na definicién funcional de la biotecnologia es
el uso de seres vivos, de sus capacidades me-
tabdlicas o de sus componentes para la ob-
tencion de soluciones novedosas a los grandes retos
que enfrentamos. En este sentido la biotecnologia es
“verde”, ya que busca sustituir procesos contaminan-
tes y caros por sistemas biol6gicos limpios, mas eco-
némicos. La especie humana ha utilizado la biotecnologia,
aunque con otros nombres, desde hace mas de 12 mil
anos, cuando surgié la agricultura. A partir de ese mo-
mento empezamos a seleccionar plantas para satisfa-
cer, de la mejor manera, nuestras necesidades tanto a
nivel nutricional como por sus caracteristicas de resis-
tencia a plagas o enfermedades. Estas propiedades
fueron seleccionadas a través de cruzas entre lineas que
llevaran algunas de ellas.
A partir de los anos setenta se empezaron a desa-
rrollar algunas técnicas que permitian la manipulacién

*  Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis-Instituto de
Biotecnologia de la unam

directa de los genes que conferian propiedades parti-
culares a algun organismo y su transferencia a otro
distinto, rompiendo incluso las barreras genéticas de
la especie. Estas técnicas, englobadas bajo el nombre
genérico de ingenieria genética, dieron a luz a la
biotecnologia moderna, y fueron las que han permitido
los alcances actuales.

Los beneficios de la biotecnologia han repercutido
en las vertientes mas diversas de la actividad humana:
desde la produccién de insulina humana en células
bacterianas hasta la confeccion de tortillas més sua-
ves y con mayor vida de anaquel, pasando por la pro-
duccién de anticoagulantes a partir de la saliva de
vampiros y por la obtencién de organismos genética-
mente modificados. Algunas de las aplicaciones mas
novedosas dependen de la obtencion de variantes de
enzimas existentes, las cuales adquirieron propieda-
des distintas a las originales. Esto se ha conseguido,
principalmente, a través de dos enfoques: la biopros-
peccion, es decir, la blisqueda de enzimas con la misma
actividad catalitica provenientes de organismos distintos,
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y la ingenieria de proteinas, que es la generacion por
técnicas de ingenieria genética de mutaciones en sitios
especificos de estas proteinas, las cuales les confieren
los cambios deseados. Las limitaciones de estos
alcances son variadas. En el caso de la bioprospeccion
uno depende de que primero exista la variante que uno
busca en la biosfera, y luego de que se la encuentre.
En el caso de la ingenieria de proteinas, la obtencion
de variantes esta limitada, en primera instancia, por el
conocimiento a priori sobre estas enzimas, y luego, por
la ignorancia que todavia tenemos sobre las relacio-
nes entre la secuencia de aminoacidos y las pro-
piedades fisicoquimicas y cataliticas de las enzimas.
Para paliar estas limitaciones se inventé una nueva
variante de la ingenieria de proteinas, llamada “evo-
lucion dirigida”, la cual no presupone
conocimiento de antemano y sélo esta-
ria limitada por la eficiencia intrinseca
de la manipulacion en el laboratorio.
Se han inventado técnicas que permi-
ten generar colecciones de variantes
con un numero definido de mutacio-
nes al azar en un gen, para tener todos
los cambios posibles, hasta de tres
aminoacidos, en una proteina prome-
dio. Ademas, también contamos con
sistemas sofisticados que permiten la
seleccion o identificacion de las va-
riantes con los mas disimiles perfiles de actividad.
Al utilizar estos protocolos de generacion de variabili-
dad genética y procesos de seleccion —como sucede
en el proceso de evolucion natural-, se han obtenido
nuevas enzimas con cambios en propiedades fisico-
quimicas, imposibles de obtener con las técnicas usua-
les de ingenieria de proteinas.

Rora LiMPIA

Todos sabemos que hay algunas manchas en la ropa
“imposibles” de quitar, como las manchas de grasa
de lapiz labial o para lustrar zapatos, las de aguacate
y de cualquier otro ingrediente culinario. Los trata-
mientos mas eficientes consistian en lavar a altas
temperaturas —por ejemplo, hirviendo la ropa- y tallar
con singular energia; sin embargo, estos tratamiento
son incompatibles con algunos tejidos y la mejor receta
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para arruinarlos. Para facilitar la accion de los deter-
gentes se empezo a agregar a la mezcla enzimas que
ayudaban a quitar la “mugre”. Se anadieron lipasas,
celulasas, proteasas y amilasas, principalmente, pa-
ra degradar grasas, celulosa, proteinas y almidon. La
accion de estas proteinas ayuda a la solubilizacion
de los componentes de la “mugre” en el detergente
y, por ende, a limpiar. Sin embargo, estas enzimas
no resultan tan eficientes, pues también son degra-
dadas y solubilizadas, y no alcanzan a llevar a cabo
toda su accion limpiadora. Esto ha sido resuelto, en
parte, encapsulando las enzimas, de manera que
sélo se liberen al contacto con el agua, y buscando
variantes que funcionen mas eficientemente en las
condiciones de lavado.

La compania danesa Novo Nordisk
es uno de los principales productores
de enzimas para la industria y, como tal,
fue pionera en el desarrollo de nuevas
soluciones a distintos problemas. Uno
de sus productos mas exitosos es una li-
pasa extracelular aislada del hongo
Thermomyces lanuginosa, la cual, bajo
el nombre comercial de Lipolase, es adi-
cionada a gran cantidad de detergentes
para ropay trastes. Aunque esta enzima
es muy eficiente para los fines espe-
rados, se ha visto que su actividad dista
mucho de ser optima en presencia de detergentes
caseros. Para que funcione, se debe abrir y cerrar una
tapa que cubre el sitio activo de la enzima. Los deter-
gentes y solventes en que se ha ensayado esta enzima
modulan la actividad interfiriendo con la abertura, y se
ha mostrado que mutaciones en la enzima, en la zona
de la tapa, varian este efecto. Pese a ser muy barata,
y a tener un mercado enorme, la Lipolase de Novo Nor-
disk estaba desperdiciada, pues habia que agregar
mas enzima, ya que trabajaba en condiciones menos
6ptimas en la lavadora.

Los cientificos de esta compaiiia se dieron a la ta-
rea de mejorar su eficiencia. Los primeros enfoques,
basados en la ingenieria de proteinas, consistieron en
disenar mutaciones en sitios especificos de esta enzi-
ma, pues pensaron que se obtendrian asi variantes méas
activas en presencia del detergente. Después de va-



rios anos de ensayo y error (mas lo ultimo que lo prime-
ro), reconocieron su ignorancia y se aprestaron a utili-
zar un enfoque de fuerza bruta. Sabian qué querian
obtener: una Lipolase mas activa en el detergente ca-
sero. Sabian que los cambios debian ser en nueve po-
siciones alrededor del sitio activo, pero no sabian cuales
ni cuantas (y no les importaba mucho). El sistema de
seleccién consistié en buscar variantes que se pega-
ran a un inhibidor en presencia de detergente casero
s6lo cuando eran activas. Como no conocian las muta-
ciones necesarias, disefaron una coleccion con todas
las combinaciones posibles de mutaciones en los nue-
ve sitios identificados. Inicialmente encontraron que
la mayoria de los cambios eran deletéreos para la enzi-
ma, ya que perdia toda actividad, aunque existian va-
riantes hasta con siete cambios simultaneos, las cuales
seguian siendo activas, pero menos que la cepa ini-
cial. Posteriormente se percataron de que tenian de-
masiadas mutaciones a la vez, y el he-
cho de tener siempre alguna que era
nociva hacia que la actividad no fue-
ra 6ptima. Al rehacer sus bancos y fa-
vorecer la presencia de variantes con
pocas mutaciones, encontraron que un
solo cambio (el cual no habian predi-
cho ni observado) era suficiente para
obtener una mejor actividad en presencia de detergen-
te. Esta mutante se llama ahora Lipolase Ultra, y pron-
to se encontrara en un detergente cerca de usted. Las
ventajas que confiere desde el punto de vista econémi-
co consisten en obtener el mismo poder limpiador con
una menor cantidad de enzima que no cambia casi de
precio. Por otro lado, se sabe que algunas de las enzi-
mas que se agregan a estos detergentes pueden ser
alergénicas, por lo cual, al disminuir su cantidad, dis-
minuye el riesgo de tener efectos no deseados.

CERDITOS CONTENTOS |

El fésforo es uno de los nutrientes esenciales para to-
dos los organismos, ya que es usado para los proce-
sos basicos de la vida. Como tal, en la forma de fosfato,
debe ser parte de la dieta de cualquier organismo para
que siga viviendo. Las plantas incorporan el fosfato in-
organico del suelo en distintas moléculas, como el &ci-
do fitico. Idealmente, cuando un animal se come a una

planta, deberia incorporar el fosfato proveniente de la
misma. Sin embargo, se ha visto que la mayoria de los
animales no aprovechan esta fuente, ya que carecen
de las enzimas necesarias para degradar el fitato. Asf,
el acido fitico sale como entra, y s6lo es degradado por
enzimas de hongos y otros microorganismos en el es-
tiércol. Cuando esto se multiplica por el nimero de
animales que se encuentran en un granja de ganaderia
intensiva, la cantidad de fosfato liberado al medio am-
biente es muy grande y contamina los rios y lagos ale-
danos. El fosfato es, en general, el nutriente limitante
para el crecimiento de las algas y plantas acudaticas, por
lo que su adicion intempestiva en estos cuerpos de agua
provoca un sobrecrecimiento. Al morir, estas plantas son
degradadas por bacterias que consumen la mayoria del
oxigeno disuelto, al grado de que los peces comienzan a
morir masivamente. Por lo tanto, tenemos un problema
bastante complejo: aunque la comida de animales de
granja contiene naturalmente grandes
cantidades de fosfatos, no se utiliza
eficientemente, por lo que debemos
agregar mas para que estén sanos y
crezcan bien. A su vez, el fosfato sin
utilizar provoca un problema de conta-
minacioén acuatica muy serio.

Una de las primeras acciones para
resolver esta paradoja fue la de agregar fitasa, la enzi-
ma que degradaba el acido fitico, a las mezclas de ali-
mento para liberar los fosfatos. Esto funcionaba bien,
salvo por un detalle: la comida que se utiliza en las
granjas estd procesada para formar croquetas, a tra-
vés de un proceso de calentamiento de la mezcla de
alimentos a mas de 80°C, y esto desactiva cualquier
fitasa natural conocida hasta ahora. Para liberar el
fosfato era necesario agregar grandes cantidades de
enzima que actuaran antes de que la mezcla se fer-
mentara. Esto era econémicamente inviable y técni-
camente dificil de controlar; por lo tanto, era imperativo
buscar una fitasa termorresistente que sobreviviera al
proceso de preparacion de la comida. Una manera de
obtener enzimas termoestables era buscarlas en orga-
nismos que viven a altas temperaturas. Al realizar es-
tas busquedas resulté que las fitasas sélo se encuentran
en organismos que crecen a temperaturas de entre 20
y 40°C. La Unica alternativa era tomar alguna fitasa y
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obtener variantes activas a temperaturas cada vez
mayores. Varios grupos de investigacion, tanto en el
sector académico como en algunas de las companias
mas grandes, se abocaron a la tarea; sin embargo, los
resultados obtenidos eran magros y no se alcanzaban
niveles altos de termorresistencia. Uno de estos grupos,
perteneciente a la compania Roche Vitamins, usé un
enfoque totalmente novedoso. Al comparar las se-
cuencias de aminoacidos de fitasas provenientes de
varios hongos, se observé que no se podia atribuir
ninguna propiedad catalitica ni fisicoquimica particular
a las diferencias observadas y que eran bastante
parecidas. Se decidi6 sintetizar una proteina con la se-
cuencia consenso de todas estas enzimas. Esta qui-
mera tenia todo lo comun a estas fitasas y carecia de
los cambios que las individualizaban. La sorpresa fue
mayuscula cuando se advirti6 que esta quimera era
mucho méas termoestable y tan activa como cualquie-
ra de las otras. Ademas, ninguna de sus propiedades
cataliticas estaba alterada. Se obtuvieron mas secuen-
cias de fitasas y se generd un nuevo consenso, que se
volvid a sintetizar. Esta nueva quimera resistia tempe-
raturas cerca de los 100°C, aunque era un poco menos
activa. Se generaron mutantes al azar y se encontré
una variante que, aunque perdia un poco la capacidad
de termorresistencia, adquiria, en cambio, el nivel de
actividad enzimatica original. Las pruebas realizadas
hasta ahora muestran que cuando se agrega esta
enzima a la comida, los animales que la ingieren asi-
milan hasta 60 por ciento mas de fosfato y, por ende,
producen mucho menos contaminacion.
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Recientemente otra alternativa para solucionar este
problema fue propuesta. Ya que los animales de granja
carecian naturalmente de fitasa, habia que modificarlos
genéticamente, de manera que la produjeran endoge-
namente. Un grupo de veterinarios daneses y canadien-
ses decidi6é hacer cerdos transgénicos que produjeran
fitasa en la saliva. Sin hacer el cuento largo, utilizé
técnicas modernas de ingenieria genética y de genera-
cion de transgénicos, y obtuvo 14 lechones que pro-
ducian fitasa en la saliva en cantidades variables. El
analisis de estas lineas mostré que los que producian
la mayor cantidad de fitasa eran capaces de aprovechar
practicamente todo el acido fitico encontrado en su
forraje, sin necesitar suplemento adicional, y que ade-
mas excretaban niveles muy bajos de fosfato. Estos
cerdos representan un enfoque totalmente original
al problema del control de la nutricién de fosfatos y la
contaminacion asociada.

Las técnicas actuales de evolucion dirigida e inge-
nieria de proteinas han permitido la obtencién de solu-
ciones viables a problemas de lo mas diverso. En este
momento, una de las limitaciones principales en es-
ta area de investigacion es el nimero de variantes que
uno puede generar; uno puede obtener hasta 108 (cien
millones) de variantes en un experimento utilizando
las técnicas estandar de laboratorio. Sin embargo, re-
cientemente se han reportado técnicas que permiten
obtener hasta 10%* (cien billones) de variantes, lo cual
nos permitira acceder a un nivel mucho mayor de com-
plejidad en nuestra investigacion. &
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