIOTICOS OBTENIDOS POR MUTASINTESIS
EM RELACION A LOS COMPUESTOS NATURALES
MINIMA CONCENTRACION INHIBITORIA (ug/ml)
2—HIDROXI- 2—HIDROXI-
MICROORGANISMO GENTAMICINA GENTAMICINA SAGAMICINA SAGAMICINA
Escherichia coli 6 50 12 100
Providencia sp. 50 100 50 > 100
Klebsiella pneumoniae 6 25 < 1 < 1
Pseudomonas aeruginosa 50 > 100 3 1
Staphilococcus aureus <1 T8l <1 < 1
zando otras ténicas, optimizar los procesos fermen- BIBLIOGRAFIA

tativos para la produccién de los antibidticos origi-
nales. '

CONCLUSIONES

A través de la informacién revisada sobre este t6-

pico podemos concluir lo siguiente:

1. La técnica conocida con el nombre de muta-
sintesis representa una alternativa para la ob-
tencién de nuevos y/o mejores antibi6ticos.

2. Su establecimiento depende del aislamiento
de un idi6trofo adecuado asf como de la ob-
tencién de uno o varios mutasintones que
sean capaces de ser incorporados por la mu-
tante mencionada y formar a partir de ellos
nuevos compuestos con actividad antibi6tica.
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Hace un poco mds de diez afios empezaron a
aparecer los resultados de manipulaciones genéticas
que utilizaban una serie de metodologias conocidas
genéricamente como recombinaciéon de dcidos nu-
cleicos, in vitro, ingenieria genética o clonaciéon mo-
lecular. Estas técnicas permitian intervenciones di-
rectas sobre el genoma de los organismos, dando

EVOLUCION Y PERSPECTIVAS DE LOS
SISTEMAS DE INGENIERIA GENETICA
DESTINADOS A LA PRODUCCION DE
PROTEINAS DE INTERES INDUSTRIAL

Amelia Farrés y Sergio Sdnchez. Departamento de Biotecnologia del Instituto de Investigaciones Bio-
médicas, UNAM. Apartado Postal 70228, México D.F. C.P. 04510.
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lugar a modificaciones controladas de los mismos, a
diferencia de las logradas con la genética clasica,
fundamentalmente aleatorias. Se abrian as{ muchas
posibilidades en varios terrenos: en el bdsico, un
mejor conocimiento sobre la estructura y funciona-
miento del genoma, tanto de procariontes como de
eucariontes; en el aplicado, la modificaciéon de pro-



cesos y obtencidén de numerosos productos a partir
de seres vivos alterados genéticamente.

Las expectativas que generd esta serie de méto-
dos provocaron repercusiones en todos los terre-
nos: politico, legal, econdémico, religioso. Un térmi-
no que empezd a usarse fue el del “inicio de la
revolucion bioldgica”. Las posibilidades de trans-
formacién a voluntad de los organismos vivos atra-
jeron tanto a cientificos como a inversionistas y
surgieron numerosas compafifas que querian co-
mercializar una gama enorme de productos obteni-
dos por las nuevas técnicas biolégicas. Uno de los
fendmenos bursitiles mas sobresalientes lo consti-
tuy6 la introduccién al mercado de las acciones de
la compafifa Genentech, registrada en 1980. La
compafifa entonces no ofrecia un solo producto a
la venta y el primero con su marca (hormona del
crecimiento humana) aparecié hasta noviembre de
1985. Sus ventas actuales son de cien millones de
dolares al afio, pero esperan ganar diez veces mds
en 1990. Su valor en el mercado bursétil continda
en ascenso.

A una década de distancia de la fundacidén de es-
ta compafifa, indiscutiblemente lider en el campo,
puedehacerseun analisis de las apertaciones y reali-
dades que ha trafdo esta metodologia mediante el
analisis de 1a evolucion de los sistemas y productos
de interés. Los avances han sido constantes, y el
mayor crecimienio acerca de la organizacidén geno-
mica y el avance en técnicas como purificacion de
proteinas, secuenciacién automatica de las mismas,
secuenciacion de dcidos nucléicos y sintesis quimi-
ca de polinucleétidos han incrementado incluso las
posibilidades de manipulacion.

Sin embargo, la comercializacién de productos
ha sido lenta, La realidad ha demostrado que para
llegar a la introduccién de un producto al mercado
es necesario un gasto aproximado de 90 millones
de délares y el término medio es de 4 a 7 afios. Se
requiere de un largo proceso de pruebas clinicas y
de procedimientos legales como patentes, licencias
y autorizacion de Ministerios de Salud. Inclusive,
existen productos cuyas pruebas clinicas o de cam-
po han resultado un éxito, pero su mercado ain
no justifica la construccion de una planta para pro-
ducirlos. Tal situacion se deriva con frecuencia del
temor manifestado por diversos grupos, que consi-
deran que la diseminacién en el ambiente de pro-
ductos obtenidos por ingenieria genética constitu-
ye un peligro para el equilibrio ecologico. Acciones
como éstas son peligrosas para el futuro de la inves-
tigacién en el campo, pues pueden provocar la reti-
rada de fuentes de financiamiento, ante el peligro
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de no llegar a la etapa de comercializacién y obten-
cion de ganancias (1, 2).

A continuacidn se analizardn los avances registra-
dos en el desarrollo de sistemas que permiten la
produccion de proteinas por fermentacion, especial-
mente de aquéllas de interés para el sector farma-
céutico, pues son las de mayor valor agregado.

1. Herramientas de la Ingenierfa Genética

La clonacién molecular es posible gracias a una
seric de descubrimientos realizados antes del afio
de 1977, relacionados con la extructura del DNA,
con los mecanismos de formacién de proteinas, as{
como con la biologia de virus y pldsmidos y sus
mecanismos de incorporaciéon a la célula y final-
mente, con la enzimologia de los dcidos nucleicos. .
Las herramientas necesarias para llevar a cabo un ex-
perimento de recombinacidn in vitro se sefialan en
la tabla I.

Entre ellas, cabe destacar a las enzimas de restric-
cion del tipo II, nucleasas que reconocen secuen-
cias especificas, generalmente de 4 a 6 pares de ba-
ses.” De esta manera es posible cortar el DNA en
forma especifica y reproducible, en la actualidad se
conocen alrededor del millar de enzimas de este ti-
po, pues pricticamente todos los microorganismos
las producen para degradar el DNA extrafio. Esto
proporciona amplias posibilidades de tipos y sitios
de corte. Las otras enzimas sefialadas no se usan en to-
dosles casos, pues sus funciones son muy diversas. La
que si es fundamental es la ligasa, pues es la enzima
que permitird la unién entre los dos fragmentos de
DNA: el heterdlogo o pasajero y el vehiculo mole-
cular.

Los vehiculos moleculares son fundamentalmen-
te pldsmidos o virus. Pueden encontrarse libres o
integrados al genoma. Pueden aislarse, autorrepli-
carse y contienen sitios para cortes con enzimas de
restriccion, en los que se podra insertar el DNA
heterélogo. Es deseable que estos vehiculos conten-
gan marcadores genéticos que permitan reconocer
su presencia y mejor alin si gracias a ellos se puede
detectar la incorporacién del DNA pasajero. Una
de las estrategias mds empleadas es la inactivacion
de alguna funcién del vehiculo tras la introduccion
del DNA, como alguna resistencia a antibidticos u
otra actividad enzimdtica ficilmente detectable. Al-
gunos de los mds empleados se sefialan en la tabla
II. las moléculas recombinantes se introduciran a la
célula hospedera por técnicas de transformacién o
transduccion, segin el tipo de vehiculo de que se
trate.



TABLA L
HERRAMIENTAS USADAS
EN INGENIERIA GENETICA

I ENZIMAS

a) Endonucleasas inespecificas

b) Exonucleasas

¢) Endonucleasas de restriccién tipo II
d) Transferasa terminal

e) Transcriptasa terminal

e) Transcriptasa reversa

f) Ligasa

g) Cinasas

h) Fosfatasa alcalina

II VEHICULOS

a) pldsmidos b) virus ¢) cosmidos

III PASAJEROS

a) DNA cromosomal cortado enzimdticamente

b) DNA cromosomal cortado mecdnicamente

¢) Transposones o fragmentos de los mismos

d) Otros pldsmidos o fragmentos de los mismos

e) Fragmento del genoma viral

f) DNA complementario obtenido por accién de
transcriptasa reversa

g) DNA sintético: oligo o polinucleétidos

v

a)
b)
©)
d
e)

v

METODOS DE TRANSFORMACION

Permeabilizacién con tratamiento i6nico (CaCl;)
Transformacién de protoplastos

Transduccién

Transfeccién

Induccién de estado de competencia natural

METODOS DE SELECCION DE RECOMBINANTES

Inactivacidn insercional
Induccién de actividad enzimdtica
Hibridizacién de dcidos nucléicos

a)
b)
c)

d) Deteccidn de proteinas por métodos inmunologicos

La célula hospedera, a su vez, debe reunir ciertas
caracteristicas para su empleo. Es deseable que no
posea o tenga bajos niveles de enzimas de restric-
cioén. Deberd permitir el establecimiento del vehicu-
lo, en forma libre o integrada a su propio cromoso-
ma, asi como reconocer la presencia de los marca-
dores contenidos en el vehiculo. Finalmente, son
deseables bajos niveles de recombinacién para man-
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tener la autonomia del vehiculo y bajos niveles de
proteasas, para impedir la destruccién del producto
proteico.

Un aspecto fundamental es el reconocimiento y
selecciéon de las cepas recombinantes que hayan
adquirido el gene de interés. Este puede expresarse
0 no, de acuerdo al tipo de estrategia de clonacion
empleada y a las barreras que puedan expresarse a
nivel de replicacién, transcripcion, traduccion,
procesamiento y modificacion de un mensaje. Los
métodos de reconocimiento variardn de acuerdo a
si se espera o no la produccioén de una proteina con
actividad. Las técnicas de hibridacion DNA-DNA 6
DNA-RNA permiten la deteccidén de genes o frag-
mentos de los mismos, aln si no son transcritos. Si
se espera la produccidén de proteina, ésta puede de-
tectarse por complementacién de funciones, como
un requerimiento nutricional por ejemplo, o por
métodos inmunoldgicos (3).

Algunas de las caracteristicas que debe reunir un
mensaje en un vehiculo para que se llegue a formar
la proteina activa son:

a) Integridad del gene que se desea expresar.

b) Orientacion y lectura “‘en fase” a partir de
un promotor propio o del vehiculo.
Presencia de las sefiales regulatorias requeri-
das para transcripciéon y traducciéon de un
mensaje, como por ejemplo promotores, re-
giones de union al ribosoma, y la region de
terminacién o de poliadenilaciéon. En este
sentido se ha trabajado mucho para el disefio
de vehiculos que proporcionen cada vez un
mejor nivel de eficiencia.

Compatibilidad con la RNA polimerasa de la
cepa receptora en términos de reconocimien-
to de sefiales regulatorias.

Si se desea la excrecidon de una proteina, pre-
sencia de la secuencia lider necesaria.
Adicionalmente, debe sefialarse que los genes
de eucariontes presentan intrones que no son
reconocidos por los sistemas de procariontes
¥ que carecen de los sistemas enzimdticos pa-
ra llevar a cabo el procesamiento del mensa-
je. En este sentido, los procariontes no son
hospederos adecuados para genes de euca-
riontes si éstos presentan intrones y entre los
mismos eucariontes pueden llegar a presen-
tarse variaciones que impidan la formacién
de una proteina activa.

Algunas protefnas de eucariontes requieren
de glicosilacion para manifestar actividad,
aunque ésto no siempre es indispensable. La
necesidad de glicosilacién para la actividad

c)

d)

e)

g)



TABLA I
ALGUNOS EJEMPLOS DE PLASMIDOS USADOS EN LOS DIFERENTES

SISTEMAS BIOLOGICOS
PLASMIDOS PROPIEDADES DE INTERES
I E, coli
pBR 322 Permite seleccion por inactivacién insercional (tetraciclina y
ampicilina) 14 copias por célula. '
.pBR 329 Tres marcadores genéticos e incremento en el nliimero de
copias.
pGJ 53 Vehiculo de reemplazo que permite la seleccién directa de
colonias recombinantes
pHV 33 Confiere las resistencias a ampicilina y tetraciclina prove-
nientes de pBR 322 y la de cloranfenicol de pC 194, por lo
que es bifuncional entre E. coli y B. subtilis.
II B subtilis
pC 194 Proviene de S. aureus; confiere resistencia a cloranfenicol.
Pocas copias y no permite inactivacién insercional.
pBD 64 Confiere resistencia a kanamicina que puede ser cortada al
cortar con Bgl II. También confiere resistencia a cloranfeni-
col, mayor niimero de copias.
I  Saccharomyces cerevisiae
YEp 24 Confiere resistencia a ampicilina proveniente de pBR 322 y
el gene URA 3 de S. cerevisiae, asi como el origen de repli-
cacion del pldsmido 2 u. Tres sitios Ginicos de corte, se man-
tiene como episoma.
YIp 33 LEU 2 de 8. cerevisiae y resistencia a ampicilina, se integra
al genoma,
IV Streptomyces
plJ 702 Resistencia a tiostrepton y expresa tirosinasa, amplio rango
de especies hospededas. Tres sitios tinicos de restriccion.
plJ 61 Plasmido de gran tamafio que otorga resistencia a neomicina

y tiostreptdn sblo se expresa en S. lividans 66.

de la proteina debe ser considerada para re-
solver entre un hospedero eucarionte o uno
procarionte (4,5).

2. Evolucion de los sistemas de clonacion.

Por muchos afios, la enterobacteria Escherichia
coli representd el modelo de estudio real para di-
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versos fendmenos genéticos, por lo que era el mi-
croorganismo mds conocido en cuanto a mapa ge-
nético, variedad de mutantes, fagos, pldsmidos, sis-
temas enzimdticos, fenémenos de restriccion y
modificacién. De tal manera, no resulta extrafio
que fuese el primer sistema de aceptacion de infor-
macidn heter6loga y el que esté mejor desarrollado
en cuanto a nimero y tipo de vehiculos. En él se



clond el primer producto de posible interés comer-
cial, la somatostatina en 1977. Algunas de sus venta-
jas y desventajas comparadas con otros sistemas de
microorganismos se presentan en la tabla III. El
desarrollo de otros sistemas se vi6 impulsado, en
parte, por la falta de idoneidad de E. coli, especial-
mente para trabajar a escala industrial.

En la misma tabla puede apreciarse la diferencia
de niveles de desarrollo de estos sistemas. Un pri-
mer problema lo constituye la selecciébn u obten-
cion de mutantes para receptoras con propiedades
como las indicadas anteriormente, asi como el de-

sarrollo de vehiculos, tanto virales como pldsmidos.
Han debido estudiarse los métodos de transforma-
cibn mas adecuados para cada caso, y los proble-
mas de estabilidad y producci6én a gran escala. En
todos los casos presentados hay aiin muchas mejo-
ras por hacer, en todos los puntos referidos (6-9).

3. Productos de interés industrial obtenidos por
ingenierfa genética.

Las primeras moléculas recombinantes obtenidas
resultaron en la construccién de los primeros vehi-
culos moleculares, uniendo diferentes marcadores

TABLA III.
ALGUNAS PROPIEDADES DE LOS SISTEMAS DE CLONACION DE LOS

MICROORGANISMOS MAS UTILIZADOS

SISTEMA PROPIEDADES

Escherichia coli <

Bacillus subtilis y

variables.
Streptomyces <
guaninas y citosinas.

en organelos.
Saccharomyces cervisize 4

Es el sistema mejor desarrollado en cuanto a nimero y tipo de vehiculos. Incluyen
fagos, pldsmidos y cdsmidos.

Sistemas de regulacién bien conocidos permiten manipulacién y sobreproduccion.
Gram positivo. Las proteinas solo alcanzan el espacio peripldsmico.

Posible produccion de endotoxinas.

Problemas para cultivarse a gran escala porque no alcanza alta densidad.

Gran variedad de cepas receptoras adecuadas.

Incapaz de glicosilar proteinas y eliminar intrones;

L Transformable por induccién de competencia con CaCl,

1 Carece de pldsmidos propios que confieran caracteristicas seleccionables, por lo que
el desarrollo de vehiculos (plasmidos y virus) ha sido lento y poco versitil.

Sistemas de regulacion no del todo conocidos y mds estrictos que en E. coli.

Gram positivo. Permite recuperar proteinas del medio de cultivo al ser secretadas.
No presenta problemas su produccién a gran escala.

Pocas cepas receptoras adecuadas. Alta produccioén de proteasa normalmente.
Incapaz de glicosilar proteinas y eliminar intrones. '
Transformable naturalmente, pero integra ficilmente informacién a genoma.

L Para pldsmidos es mds adecuado el método de protoplastos.

Presenta problemas el desarrollo de vehiculos, tanto pldsmidos:como virus, por la
gran variedad de especies que conforman el género. Los rangos de aplicacién son

Sistemas de regulacion casi desconocidos y muy peculiares, por alto contenido de

Transformable por formacion de protoplastos o por mediacién de liposomas.
& En otros aspectos, similar a Bacillus subtilis.

Al ser eucarionte, puede glicosilar proteinas (aunque no necesariamente con los mis-
mos azicares) y procesar intrones (aunque puede hacer errores).
Su capacidad de secrecion de proteinas es parcial, probablemente por acumulacién

Transformable por método de protoplastos o por induccién por iones.

La estabilidad de las recombinantes variard segiin el tipo de pldsmido usado.
Regulacién no del todo conocida.

No presenta problemas de produccion a gran escala.

Carece de virus que puedan usarse como vehiculos.
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con origenes de replicacion. A continuacion, se clo-
n6é una molécula pequefia, formada por 14 amino4-
cidos solamente: la somatostatina, cuya aplicacion
comercial era dudosa. Sin embargo, los resultados
de este experimento permitieron enfocar las bate-
rfas a moléculas mds prometedoras en el terreno
econdmico y la primera fue la insulina humana.

El desarrollo de este producto hasta su introduc-
cion al mercado en 1982 consumid alrededor de
1000 afios-hombre. El proceso fue hecho por Ge-
nentech, quien vendi6 la licencia para su produc-
cién a la compaififa Eli Lilly, principal distribuidora
de la hormona a nivel mundial. A pesar de todo el
esfuerzo, las complicaciones derivadas del proceso
de purificacion, as{ como otros factores, no le con-
fieren competitividad en precio con la insulina por-
cina, por lo que las ventas de insulina recombinante,
con valor de 30 millones de ddlares, sélo corres-
ponde al 10% del mercado. Esta experiencia resulto
fundamental en la evaluacién de los procesos que
valfa la pena desarrollar con estas técnicas de re-
combinacién, pues resulté evidente que sélo pro-
ductos con alto valor agregado garantizarian la
recuperacion de la inversién. Compafiias grandes,
como Monsantc y DuPont, empezaron a absorber a
las pequefias en problemas financieros. Es impor-
tante destacar en este punto algunos aspectos en
los que incidi6 el éxito de esta metodologia en el
terreno legal. Se hizo necesaria la creaciéon de un
sistema normativo y de patentes para proteger de-
rechos sobre organismos vivos y los métodos de
produccién de los mismos. El primer caso fue la
patente otorgada a Chakrabarty sobre una bacteria
destinada a la eliminacién de contaminacién por hi-
drocarburos (10). Por otra parte, fue necesario nor-
mar en algunos casos las relaciones entre el mundo
universitario y la industria, terreno en el que atn
subsisten problemas, especialmente ante la diferen-
cia en cuanto a los métodos de evaluacién del per-
sonal. Uno de los éxitos de Genentech radica en
que permite a su personal desarrollarse en un am-
biente académico, al permitir la publicaciéon de
resultados, mientras mantienen su compromiso con
la empresa al ser accionistas simultdneamente (1).

La etapa de pruebas clinicas o de campo, as{
como los problemas referentes a la explotacion del
producto o el proceso en términos legales, han
constituido hasta ahora los principales cuellos de
botella para la introduccién de un producto al mer-
cado. En la tabla IV se presentan algunos de los
péptidos considerados inicialmente con mayor po-
tencial de mercado. Algunos estdn ya comerciali-
zéndose. Otros, como el interferéon, la molécula
que mayores expectativas habia generado, han per-
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dido atractivo tras demostrarse en pruebas clinicas
su poca eficacia como anticancerigeno. Afortuna-
damente, la misma metodologia ha permitido la
obtencién y evaluacién de productos no considera-
dos hace unos afios, como los que se muestran en la
tabla V. Se han obtenido resultados realmente esti-
mulantes con varios de ellos, especialmente con la
interleucina 2 -en el terreno de la lucha contra el
cdncer y contra algunas enfermedades inmunologi-
cas. Sin embargo, el mercado mds promisorio, del
orden de dos mil millones de délares para la pro-
xima década, es el de las enfermedades cardiovascu-
lares, destacando aqui el activador de plasminégeno
tipo tisular, que ha desplazado en pruebas clinicas
a urocinasa y estreptocinasa. Su introduccion al
mercado se espera en dos afios més y esta perspec-
tiva ha generado un nuevo auge bursitil de empresas
biotecnolégicas (1, 2, 10).

Este éxito se explica pues las enfermedades car-
diovasculares son la principal causa de muerte en
los paises desarrollados y no dejan de tener impor-
tancia en los subdesarrollados. En éstos, sin embar-
go, la mortalidad provocada por infecciones sigue
siendo muy alta y puede verse que la produccidon
de vacunas, salvo las que afectan al primer mundo,
ha perdido interés, ante la falta de poder adquisiti-
vo de quienes padecen paludismo, amibiasis y otras
enfermedades. Quiz4 sea en este terreno hacia don-
de convendria dirigir los esfuerzos de las naciones
afectadas por estos problemas y que cuentan con
recursos para hacer investigaciones en este campo.

4. Perspectivas

La ingenieria genética ofrece las posibilidades de
obtener pricticamente cualquier proteina, ya sea
de origen procarionte o eucarionte, por sistemas de
fermentacion.

Falta atin por recorrer camino en el desarrollo de
vectores y cepas adecuadas, especialmente en los
microorganismos utilizados tradicionalmente por la
industria de fermentacién, como Saccharomyces,
Bacillus 'y Streptomyces. La produccion eficiente
de protefnas en dichos sistemas dependeri del co-
nocimiento detallado de los mecanismos de regula-
cion y modificaciones pre o post traduccionales en
todos los casos, asi como de los sistemas de excre-
cion. Logros en este terreno permitirdn, por ejem-
plo, la produccién de anticverpcs monoclorales a
partir de levaduras, de lo que existe ya algiin repor-
te y que disminuiria muchisimo el costo de pro-
duccién de los mismos, hasta ahora elaborados por
cultivo de células animales.

Deben también superarse los problemas legales y
de animadversioén de la opinién de algunos sectores



TABLAIV.
PRODUCTOS A OBTENERSE POR TECNICAS DE INGENIERIA GENETICA CON MAYOR'
POTENCIAL DE MERCADO EN 1981.

Hormona del crecimientob

Urocinasa y Estreptocinasa

Vacuna contra Hepatitis B?

Vacunas contra enfermedades tropicales
Angiotensina

Neuropéptidos que regulan produccién de hormonas
sexuales

Oxitocina

Factor VIII 2

PRODUCTO USo
Interferones: alfa, beta, gamma® Anticancerigeno
Prevencion de enfermedades virales
Factor de crecimiento celular Anticancer{geno
Insulinab Tratamiento de diabetes

Tratamiento de enanismo
Cicatrizacién

Agentes tromboliticos

Combatir infeccién

Combatir infecciones diversas

Tratamieato hipertension

Anticoncepcion
Anticoncepcion e induccién parto
Tratamiento de hemofilia

b En 1986 ya se encuentran en el mercado.

2 En 1986 ya se encuentran en etapa de pruebas clinicas.

hacia estas técnicas, pues se corre el riesgo, como
ya se ha dicho, de perder.capacidad de financia-
miento. Por otra parte, los pafses del tercer mundo
deben también estudiar estos aspectos, pues una
corriente fuerte de cientificos de paises en los que
existen obsticulos para la explotaciéon de los pro-
ductos recombinantes apoya la idea de exportar
inmediatamente a aquellos pafses en los que atin no
hay regulaciones especificas, para ir acumulando
ganancias asf. Existe entonces el peligro de sufrir la
introduccién de productos que no sean suficiente-
mente seguros o suficientemente efectivos, pero
que alcanzarén altos precios y sangrardn las econo-
mias locales.

Las posibilidades de obtencién de productos pa-
recen, no obstante, muy amplias y parecen apoyar
el optimismo de quienes han invertido dinero en
estas compaiifas. Estamos indudablemente, empe-
zando a cosechar los frutos de la revolucién biol6-
gica.
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TABLAYV.
PRODUCTOS A OBTENERSE POR TECNICAS DE INGENIERIA GENETICA
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—contra cancer de pecho ?
Inhibina
Vacuna contra malaria
Vacuna contra herpes genital
Vacuna contra SIDA
Relaxina
Proteina del esmalte dental
Activador del plasminégeno tipo tisular (tPA)?
Apolipoprotefnas
Protefna C
Superdxido dismutasa
Angiotensinas

PRODUCTO Uso
Factores de crecimiento celular anticancerigeno
Linfocinas anticancerigeno
—interleucina 22
Inmunotoxinas
—factor de necrosis tumoral (TNF) 2 anticancerigeno

anticonceptivo masculino y femenino

combatir infeccidén

combatir infecci6n

combatir infeccion

dilatacién cuello uterino en el parto

prevencion de caries

agente trombolitico

prevencion de enfermedades cardiovasculares tanto por
formaci6n de trombos como por hipertension

3 Se encuentran en etapa de pruebas clfnicas
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