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Modelos microbianos en biotecnologia

Mecanismos bioldégicos de hongos, levaduras y bacterias
arrojan nuevas pistas para la medicina y la biotecnologia

La transduccion de sefiales es un mecanismo comun en biologia. Los
expertos lo definen como el proceso que emplean las células como
respuesta a estimulos del ambiente. El estudio de estas vias,
implicadas en los fendmenos celulares mas caracteristicos, desde la
proliferacidon hasta la formacién de estructuras fundamentales, puede
llevar a la elaboracion de propuestas de interés en biotecnologia. El
grupo liderado por César Nombela en la Universidad Complutense de
Madrid investiga estas vias en microorganismos para la
determinacion de patogenicidad y su posible uso biotecnoldégico.
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Cuando una célula recibe un estimulo del ambiente, su dotacion genética
activa una maquinaria que puede desencadenar un sinfin de respuestas
bioldgicas. Entre ellas, algunas esenciales como la formacién de
estructuras basicas de la propia célula, pero también otras igualmente
importantes como la expresion de proteinas que participan de reacciones
bioquimicas fundamentales de las que depende el correcto
funcionamiento de todo ser vivo.

Cuando en este proceso de transmisidon que lleva del estimulo a la
respuesta media la fosforilacion de proteinas, el mecanismo recibe el
nombre de transduccidon de sefiales, un fendmeno comun en biologia que
«estd en la esencia de todo cuanto refiere a dotacién genética y
respuesta al ambiente», explica César Nombela, titular del

Departamento de Microbiologia en la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de Madrid.

De alguna forma, este tipo de mecanismos son los que conducen a la
expresion de numerosos genes, tras ser activados por factores
ambientales, en las mas diversas respuestas celulares. «Cuando una
célula recibe un estimulo se da un primer proceso de amplificacion de
sefial», explica. Posteriormente, esta sefial puede diseminarse y focalizar
la produccién de una respuesta que concierne a alguno de los
fendmenos mas caracteristicos de la célula, desde su proliferacion hasta
la propia divisién celular, pasando por la generacidon de estructuras
fundamentales.

Estudio de la pared celular

El grupo de Nombela se interesa por el conocimiento de estos
mecanismos en organismos eucariotas inferiores, es decir, en levaduras y
hongos microscoépicos, aunque también maneja sistemas bacterianos
como modelo. Su interés en este campo procede del estudio de la pared
celular, propia de todos los organismos microbianos, que representa la
estructura mas externa de la célula y su capa de proteccion frente a
agresiones externas o al ambiente. Se trata de una estructura «muy
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clédsica» como objeto de estudio por parte de los microbidlogos. «Muchos
antibioticos», razona el investigador, «actlan destruyendo la pared
celular [de hecho, interfieren en la formacién de la pared]».

Hace afios, el grupo inicié aproximaciones genéticas a la pared celular de
levaduras y hongos filamentosos basadas en el analisis de mutantes con
el objetivo de identificar los genes necesarios para la pared celular y
posteriormente clonarlos. Manejando mutantes alterados en la formacién
de la pared celular, de interés para el desarrollo de antibidticos y
agentes quimioterapicos, clonaron un primer gen. De él se esperaba que
codificara para proteinas que participan en la formaciéon de algun

. B Para investigar en gendmica, el grupo
elemento de la pared. Para su sorpresa, sin embargo, resultd ser un gen cuenta con instrumental muy

que codificaba para una quinasa de proteina, es decir, una proteina que sofisticado.
fosforila otras proteinas. «Era una de las primeras veces que se

conseguia relacionar un fendmeno propio de una estructura exterior al

citoplasma celular con procesos basicos de la biologia de las células»,

explica Nombela.

Esta proteina, de nombre SLT 2, resulté ser del grupo de las MAP
(quinasas activadas por mitégenos), homodlogas a las que existen en
animales superiores y humanos, que forman parte esencial de la
transduccién de sefales. Este grupo de proteinas son las que reciben el
estimulo de fosforilacion para fosforilar factores de transcripcién que
actlan sobre la expresidn genética. puede conducir al

El estudio de la pared
celular de levaduras

desarrollo de nuevos

El hallazgo fue «muy revelador» porque ponia en relacién por primera , L.
farmacos y a distintas

vez fendmenos de la propia pared con la biologia de la célula. Al mismo
tiempo, abria las puertas a una linea de investigacion entera con mil aplicaciones
caminos por andar. Entre otros, las propias rutas de transduccién. «Hay biotecno|(’)gicas
por lo menos 6 rutas similares en estos organismos eucarioticos

sencillos, cada una con su quinasa MAP», aclara el investigador. La suya

es conocida como la «ruta de integridad celular».

La ruta, segin han podido establecer con posterioridad, «es de una
activacion casi permanente» cuando las levaduras crecen por encima de
los 25 grados. En estas condiciones, se manifiesta de forma clara en el
desarrollo de la pared celular e, indirectamente, en el propio desarrollo
de la célula (crecimiento y division).

Estudio del potencial patégeno

La aproximacién al estudio de las caracteristicas de la pared celular llevo
al grupo de Nombela a participar de un proyecto europeo para el anélisis
funcional del genoma de la levadura. «Si una levadura tipo tiene de
6.000 a 6.500 genes, los relacionados con esa estructura compleja son
cerca del 20%». Para ese grupo de genes «se buscan aplicaciones».

¢De qué tipo? Una de las fundamentales y en la que se ha empleado un

buen nuimero de equipos de investigacion en el mundo es el desarrollo

de estudios de patogenicidad. Nombela y su grupo han orientado estos

estudios a la levadura Candida albicans, un microorganismo que

desarrolla estructuras filamentosas que la hacen crecer como un hongo y

que es responsable de la gran mayoria de las infecciones micéticas Ver ficha técnica



sistémicas en el mundo. La levadura se ceba especialmente en personas
con el sistema inmunitario afectado, como es el caso de enfermos de SIDA
o inmunodeprimidos a causa de un trasplante de 6rganos. Normalmente,
afecta las mucosas con infecciones superficiales. En situaciones de falta de
reservas grave puede llegar a provocar la muerte.

El principal objetivo de este tipo de estudios, que abarcan hongos y
levaduras, no es sélo entender las claves de su poder patégeno. Se trata
también de desarrollar métodos de diagndstico e incluso terapias mucho
mas efectivas y eficaces que las actualmente disponibles. Por ejemplo,
como destaca Nombela, en terapia hasta hace poco no habia ningun
farmaco capaz de interferir con la pared celular de Candida albicans.

Hace un par de anos se introdujo una primera molécula «pero continla
siendo un objetivo por resolver». Probablemente, afiade, por la gran
redundancia que presenta el genoma de estos organismos o, lo que es lo
mismo, algo asi como una duplicidad de funciones en muchos genes que
lleva a que la inactivacion de uno de ellos suele compensarse con la
activacion de otro idéntico o similar que acaba ejecutando la misma
funcioén.

El estudio de patogenicidad con Candida albicans se complementa en el
area bacteriana con el de Salmonella, un microorganismo patdgeno de gran
interés en materia de seguridad alimentaria. Esta bacteria introduce
algunos componentes propios en el interior de la célula animal que
interfieren en la transduccién de sefiales. El grupo ha encontrado algunos
de estos componentes que también interfieren en el desarrollo de la
levadura. Con ellos se esta intentando desarrollar un sistema para evaluar
este mecanismo.

Aplicaciones en biotecnologia

El conocimiento adquirido en este campo estd resultando de utilidad para
su aplicacidon en otras areas, en especial, de tipo biotecnoldgico. Por
ejemplo, con levaduras de interés industrial, como Picchia, pero también de
interés farmacoldgico para el desarrollo de agentes antifungicos. En este
area, no obstante, el interés de la industria parece haberse especializado
mucho maés los Ultimos afos aunque la identificacion y validacion de
nuevas «dianas farmacoldgicas» para el desarrollo de estos
antimicrobianos sigue siendo una cuestion pendiente.

En aplicaciones biotecnoldgicas es donde el grupo de Nombela ha logrado
por el momento desarrollos mas concretos. A partir de sus investigaciones
en la ruta de integridad celular, el grupo ha conseguido poner a punto un
sistema para la liberacion de proteinas fuera de la célula de levadura por
un procedimiento sencillo: desarrollando cepas que en ciertas condiciones,
basicamente de tipo térmico, provocan que su pared celular se labilice y
libere el contenido citoplasmatico. Este mecanismo ha propiciado ya una
patente y esta siendo evaluado por distintas empresas.

La liberacion al medio de proteinas al medio, mediante este procedimiento,
evita el tener que disefiar construcciones de genes destinadas a la
secrecion de la proteina (humana, animal o vegetal) que se pretende
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producir, ya que se puede controlar la desorganizacion de la propia
célula. «Es un proceso complejo que persigue la produccidon a gran
escala de proteinas heterdlogas en levadura», sefiala Nombela. El
proceso implica manipular el gen para sintetizar la proteina y liberarla,
algo que sdlo era posible si se rompia mecanicamente la pared celular.
«Si se rompe con detergentes puede alterarse la proteina». Gracias al
procedimiento desarrollado, un choque térmico controlado a 37 grados,
segln han podido determinar en su modelo, conduce a una abundante
liberacién de la proteina del interior celular.

Otra linea actualmente en marcha pretende aplicar este modelo de
levadura a enfermedades humanas. Se trata de buscar homologias: «se
incorpora el gen humano a la levadura, se busca como actla y se
analizan sus alteraciones». Con esta metodologia podrian llegar a
desarrollarse sistemas para evaluar el efecto de un farmaco.
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Lineas de investigacion:

El grupo se centra en mecanismos de transduccidon de sefiales en microorganismos y las multiples aplicaciones que
tiene tanto para la determinacion de patogenicidad como el empleo en biotecnologia de organismos microbianos.
Fundamentalmente centrados en levaduras, mantienen alguna linea bacteriana como salmonela.



