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. Qué hace a una célula viva?
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1. BIORREACTORES

La cé¢lula viva es un sistema altamente complejo que puede desempefiar
funcionalidad diversa y aparecer bajo una gran variedad de estructuras. La célu-
la viva es un sistema abierto que necesita energia en forma de nutrientes para
mantenerse viva y desempenar su funcion. Esta actividad desarrollada por el
metabolismo celular ha sido aprovechada por el hombre desde tiempos inmemo-
riales para obtener productos a partir de la transformacion de unas materias pri-
mas o nutrientes. En este sentido la célula se comporta como una factoria que
transforma unas sustancias en otras de intercs.

1. Agradecimientos: A José Luis Garcia Gémez, por haberme prestado muchas de
las figuras.
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nica de desecho.

El concepto de “factoria celular” se emplea oficialmente por primera vez
en el V Programa Marco de la Comisién Europea dentro del area de Calidad de
Vida y Gestion de Recursos Vivos. En este programa se incluyen subprogramas
como: ingenieria de la factoria celular, desarrollo de nuevos procesos y produc-
tos, y explotacion de nuevas materias primas. Todos estos atractivos programas
financiaron gran cantidad de proyectos de investigacidén basica vy, sobre todo,
aplicada, que posibilitaron un mayor entendimiento de las funciones celulares, la
produccion a gran escala de farmacos y nutrientes, o el reciclado de materia orga-

Biotecnologia

Figura 1. Biotecnologia

La Biotecnologia se ocupa precisamente de estudiar y desarrollar
estos procesos, es por lo tanto el drea donde se enmarca el programa de
Factoria Celular. Como se ha apuntado anteriormente la Biotecnologia es
casl tan antigua como el hombre (figura 1). Desde hace mucho tiempo se
viene fermentando materias primas como uva y levadura para fabricar vino
y cerveza, a partir de la transformacion bacteriana de glucosa en alcohol
etilico. Productos lacteos como el queso o la cuajada también se obtienen
por accidon de agentes bioldgicos, asi como la fermentacion del pan. Esto no
es nuevo. Lo que pretende la Biotecnologia actual es optimizar y regular
estos procesos y desarrollar otros mucho que sean de utilidad para el ser
humano, desde la alimentacion a la medicina, pasando por su empleo indus-
trial y ecolégico.



Proceso de transformacion en Biotecnologia
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Figura 2. Transformacion por biotecnologia.

En términos generales podemos decir que la Biotecnologia se ocupa de los
procesos de transformacion de materias primas, sustratos o nutrientes en productos
y/o servicios, empleando para ello agentes bioldgicos, que pueden ser microorganis-
mos o partes de ellos, como enzimas (Figura 2). La produccion biotecnologica
puede ser: a gran escala, como vino, cerveza, lacteos, etanol como combustible, etc.;
a media escala, como antibidticos, polisacaridos y productos organicos; y a peque-
fa escala, como la produccidn de esteroides, insulina, enzimas y otros farmacos.

Los procesos biotecnoldgicos se pueden clasificar en dos categorias:

1) Biotransformacioén: biocatalisis in vitro; enzimas inmovilizadas
2) Metabolismo celular: biocatalisis in vivo; fermentadores

2. LA CELULA VIVA

La primera reflexién que hay que hacer antes de continuar analizando la estruc-
tura y las propiedades que hacen a las células desarrollar su funcion es el hecho indis-
cutible de que todas las especies vivas de la Tierra proceden de un ancestro comun,
todas estan emparentadas. En la figura 3 se muestra un esquema del “arbol de la vida”
donde se ve el origen comun de los tres grandes superreinos. Todas las especies, desde
bacterias a seres humanos compartimos unos componentes moleculares comunes,
estamos formados con los mismos tipos de moléculas, que en el mejor de los casos
solo se diferencian en la secuencia de los aminoacidos en las proteinas. Desde el punto
de vista del estudio de las teorias sobre qué es la vida, este hecho es un contratiempo,
porque solo tenemos un Gnico ejemplo, solo conocemos una forma de vida. Pero desde
el punto de vista biotecnologico esto es una ventaja ya que los productos de unos sir-
ven para los otros. De este hecho se aprovecha en parte la biotecnologia.
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xdad: un binomio positivo
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Figura 3: El arbol de la Vida

El desarrollo de Ja Biologia Molecular en los ultimos afios ha permitido
comprender la estructura y en buena medida el funcionamiento de las células
Siempre teniendo en cuenta que a pesar de su origen comun, la funcionalidad y
complejidad estructural de unas células puede llegar a ser totalmente diferente a
otras. Sirva como comparacion una neurona y una bacteria. Siendo las dos célu-
las vivas no hace falte abundar en las grandes diferencias que las separan, a pesar
que ambas tienen ribosomas para sintetizar proteinas y canales i6nicos para esta-
blecer su potencial de membrana y sistemas reparadores de DNA, etc.... que fun-
cionan con los mismos principios moleculares.

Células y virus

Figura 4: La célula viva



En el arbol de la vida no se ha incluido, intencionadamente, los fagos y virus.
Para unos pertenecen al mundo de los seres vivos y para otros no. Todo depende
donde se ponga la frontera y que propiedades se consideren esenciales para ser vivo
(figura 4). Si se incluye el metabolismo y la estructura celular funcional, dindmica,
como condicidn, entonces los virus no son vivos, son mas bien sistemas de estruc-
turas moleculares complejas en equilibrio, casi como un cristal. St consideramos sus
propiedades de autorreproduccidn y evolucidn, entonces si pertenecerian al grupo
de los vives. En cualquier caso todos coinciden en que estan en la frontera.

La revolucion de los “omas”

La primera evolucidn de la genética y la bioquimica podria atribuirse a las
contribuciones de cientificos como Mendel, Pasteur, Fleming, Buchner y
muchos otros. Pero desde luego, todo el mundo coincide que el punto de partida
de la segunda evolucion se situa con el descubrimiento de Ja estructura de doble
hélice del ADN por Watson y Crick.

Sin embargo, en los ltimos afios hemos asistido a lo que se ha dado en lla-
mar la revolucién de los “omas” que ha transformado el panorama de la biologia
molecular, la genética y otras disciplinas afines.

Genoma: consistente en la determinacion de la secuencia de los genes (su
ADN) de las células de diferentes organismos, desde bacterias y virus a el mismo
ser humano. Desde el establecimiento de las técnicas masivas de secuenciacion
(figuras 5 v 6) se esta incrementando a ritmo exponencial la cantidad de geno-
mas de organismos secuenciados. Esto conlleva un conocimiento sin preceden-
tes, pero también una cantidad de informacién que empieza a desbordar nuestra
capacidad de analisis.

Figura 5. Secuenciacién automatica de ADN

Federico Moran Abad
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PCR

Figura 6. Amplificaciéon de ADN por PCR

Proteoma: establecimiento de las proteinas que estan presentes y por tanto
estan siendo expresadas en un determinado momento, en una célula. Esta infor-
macidn es funcional y da idea de la actividad que esta llevando la célula en cues-
tion. La mas recientes técnicas de espectrometria de masas (MS como
MALDI/TOF) son Jas empleadas para obtener esta informacion.

Metaboloma: conocimiento del funcionamiento metabdlico de una célula,
es decir, de su red metabdlica activa en una circunstancia dada. También se cono-
ce como “fluxoma”. El establecimiento de los flujos y vias metabolicas es una
informacion esencial en el tema que estamos tratando ya que incide directamen-
te en la posible utilidad metabdlica de una célula.

Citoma: se refiere al establecimiento de los tipos celulares y relaciones
entre células. Hace referencia a organismos pluricelulares y también a cultivos o
fermentaciones. Las técnicas de citometria de flujo son las que se emplean en
este apartado.

Se podrian incluir otros “omas” referentes a organismos, poblaciones
0 ecosistemas, pero quizas ya estariamos abandonando el dominio de la
factoria celular.

Desarrollo Biotecnolégico

La implementacion a gran escala de las técnicas antes mencionadas a con-
ducido al desarrollo biotecnoldgico que observamos hoy en dia. Hoy la tecnolo-
gia puede llegar a un grado de conocimiento de los mecanismos moleculares que
estan detras de los procesos biotecnolégicos que era impensable solo hace un par
de décadas. Estas son algunas de las areas donde se concreta este desarrollo:
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* Ingenieria Genética

La Ingenieria Genética consiste en la transformacion del genoma de un
organismo para que desarrolle una funcién de interés biotecnologico (figura 7).
Esta transformacion en el pasado se ha hecho por seleccion de colonias optimi-
zadas, método que podriamos Ilamar de seleccion artificial (muy empleado en la
mejora de cepas de levadura, por ejemplo).

Actualmente la forma mas directa de hacer esta transformacion es median-
te técnicas de clonacion. En la figura 8§ se representa de modo esquemadtico el
proceso de insercién de un gen (el de la quimotripsina de ternera) en células de
levadura. La figura 9 representa el proceso de clonacion de una secuencia de
DNA de interés en un plasmido (como se muestra en la figura 10, un plasmido
es un trozo circular de DNA independiente del cromosoma principal de la bacte-
ria) para su posterior insercién en una célula para su expresion.
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Figura 9. Clonacién en un plasmido

Figura 10. Plasmido bacteriano

Los procesos de “cortado y pegado™ de genes de un genoma a un plasmi-
do se realizan gracias a las técnicas de recombinacion de ADN mediante el
empleo de endonucleasas de restriccion. Estas encimas tienen la propiedad de
cortar la doble hélice de ADN de un genoma en secuencias complementarias, de
este modo la terminacion de un fragmento es complentaria con el inicio de otro
fragmento y se pueden asociar por complementariedad de bases. Entonces se
afiade una ligasa que une las dos hebras de la cadena sellando la unién. En la
figura 11 se muestra ¢l modo de acciéon de la endonucleasa EcoRI. La nueva
molécula obtenida se denomina ADN recombinante. De este modo se puede cor-
tar con EcoRI1 una region de ADN de interés. Se corta un plasmido con ¢l mismo
enzima y se introduce la region en el plasmido aprovechando la complementarie-
dad de bases, como se muestra en la figura 12. En la figura 13 se muestra el fun-
cionamiento de otra endonucleasa de restriccion, BamHI.
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Figura 13. Endonucleasa de restriccion BamHI
* Ingenieria Metabdlica

Sacar provecho del metabolismo de microorganismos para su empleo indus-
trial no es una tarea facil. Si se pretende modificar o incidir sobre las rutas metabdli-
cas para favorecer determinados procesos de sintesis, por ejemplo, hay que contar
con [a propia regulacion del metabolismo celular y su intrincada estructura. En la
figura 14 se muestra un esquema del metabolismo celular (basicamente de E. Coli)
donde se puede apreciar a simple vista su complejidad. Sobre esta carta de reaccio-
nes, transformaciones y flujos habria que superponer todo un sofisticado sistema de
comunicacion y regulacion que hacen que la modificacion del flujo de produccién de
un “simple” metabolito no sea una tarea facil. Por ejemplo, muchas veces se piensa
que con duplicar o triplicar un determinado grupo de genes involucrados en la sinte-
sis de un metabolito, se obtiene una mayor produccién del mismo. Pues bien, son
numerosos los ejemplos en los que no sélo no se obtiene un incremento si no que la
autorregulacion del metabolismo celular condice a una menor produccion, a pesar de
tener mayor numero de enzimas trabajando en la ruta.

10 - ; r £ E e

Figura 14. Carta de las rutas metabdlicas



Por ello, la Ingenieria Metabdlica se ocupa de varios de los aspectos que
conducen a la transformacién de un microorganismo en un proceso biotecnol6-
gico rentable. Cémo modificar una célula viva para obtener flujos y concentra-
ciones de los metabolitos deseados.

Disefio metabolico: organizacion, mecanismos de reaccion y mecanismos
de control, La organizacion de una compleja red metabélica se puede germinar
mediante el empleo de herramientas computacionales a partir de los datos de
actividades y flujos. Existen diferentes bases de datos que ofrecen informacion
detallada de rutas metabolicas, mas o menos completas. Un ejemplo es el KEGG
de Kyoto (ver figura 15). Otra aproximacién es a través del analisis estequiome-
trico, que permite de forma computacional un analisis de los modos elementales
de una ruta. El siguiente paso consiste en determinar cémo afectan los cambios
en concentracion y actividad de determinadas enzimas al flujo de la ruta. Esta
tarea se realiza mediante ¢l estudio del control que ejercen los diferentes enzimas
en la ruta: la distribucién del control del flujo metabolico. También hay que
determinar las diferentes posibilidades de conversidon de un metabolito en otro y
los efectos sobre una u otra ruta.

http://www kegg.com
httpr/www . ecocye.org/

http:/) xpasy.chicgi-bin/

search-biochem-index i -1Fg

Figura 15. Ejemplo de la base de datos KEGG

ca y medicina

eomi

lula como factoria. Genémica, prot

IS

ce

La
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Asignacion funcional de genomas y modificacion genética. Aspectos tra-
tados en el apartado anterior.

Produccion Industrial. En la mayoria de los casos una vez determina-
dos y comprobados los cambios metabélicos en el faboratorio hay que trasla-
darlo a la produccién industrial, a mayor o menor escala. Muchas veces el
proceso fracasa aqui por problemas de escala en los cultivos, por falta de oxi-
genacion, por rotura de las células por la agitacion a mayor escala, etc. La
solucion de todos estos problemas asi como el disefio de los sistemas y su
rentabilidad industrial es objeto de lo que podrimos llamar Ingenieria
Quimica/Metabolica.

* Gendomica Sintética

En un proceso de fermentacién una gran parte los nutrientes suministra-
dos se emplean por el microorganismo para su crecimiento y para el manteni-
miento de sus funciones celulares. Cuando este microorganismo se emplea para
la obtencidn por fermentacion de un determinado producto metabdlico, lo que
se pretende es que la mayor parte de los nutrientes se emplee en esta transfor-
macion metabolica y no en otros procesos de “mantenimiento” celular. Esto
hace que en muchos casos el rendimiento y, por tanto, la rentabilidad industrial
sean bajos. Esto ha llevado a una serie de grupos de investigacion a hacerse la
pregunta ;cudl es el minimo numero de genes que necesita un microorganismo
para sobrevivir en un medio determinado? A esta pregunta s¢ puede contestar
mediante dos aproximaciones:

Deleccidn sistematica de genes. Esta es la primera aproximacion ofrecida
por el grupo de Venter en 1999, eliminando selectivamente genes de Micoplasma
(un microorganismo de genoma muy reducido de unos 400 genes). El resultado
es que se puede reproducir y crecer con solo aproximadamente 250 genes.

Sintesis ab initio de un genoma bacteriano. Esta aproximacion fue apunta-
da conjuntamente por Venter y otros cientificos en 2003 y de momento solo se
han sintetizado genomas de virus, aunque es cuestion de tiempo la obtencion de
un genoma completo de bacteria mediante la unidn sistematica de los genes que
lo componen.

El campo de la gendmica sintética surge inicialmente con objetivos biotec-
nolégicos, pero la disposicion de esta tecnologia a ablerto el campo a otros obje-
tivos que podrian englobarse bajo el titulo de Biologia Sintética, que implica
también programas de investigacidn como vida sintética, célula sintética, geno-
mica sintética y “Bio-Bricks” (figura 16), entre otros. Como boton de muestra,
en la figura 17 se recoge la pagina web de la primera reunién internacional de
Biologia Sintética, celebrada este mismo ano en Junio en el MIT.
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Figura 16. Pigina web de Bio-Bricks
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Figura 17. Pagina web de la Primera Reunion sobre Biologia Sintética
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;Qué hace a una célula viva?

Todo este desarrollo ha despertado una serie de reacciones, unas entusiastas y
otras criticas. Detras de todo esto esta la pregunta ;se puede crear vida en el labora-
torio? Para muchos es como “jugar a ser Dios en el laboratorio”, pero para otros es
simplemente demostrar que la vida es el resultado de una serie de procesos fisico-qui-
micos organizados de un modo complejo, pero al fin de cuentas quimica y fisica.

Dejando a un lado el reto tecnolégico de poder sintetizar de novo un geno-
ma bacteriano completo (o de otro organismo), que en principio es sélo cuestion
de técnica y tiempo, y dejando a un lado la utilidad biotecnoldgica de crear orga-
nismos minimalistas que “gasten” poco y “produzcan” mucho, en este ultimo
apartado vamos a hacer una serie de consideraciones sobre el objeto de la pre-
gunta que hace a una célula viva.

Una célula viva (bacteria, arquea o eucarionte) es algo mas que su geno-
ma. Es evidente que gran parte de “lo que es” una célula viene codificado en sus
genes. Es lo que podriamos denominar informacidn explicita, que se encuentra
codificada en una cadena de DNA, mas o menos larga, mas o menos compleja.
Pero una cadena de DNA no “es” una célula. La célula tiene algo mas. Desde
luego muchos componentes que funcionan si estan en su sitio: membranas, orga-
nulos, RNA’, ribosomas, enzimas, metabolitos, sales minerales, agua, etc.

Propongo el siguiente experimento. Tenemos una célula viva, sencilla, diga-
mos una ameba, y con una varilla muy fina rompemos su membrana.
Inmediatamente la célula deja de funcionar, deja de estar viva. Sin embargo siguen
estando ahi todos sus componentes, pero ahora estan desorganizados, se ha perdi-
do la informacion espacial, tridimensional, que hacia funcionar a la célula. Su
genoma sigue intacto, sus componentes siguen ahi, pero no funcionan porque no
estan en “su sitio”. Este estar en su sitio es lo que denominamos informacién
implicita, que es necesaria para que una célula este viva. Y lo mas importante de
todo, esta informacion no esta contenida en el genoma, le es dada a la célula en el
proceso de su nacimiento, por cualquiera de los mecanismos conocidos. La infor-
macion genética se hereda, pero la informacion epigenética (la disposicidn relati-
va de los componentes) también se hereda. Dicho de otra manera, hoy en dia, en
el tiempo presente, no s¢ genera ni un solo organismo vivo s1 No €s por nacimien-
to a partir de otro, que es su madre o su padre o combinacion de ambos. Y esto es
asi para los padres, y los padres de estos y asi hacia atras en el tiempo hasta lle-
gar al origen de las primeras células, al origen de la vida. Por tanto la evolucion
es esencial en la definicidn de vida, es un vector que no se puede obviar.

Esto nos conduce a un par de consecuencias. Primero que el proceso no es
reversible, una vez que hemos desorganizado la célula, una vez que esta muerta,



no se puede revertir, ni espontaneamente ni con ayuda. Los componentes celula-
res no se autoorganizan por st mismos para ensamblar una célula funcional. La
segunda consecuencia implica el objetivo de la gendmica sintética. Se puede sin-
tetizar el genoma completo de una bacteria, digamos ab initio, partiendo de
nucleotidos y juntandolos con paciencia uno detrds de otro en el orden adecua-
do. Pero una vez que tenemos un genoma, pasar de ahi a tener una bacteria, es
otra cosa. Aunque expresemos el genoma como lo haria una bacteria (cosa difi-
cil de reproducir fuera de la célula), obtendriamos los correspondientes RNAs y
de ahi las correspondientes proteinas, pero ;,como se ensamblan estos con lipi-
dos, metabolitos y sales, para dar una célula funcional? No lo hacen. Cuando
grupos como el de Venter sintetizan un genoma artificial, lo tienen que introdu-
cir dentro de una célula a la que se ha quitado su genoma, para que se exprese y
eso si, s1 es viable, codifique sus propias funciones. Pero eso no es del todo crear
vida. Aunque reconozco que se ha llegado a mitad del camino.

La célula como factoria. Gendmica, proteémica v medicina
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