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ctualmente, la demanda de productos enca-

minados a mejorar la calidad de vida de los

seres humanos va de la mano con el incre-

mento de la poblacién y la necesidad de tra-
tar enfermedades que afectan su bienestar.

Hasta hace algunos afios, los medicamentos em-
pleados para combatir estas enfermedades se obtenfan
principalmente de fuentes naturales. Sin embargo, con
el incremento de la poblacién las fuentes naturales se
han visto superadas, por lo que se ha recurrido a la bio-
tecnologia.

Un ejemplo es la molécula de taxol, empleada en
el tratamiento contra el cdncer. Originalmente, este
compuesto era extraido de la corteza del arbol del tejo
(Taxus brevifolia). Se necesitaban aproximadamente
mil toneladas para obtener 130 kilos de taxol, lo que
tenfa el costo ecoldgico de talar aproximadamente 500
mil drboles. Existen métodos menos destructivos para
obtener una molécula relacionada al taxol y realizar
su conversién quimica; sin embargo, sigue siendo muy
costosa. Recientemente, Ajikumar y colaboradores
(2010) sintetizaron un precursor del taxol en la bacte-
ria Escherichia coli, lo cual significa un avance impor-
tante en la obtencién de esta molécula usando culti-
vos bacterianos, lo que disminuiria tanto su costo
econémico como ambiental.

La biotecnologia también ha tenido un fuerte im-
pacto en la produccién de proteinas recombinantes (es
decir, obtenidas por la tecnologfa de ADN recombinan-
te) de interés médico, cuya demanda generé tan sélo
en 2006 ventas por aproximadamente 40 mil millones
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de ddlares en los Estados Unidos, con una tasa de creci-
miento anual del 20 por ciento entre 2001 y 2006. Para
finales de 2010 las ventas estimadas de esta clase de pro-
ductos habrfan alcanzado los 53 mil millones de délares.

Esta demanda dificilmente se podria satisfacer de no
ser por la tecnologfa del ADN recombinante, mediante
la cual se ha logrado la manipulacién genética de di-
versos organismos para producir una mayor cantidad
de proteinas de interés médico que la que se podria ob-
tener de las fuentes originales.

Entre los organismos modificados que actian como
“reactores biolégicos” capaces de sintetizar proteinas
recombinantes hay bacterias, levaduras, insectos, plan-
tas y mamiferos, asi como lineas celulares derivadas de
los tres dltimos. Cada sistema de produccién posee
diferentes caracteristicas en términos de rendimiento
proteico, facilidad de manipulacién y costos de pro-
duccién, por lo que cada uno tiene diferentes ventajas
y desventajas.

Recientemente, las microalgas verdes, y en particu-
lar la especie Chlamydomonas reinhardtii, han surgido
como una alternativa nueva y atractiva para la produc-
cién de protefnas recombinantes, debido principalmen-
te a su cultivo facil y econémico, su gran capacidad
para acumular biomasa y a que son generalmente con-
sideradas como inocuas para el ser humano. En el cua-
dro 1 se hace una comparacién de las caracteristicas
que presentan los organismos empleados cominmen-
te como biorreactores para la produccién de proteinas
recombinantes, incluyendo a las microalgas como una
nueva alternativa para este fin.
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Comparacién de las caracteristicas de los sistemas de produccién de proteinas

recombinantes tradicionales con las de las microalgas propuestas como biorreactores

Costo de Tiempo de  Capacidad de
Organismo produccién produccion escalamiento
Bacterias Bajo Corto Alto
Levaduras Medio Medio Alto
Células de Alto Medio Medio
insectos
Células de Alto Largo Muy bajo
mamiferos
Animales Alto Muy largo Bajo
Células de Bajo Corto Alto
plantas
Plantas Muy Bajo Largo Muy alto
Microalgas Muy Bajo Corto Muy alto

Como se puede observar en el cuadro 1, las micro-
algas presentan varias caracteristicas ventajosas res-
pecto a los sistemas convencionales de produccién de
proteinas recombinantes, que las hacen muy atractivas
como biorreactores: tiempo corto de produccién, bajo
riesgo de patogenicidad (no se conocen patégenos o
toxinas que pudieran causar contaminacién en el pro-
ducto final, como en el caso de bacterias y células de
mamiferos), y se ha demostrado su capacidad para sin-
tetizar protefnas complejas de origen humano.

A nivel industrial, existe infraestructura desarrolla-
da para explotar a estos organismos con el fin de obte-
ner diversos compuestos de interés biotecnoldgico, por
ejemplo pigmentos como el beta-caroteno, con utili-
dad en la industria alimenticia y cosmética, y los 4ci-
dos grasos, empleados en la industria alimentaria y de
los biocombustibles. Algunas microalgas presentan
potencial para ser manipuladas genéticamente; sin
embargo, en la actualidad la Ginica microalga para cuya
manipulacién genética se cuenta con una gama com-
pleta de herramientas moleculares es C. reinhardtii, lo
que incrementa ain mds su valor como biorreactor
para la produccién de protefnas recombinantes de

interés médico.

Caracteristicas
Calidad del ~ Capacidad de Riesgo de Costo de
producto glucosilacion  contaminacién  almacenamiento
Bajo No Endotoxinas Moderado
Medio Si Bajo Moderado
Alto Si Alto Costoso
Muy alto Si Virus-Priones Costoso
Muy alto Si Virus-Priones Costoso
Alto Si Bajo Poco
costoso
Alto Ndcleo: Si Bajo Poco
Cloroplasto: No costoso
Alto Ncleo: S Bajo Poco
Cloroplasto: No costoso

Chlamydomonas reinhardtii

C. reinhardtii es una microalga verde eucarionte

(clorofita) que ha sido empleada por casi sesenta

afios como modelo en estudios fisiolégicos como
la fotosintesis, la biogénesis (formacién) del cloroplas-
to y la funcién de los flagelos.

Se ha hecho referencia a esta microalga como “la
levadura verde” debido a su rdpida multiplicacién y
su facil manipulacién en cultivos de laboratorio. La
cepa silvestre de C. reinhardtii presenta una morfologia
ovoide de aproximadamente 10 micrémetros de largo
por 3 de ancho, y en su extremo anterior posee dos fla-
gelos que le proporcionan movilidad, ademas de estar
involucrados en la reproduccién sexual.

La mayor parte de su espacio intracelular (40 por
ciento) estd ocupado por un tnico cloroplasto con for-
ma de copa, el cual posee aproximadamente 80 copias
de su genoma.

C. reinhardtii es capaz de desarrollarse mixotréfi-
camente; es decir, de forma autétrofa (puede producir
su propio alimento) o heterétrofa (obtiene su alimen-
to de fuentes externas), segin la disponibilidad de
compuestos orgdnicos y la intensidad luminica. Su

transformacién genética (la introduccién de material
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genético externo a la célula) es relativamente facil,
tanto a nivel nuclear como de cloroplasto, y el tiempo
entre la transformacién de la microalga hasta la pro-
duccién de una protefna recombinante puede ser de
s6lo seis semanas, con el potencial de alcanzar un esca-
lamiento de hasta 64 mil litros en cuatro semanas més.

Recientemente se han explorado aplicaciones de C.
reinhardtii enfocadas a resolver diversas necesidades
humanas. Por ejemplo, su uso en la produccién de bio-
combustibles (lipidos para biodiesel), en el drea de la
biorremediacién (sustraccién de metales pesados en
cuerpos de agua), en la produccién de pigmentos (ca-
rotenoides) y, como se mencioné anteriormente, co-
mo biorreactor de protefnas recombinantes de uso
médico. A continuacién se hard una revisién més pro-
funda de esta aplicacién.

Produccion de proteinas
recombinantes de interés médico
Las proteinas recombinantes de uso médico se pue-
den dividir en tres clases: anticuerpos monoclona-
les, antigenos para vacunas y proteinas terapéuti-
cas. Estas tres clases de protefnas han sido producidas
de manera exitosa en el cloroplasto de plantas superio-
res, con rendimientos que van del 6 al 16 por ciento

de proteina soluble total en el caso de proteinas tera-
péuticas, alrededor del 31 por ciento en antigenos para
vacunas y mas del 70 por ciento en el caso de péptidos
antimicrobianos.

Recientemente ha surgido un interés especial en la
produccién de proteinas recombinantes de interés mé-
dico en el cloroplasto de C. reinhardtii, en el que ya se
han producido varias de estas proteinas, como vere-
mos mas adelante. Con respecto a proteinas recombi-
nantes de interés médico a nivel nuclear en esta
microalga, sélo se conoce la produccién de la proteina
eritropoyetina humana, con un rendimiento aproxi-
mado de 100 microgramos por litro de cultivo. Cabe
sefialar que el mecanismo de insercién del transgen
en el nicleo se da al azar, lo que incrementa la posibi-
lidad de silenciamiento génico, a diferencia del cloro-
plasto, donde la insercién se da de manera dirigida en
un sitio preciso mediante un proceso de recombina-
cién homdloga.

A continuacién se presenta una compilacion de las
proteinas de interés médico producidas hasta el mo-
mento en el cloroplasto de C. reinhardtii.

Anticuerpos monoclonales
Los anticuerpos monoclonales tienen aplicacién en
el diagnéstico y tratamiento de enfermedades como el

proteinas recombinantes de interés médico.
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cancer, enfermedad de Chron y artritis reumatoide,
entre otras, o en la investigaciéon biomédica para el
desarrollo de vacunas para prevenir enfermedades o en
la cuantificacién de la expresién génica. Un anticuer-
po monoclonal es una molécula proteica capaz de
reconocer un epitope tnico (un sitio especifico dentro
de otra molécula). Actualmente la forma mas eficien-
te para la produccién de anticuerpos monoclonales es
mediante la creacién de hibridomas, que consisten en la
fusién de una célula normal (capaz de producir anti-
cuerpos) con una célula cancerigena (capaz de multipli-
carse indefinidamente), con lo que se logra producir
anticuerpos monoclonales de manera constante. La des-
ventaja de esta metodologia es que es costosa y necesi-
ta de personal altamente capacitado.

En C. reinhardtii se ha logrado la produccién de an-
ticuerpos monoclonales; como ejemplo de ello tene-
mos el trabajo realizado por Mayfield y colaboradores
(2003), donde se logré exitosamente la produccién del
anticuerpo monoclonal denominado HSV8-Isc, el cual

presenta actividad contra la glucoproteina D del virus

Productos biotecnolégicos (proteinas recombinantes de interés

médico), producidos en la microalga verde Chlamydomonas
reinhardtii.

. La microalga verde Chlamydomonas reinhardtii

del herpes simple. En este trabajo se demostré la ca-
pacidad del cloroplasto de esta microalga para formar
correctamente puentes disulfuro en el interior de la
estructura proteica, que son de gran relevancia para
la produccién de proteinas recombinantes de origen
eucarionte. Tran y colaboradores (2009) lograron en-
samblar el anticuerpo monoclonal 83K7C (derivado
de la IgG1 humana), que tendrfa aplicacién contra el
antrax, y que demostré una actividad similar a los
anticuerpos obtenidos en mamiferos. Estos mismos
autores produjeron tres anticuerpos monoclonales mas
en el cloroplasto de C. reinhardtii, confirmando su ca-
pacidad como biorreactor para producir este tipo de
anticuerpos, semejantes a aquellos producidos en otros
sistemas eucariontes.

Vacunas
Las vacunas originalmente se desarrollaron como sus-
pensiones de microorganismos atenuados o muertos
(bacterias, hongos o virus) que eran administradas pa-
ra prevenir, disminuir o tratar infecciones u otras en-
fermedades. Actualmente las vacunas
pueden consistir en proteinas antigéni-
cas derivadas de estos microorganis-
mos o de construcciones sintéticas
que tienen la informacién para fabricar
estos antigenos. Desde sus inicios, las vacunas han
sido producidas en animales, pero reciente-
mente se ha demostrado que pueden ser
obtenidas en sistemas vegetales median-
te la tecnologfa del ADN recombinante,
por ejemplo en tabaco o arroz. Por su
parte, se ha demostrado también la capacidad de
C. reinhardtii para producir vacunas recombinan-
tes. Una vacuna contra la infeccién de la bacteria
Staphylococcus aureus fue producida por Dressen y
colaboradores (2010) en el cloroplasto de esta micro-
alga, la cual fue capaz de provocar inmunidad por via
oral en ratones. Esta vacuna fue estable por un perio-
do aproximado de afio y medio en condiciones de
almacenamiento a temperatura ambiente.

Proteinas terapéuticas

Las proteinas terapéuticas estidn enfocadas a remediar
o prevenir alguna enfermedad. Se incluye en esta cate-
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Impacto en la sociedad de los productos biotecnolégicos (proteinas recombinantes de interés médico),

producidos en la microalga verde Chlamydomonas reinhardtii.

gorfa a las protefnas empleadas directamente como
farmacos, asf como aquellas involucradas en la produc-
cién de dichos farmacos. En el cloroplasto de C. rein-
hardtii se han producido algunas proteinas recombi-
nantes terapéuticas. Un ejemplo es un suero amiloide
asociado a las glandulas mamarias (M-SAA), producido
por Manuell y colaboradores (2007); esta protefna se
encuentra de manera natural en el calostro bovino, y
es capaz de estimular las células epiteliales humanas
para producir mucina intestinal, la cual actia como
agente profildctico contra las infecciones virales y bac-
terianas. Otro ejemplo es la enzima descarboxilasa de
acido glutdmico (GAD65) producida por Wang y co-
laboradores (2008); esta enzima puede ser usada como
un autoantigeno, ya que muchos de los pacientes que
presentan diabetes tipo I de reciente aparicién presen-
tan anticuerpos contra GADG65, los cuales pueden ser-
vir para predecir y dar un diagnéstico temprano de la
diabetes tipo I, enfermedad autoinmune resultante de
la destruccién de las células productoras de insulina en
el pancreas.

Rasala y colaboradores (2010) evaluaron la produc-
cién de siete protefnas que son o presentan potencial
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como agentes terapéuticos humanos. Entre las protei-
nas evaluadas, se encuentran la eritropoyetina (regula-
dor de la sintesis de eritrocitos), las proteinas 10FN3 y
14FN3 (dominios de la fibronectina que tienen fun-
cién en la adhesién celular), el interferén humano
beta-1 (mejora la integridad de la barrera hematoen-
cefilica), la proinsulina humana (hormona que regula
los niveles de azicar en la sangre), el factor de creci-
miento endotelial vascular humano (VEGF; que es-
timula la angiogénesis) y la proteina B1 del grupo de
alta movilidad (HMGBI; mediadora en la curacién
de heridas mediante la activacién de células endote-
liales).

Cuatro de las proteinas evaluadas (10FN3, 14FN3,
VEGF y HMGB1) fueron producidas con éxito, ya que
se obtuvieron rendimientos de entre 2 y 3 por ciento
de proteina soluble total en el cloroplasto de C. rein-
hardtii. En el cuadro 2 se hace un resumen de las pro-
tefnas recombinantes que han sido producidas en el
cloroplasto de C. reinhardtii, incluyendo sus rendi-
mientos proteicos, asf como los elementos reguladores
de la expresién génica (Promotor + 5’UTR/3’'UTR)

con los que se ha logrado dicha produccién.
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Proteinas recombinantes de uso médico producidas en el cloroplasto de C. reinhardtii

Gen
expresado  Tipo de proteina
HSV8-Isc Anticuerpo
83K7C Anticuerpo
derivado de IgG1
CTB-D2 Toxina B del cdlera
fusionada con el
dominio D2 de la
proteina de unién a
la fibronectina
hTRAIL Factor de necrosis
tumoral
M-SAA Suero bovino
amiloide asociado
a las glandulas
mamarias
hGAD65 Descarboxilasa de
acido glutamico
humana 65
M-SAA- 10° dominio de la
TONF3 fibronectina Il humana
14NF3 14° dominio de la
fibronectina Il humana
VEGF Factor de
crecimiento endotelial
vascular humano
HMGB!1 Proteina B1 del

grupo de alta

movilidad

Funcién
Actividad contra la
glicoproteina D del
virus herpes simple
Actividad contra el

antigeno PA83
del dntrax
Vacuna oral

contra S. aureus

Tratamiento del
cancer
Estimulacion de la
produccion de
mucina en el intestino
para inmunizar a
recién nacidos
Diagnéstico
temprano de la
diabetes tipo |

Simil de anticuerpo

Simil de anticuerpo

Tratamiento del
enfisema pulmonar
y de la disfuncién

eréctil; antidepresivo
Curacién de heridas
mediante la activacion

de células endoteliales

Produccion de proteinas

recombinantes de interés médico

a nivel mundial

Alrededor del mundo existen compafifas dedicadas
a la produccién de proteinas recombinantes
empleando diversos hospederos como biorreacto-
res. Las grandes transnacionales ya tienen productos

Promotor +
5'UTR/3'UTR
atpA/rbcl

LC: psbA/rbcl

HC: psbA/psbA

rbel /rbel

atpA/rbcl

PsbA/psbA

rbel/rbcl

PpsbA/psbA

psbA/psbA

psbA/psbA

psbA/psbA

Rendimiento
(proteina soluble
total, PST)

0.5% PST
0.1% de
biomasa seca

0.7% PST

0.43%-0.67%

5.0% PST

0.25-0.3% PST

~3.0% PST
3% PST

2% PST

2.5% PST

Aplicacion
Anticuerpos

monoclonales

Anticuerpos

monoclonales

Vacuna oral

Terapéutico

Terapéutico

Terapéutico

Terapéutico
Terapéutico

Terapéutico

Terapéutico

Referencia
Mayfield et al,
2003

Tran et al,

2009

Dressen et al,

2010

Yang et al, 2006

Manuell et al,

2007

Wang et al, 2008

Rasala et al, 2010

Rasala et al, 2010

Rasala et al, 2010

Rasala et al, 2010

en el mercado que emplean a E. coli o células de ova-

rio de ratén como biorreactores. Por otro lado, existen

también compafifas involucradas en el desarrollo de

proteinas recombinantes empleando plantas como
plataformas de expresién. De estas compatiias, dos son
as mds avanzadas: Protalix Biotherapeutics, que cuen-
1 das: Protalix Bioth t

ta con la enzima glucocerebrosidasa para el tratamien-
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to de la enfermedad de Gaucher, que ya ha concluido
la fase clinica IIl, y Biolex therapeutics, que cuenta
con un interferén para el tratamiento de la hepatitis C
listo para iniciar fase clinica IlI; ambas se encuentran
muy cerca de la comercializacién de sus productos.
Hay que mencionar también a Icon genetics, adquiri-
do por Bayer en el 2006, y su sistema denominado
“Magnifection”, mediante el cual es posible la trans-
formacién (introduccién de material genético exter-
no) temporal de plantas de tabaco para producir pro-
tefnas recombinantes, y que actualmente cuenta con
algunas de éstas en fase clinica .

En el caso de las microalgas, C. reinhardtii ha reci-
bido mucha atencién para el desarrollo de una plata-
forma de expresion de proteinas recombinantes. Dado
que esta atencidén comenzd recientemente, existen por
el momento sélo dos compatifas involucradas en el
desarrollo de proteinas recombinantes de interés médi-
co: una es Phycobiologics —compafifa estadounidense
enfocada principalmente al desarrollo de proteinas
recombinantes de interés veterinario, usando como
biorreactor al cloroplasto de C. reinhardtii-, que
actualmente estd desarrollando un proceso para pro-
ducir proteinas recombinantes de interés médico.
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Protelica es la otra compatiia estadounidense dedicada
al disefio de protefnas recombinantes que reciente-
mente ha mostrado interés en usar al cloroplasto de C.
reinhardtii para producir estas proteinas en colabora-
cién con el grupo de Stephen Mayfield, del San Diego
Center for Algae Biotechnology, en Estados Unidos.

En el caso de México, entre las compafifas que se
dedican a la produccién y desarrollo de proteinas re-
combinantes de interés médico podemos mencionar a
Probiomed, que utiliza células de mamiferos como pla-
taforma de expresién para producir protefnas como la
eritropoyetina y el interferén beta-1a, las cuales se uti-
lizan para el tratamiento de anemia por insuficiencia
renal crénica y de la esclerosis miiltiple respectiva-
mente. Otro ejemplo es Cryopharma, que utiliza célu-
las de ovario de hdmster chino como sistema de expre-
sién de la eritropoyetina humana enfocada a la terapia
hematolégica. También cabe mencionar a Bioclon, que
utiliza a E. coli en la produccién de antigenos utilizados
en el proceso de elaboracién de faboterapicos (antive-
nenos). Estas empresas son casos de éxito en el drea
nacional y empresas reconocidas a nivel mundial.

Las ventajas que presenta C. reinhardtii como bio-
rreactor la hacen una alternativa muy atractiva para
que empresas como las antes mencionadas adopten a
este organismo para producir protefnas recombinantes
o bien para la creacién de nuevas empresas interesa-
das en ingresar al mercado de la produccién de pro-

tefnas recombinantes de interés médico.

Conclusioén

Chlamydomonas reinhardii ha demostrado ser un

organismo muy versétil que puede ser usado tanto

en estudios de ciencia bédsica como en diversas
aplicaciones biotecnoldgicas, y que es una alternativa
muy atractiva para la produccién de proteinas recom-
binantes con aplicacién médica. Hemos descrito las
caracteristicas que la hacen apropiada para su uso co-
mo biorreactor y que han permitido su uso para la
obtencién de anticuerpos monoclonales, vacunas y
compuestos terapéuticos de interés médico con resul-
tados satisfactorios. Lo anterior nos permite considerar
que C. reinhardtii ha pasado de ser una promesa a ser
una realidad como biorreactor de proteinas recombi-



nantes, con el potencial de contribuir a resolver al-
gunos de los problemas médicos que afectan actual-
mente a la humanidad e influir en la bioeconomia del
siglo XXI.
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