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RESUMEN.

Los antibidticos han tenido un impacto innegable en el tratamiento de las enfermedades
infecciosas desde el descubrimiento de la penicilina en 1928. Sin embargo, en los ultimos afos
se enfrentan a importantes retos en los que debe mejorar el sistema de produccion,
garantizando la productividad y la eficiencia. El objetivo de este trabajo es revisar las utilidades
que ofrece la Biotecnologia Microbiana para dar respuesta a estos retos, a través del ejemplo
de la produccion de B-lactamicos en Penicillium chrysogenum.

P. chrysogenum ha visto aumentado su rendimiento de penicilinas a lo largo de los afios,
sometiendo a sucesivas cepas a mutagénesis aleatorias y seleccionando las que mejoraran,
pasando asi de 150 mg/L a mas de 50 g/L. Mediante el estudio de estas cepas, se identifican
multiples modificaciones de alto impacto, que permiten ademadas su réplica mediante
ingenieria inversa.

Las enzimas responsables de la biosintesis de penicilinas estan codificadas por los genes
pcbAB, pcbCy penDE, agrupados en un Cluster Biosintético de Genes (BGC). La amplificacién
de este BGC ha demostrado ser uno de los principales factores que aumentan la produccion
de penicilina, junto a diversas modificaciones en la regulacién de su transcripcién. Un papel
importante lo ejerce también la manipulacion de los mecanismos de transporte celular, pues
la biosintesis de penicilina estda compartimentada en varios espacios como los peroxisomas.
También es posible aumentar la eficiencia del proceso mediante la represidon de rutas
alternativas que consumen recursos metabdlicos, o mediante el ajuste de las condiciones de
cultivo, tanto parametros fisicos como suplementos quimicos.

Finalmente, se estudia el uso de otros microorganismos como fabrica celular, mediante
expresion heteréloga del BGC de penicilina; pero también en el sentido contrario,
aprovechando la adaptacidn industrial de P. chrysogenum para expresar en él la maquinaria
biosintética de otras sustancias de interés, como cefalosporinas o nuevos compuestos. Esto
ultimo, junto con las herramientas de la metagendmica, permiten explorar el descubrimiento
de nuevos principios activos.

Palabras clave: biotecnologia, Penicillium chrysogenum, penicilina, ingenieria genética,
optimizacion de cepas, ingenieria metabdlica.

1 INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928, se han aislado mas de 12.000
antibidticos de varios microorganismos con diferentes especificaciones y mecanismos de
accién. Es innegable su enorme impacto en el tratamiento de las enfermedades infecciosas,
guedando éstas relegadas por las enfermedades créonicas como principal causa de mortalidad
a nivel mundial (World Health Organization, 2018a), y colaborando al avance de paises en
desarrollo. Su impacto econdmico es también considerable: al afio se producen mas de
100.000 toneladas de antibiéticos, incluyendo los veterinarios, con ventas anuales de 65.000
millones de ddélares en 2014. Los cuatro grupos de mayor impacto econédmico (mas del 80%
de las ventas) son: cefalosporinas (27%), macrdlidos (20%), quinolonas (17%) y penicilinas
(17%). La mayoria de los antibidticos mas importantes se aislan de las bacterias Gram-
positivas Streptomyces, pero también de otras bacterias Gram positivas o negativas y de
hongos filamentosos como Penicillium o Acremonium (Glick & Pattern, 2017).
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El valor de estos antibidticos se encuentra amenazado por el desarrollo de cepas de
microorganismos resistentes a ellos, poniendo en riesgo gran parte de la medicina moderna
qgue depende de ellos: trasplante de drganos, oncologia, obstetricia, e importantes cirugias.
La pérdida de su efectividad supone por tanto un grave peligro tanto sanitario como social y
econdmico. Se estima que el coste por cada uno de los 700.000 pacientes infectados en
Europa por bacterias multirresistentes es de hasta 29.000 ddlares. Estos prolongan como
minimo 13 dias la hospitalizacién con el coste que ello supone para un pais en términos de
productividad y baja laboral, si es que no derivan en una de las mas de 33.000 muertes
anuales. Se estima que, siguiendo esta tendencia, para el aifio 2050 la mortalidad por esta
causa ascenderia a 10 millones de personas, con un descenso légico de la natalidad (Aslam et
al., 2018; Ribeiro da Cunha, 2019).

Los B-lactamicos constituyen el grupo mas importante de antibidticos, por ser el mas
prescrito y el de mds ventas. Por ello, es mayor la preocupacién por el aumento de cepas
resistentes a ellos, como es el caso de Staphylococcus aureus o Streptococcus pneumoniae:
del total de muestras que se recogen en pacientes infectados por estas especies, en varios
paises mas del 25% ya corresponden a cepas resistentes (World Health Organization, 2018b).
La resistencia a B-lactdmicos de bacterias Gram-positivas se debe mayormente a mutaciones
en la diana (PBPs, penicillin-binding proteins), mientras que en el caso de Gram-negativas se
debe principalmente a la adquisicion de B-lactamasas, a alteraciones en la permeabilidad y la
adquisicion de bombas de expulsidon de estas sustancias. Estas resistencias se producen y
transfieren horizontalmente de manera espontdnea por conjugacion, transformacion vy
transduccion de los genes responsables, si bien pueden extenderse por seleccidon natural de
cepas mediante el uso de antibidticos (Tooke, 2019; Nicolaou & Rigol, 2018; Mohr, 2016).

La difusion de estas resistencias ha sido atribuida a un mal uso de los antibidticos, tanto
en su prescripcién en humanos como en su uso masivo como potenciadores del crecimiento
en ganaderia. Para hacer frente a ellas es necesario un abordaje multidisciplinar: el estudio de
los mecanismos de resistencia desde las ciencias basicas, el control de su uso desde las
diversas administraciones, las mejoras diagndsticas, y el desarrollo de nuevos agentes frente
a patégenos multirresistentes. Este ultimo elemento se encuentra estancado. En los ultimos
20 afos la industria farmacéutica ha reducido su inversion en este ambito, llegando varias
compaiiias a abandonarlo totalmente. Actualmente, de los casi 300 nuevos antibidticos
descubiertos al aifo en todo el mundo, solo el 1-2% son incorporados al arsenal terapéutico
por su potencial terapéutico y econdmico (Aslam et al., 2018; Glick & Pattern, 2017).

La razdn de la escasa investigacién es su elevado coste de desarrollo y ensayo clinico, a la
vez que muchas veces no alcanzan el mercado y que inevitablemente se desarrollan
resistencias a los dos o tres anos de la introduccién de un antibidtico (Mohr, 2016). Mientras
tanto, la industria puede centrar sus recursos en aumentar la produccién de antibidticos con
cada vez mas demanda y problemas de desabastecimiento. Desde 2016, la AEMPS aprecia
una clara tendencia al alza en el nimero de notificaciones de problemas de suministro de
medicamentos, alcanzandose los 1332 casos en 2018 y los 1701 en 2019. Solo en estos dos
aflos se registraron mas de 260 problemas de suministros cuya causa principal eran
dificultades para conseguir el principio activo, y mas de 800 asociados a problemas de
capacidad por aumento en la demanda de medicamentos. De todas estas notificaciones, mas
de 300 corresponden a antiinfecciosos de uso sistémico (grupo J en la clasificacién ATC),
siendo muchas de ellas de alto impacto asistencial por no disponer de alternativas
terapéuticas (Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), 2020).
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Para hacer frente a estos dos problemas de resistencias y desabastecimiento, muchas
miradas se encuentran puestas en la Biotecnologia. Hasta hace poco, casi todas las mejoras
implementadas en la produccién de antibidticos procedian de la mutagénesis clasica y la
seleccion de cepas. Pero en la llamada “era post-genémica” (2004-2014), la secuenciacion de
hasta 30.000 genomas microbianos supuso un cambio de paradigma en el desarrollo de
antibidticos, identificando genes esenciales mediante gendmica comparativa y su utilidad
mediante técnicas de protedmica y metabolémica. Este conocimiento permite entender la
fisiologia microbiana de una manera integral, llevando a la caracterizacion de mas de 50 redes
metabdlicas en diferentes organismos que relacionan la actividad de enzimas con su
codificacion y expresidn. Este abordaje posibilita el desarrollo de nuevos farmacos que actien
en procesos de gran repercusion y no solo en dianas aisladas (Ribeiro da Cunha, 2019).

También permite desarrollar estrategias para modificar procesos clave en la biosintesis
de un producto determinado, como por ejemplo genes reguladores de expresion. La
tecnologia del DNA recombinante permite introducir nuevos genes o modificar los existentes
en microorganismos. Esto permite abordar esta problematica de dos maneras: bien para
obtener nuevas estructuras quimicas de mayor actividad y menores efectos secundarios, o
bien para aumentar el rendimiento de produccion de antibidticos conocidos de una manera
rapida y barata, incluso meramente modificando las condiciones de cultivo (Ribeiro da Cunha,
2019; Glick & Pattern, 2017).

Como resultado, un microorganismo puede ser manipulado convenientemente para
transformar sustratos sencillos en compuestos comerciales de alto valor terapéutico y
econdmico, cuya produccion tradicional sea muy costosa o de baja eficiencia. Esto no aplicaria
exclusivamente al desarrollo de proteinas tipicamente asociadas a la Biotecnologia, como
anticuerpos o vacunas: la produccién de compuestos de bajo peso molecular como
antibidticos supone un paso mas alld, alcanzable de manera relativamente sencilla. Entre los
ejemplos de moléculas conseguidas con éxito por esta técnica se encuentran: alcoholes,
aminodcidos, lipidos, acidos organicos, biopolimeros, y muchos otros (Glick & Pattern, 2017).

Por ultimo, cabria mencionar el impacto de la metagendmica en el screening de
productos naturales, revelando extensos repositorios de organismos no cultivables. Ademas
de permitir identificar secuencias de interés para clonarlas en microorganismos facilmente
manipulables, la metagendmica permite describir una aun mds extensa variedad de rutas
metabdlicas con posibles aplicaciones terapéuticas (Ribeiro da Cunha, 2019; Guzman-Chavez
et al, 2018).

2 OBJETIVOS

El presente trabajo busca evidenciar la utilidad de la Biotecnologia microbiana como
herramienta frente a los problemas a los que se enfrenta la produccién de antibidticos
presentados. Mediante una revision bibliografica, se estudiaran las diferentes mejoras de
productividad conseguidas en la obtencion de antibidticos, fijdndose en el ejemplo de las
penicilinas, a través de los siguientes objetivos especificos:
e Analisis de la ruta biosintética de penicilinas en Penicillium chrysogenum, el principal
microrganismo de produccién industrial.
e Revision de las estrategias clasicas y de ingenieria metabdlica implementadas para el
aumento del rendimiento en la obtencién de penicilinas.
e Presentacion de los nuevos métodos biotecnoldgicos para el desarrollo de nuevos
antibidticos y fuentes de produccién.
4
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3 METODOLOGIA

Para elaborar el trabajo, se ha realizado una revisidon consultando la bibliografia actual en
medios analdgicos y electrénicos. Se han consultado libros, revistas cientificas a través de
bases de datos actualizadas (PubMed), e informes disponibles en paginas web de organismos
oficiales como la Organizacién Mundial de la Salud (www.who.int/es) o la Agencia Espafiola
de Medicamentos y Productos Sanitarios (www.aemps.gob.es). También se han consultado
patentes a través de la plataforma de Google Patents.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PRODUCCION CLASICA DE B-LACTAMICOS: Penicillium chrysogenum

Actualmente existen diferentes variedades de antibidticos B-lactdmicos, pudiendo
dividirlos en hidrofébicos e hidrofilicos. Los hidrofébicos, como la penicilina G
(bencilpenicilina) o la penicilina V (fenoximetilpenicilina), constan de cadenas laterales
apolares como fenilacetato o fenoxiacetato. Los hidrofilicos constan de la cadena lateral polar
D-a-aminoadipato (D-Aaa), e incluyen la penicilina N, las cefalosporinas o las cefamicinas
(Ozcengiz & Demain, 2013).

Sin embargo, ningln microorganismo puede producirlos todos por si mismo. Los B-
lactdmicos hidrofilicos son producidos por hongos filamentosos, actinomicetos y bacterias
unicelulares, mientras que los hidrofébicos sélo son producidos por hongos filamentosos
como Penicillium chrysogenum. Algunos grupos novedosos solo se han hallado en
actinomicetos y bacterias unicelulares, como las clavamas, monobactamas, carbapenemas o
las nocardicinas. Otros grupos incluso se obtienen por semisintesis, sometiendo a nuevas
reacciones quimicas estructuras moleculares producidas por fermentaciones (Ozcengiz &
Demain, 2013). Todas las penicilinas semisintéticas se obtienen a partir del acido 6-
aminopenicilanico (6-APA). El 6-APA se produce en grandes cantidades por hidrélisis de la
cadena lateral de la penicilina G o V, mediante una penicilin acilasa. Puesto que el principal
productor de penicilina G, penicilina V y 6-APA es P. chrysogenum, este microorganismo se
convierte en elemento clave para la produccion de practicamente todas las penicilinas (Weber
et al.,, 2012).

P. chrysogenum es desde hace mas de 70 afios el principal organismo empleado en
produccién comercial de penicilinas. Si bien Fleming descubrid esta por Penicillium notatum
en 1929, su rendimiento de 1,2 mg/L fue ampliamente superado por los 150 mg/L del P.
chrysogenum descubierto en 1943. Desde entonces, todas las cepas usadas en la industria han
sido de este microorganismo, viendo aumentada su productividad por sucesivas mutaciones.
Se estima que actualmente las cepas industriales producen 100.000 veces mas penicilina
qgue el P. notatum aislado por Fleming (Ozcengiz & Demain, 2013). Recientemente se ha
observado que las cepas empleadas a lo largo de estos afios no corresponden a la especie
P. chrysogenum, sino a P. rubens (Houbraken, 2011). No obstante, en este trabajo se seguira
empleando el nombre cldsico de P. chrysogenum, como aparece en la bibliografia original.

4.1.1. Ruta biosintética de penicilinas en P. chrysogenum

A continuacién se analiza de manera general la secuencia de sintesis de penicilinas en
P. chrysogenum, las enzimas y genes implicados, y su localizacién en el interior celular.
El primer paso es la sintesis de la &-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV), por
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condensacién de L-cisteina (L-Cys) con &acido L-aminoadipico (L-Aaa) y valina (L-Val). Este
péptido no se sintetiza en los ribosomas sino por accidon de otras enzimas, por lo que se
engloba dentro de los llamados péptidos “no-ribosomales” (NRP), y a estas como sintasas de
NRP (NRPS) (Barreiro & Garcia-Estrada, 2019).

El L-Aaa procede del a-cetoglutarato y acetil-coenzima A (CoA) de la ruta de biosintesis
de la L-lisina, en la que destaca el papel de la homocitrato sintasa. La L-Cys procede en
P. chrysogenum de una transulfuracidn a partir de sulfato inorgdnico, por lo que depende de
la captacion de este a través del transportador SutB. La L-Val se forma a partir de piruvato en
las mitocondrias y el L-Aaa se almacena en vacuolas, por lo que deben ser transportados al
citosol para poder reaccionar con la L-Cys (Weber et al., 2012; Martin, 2020).

En primer lugar (figura 1), tiene lugar la condensacién entre los grupos carboxilo de la
L-Cys y 6-amino del L-Aaa mediante un enlace amida, formando L-a-aminoadipil-L-cisteina
(AC). Después, la L-Val se epimeriza en D-Val y se une a la AC mediante un enlace peptidico,
formando el tripéptido de ACV en su conformacion L-,L-,D- (Ozcengiz & Demain, 2013). Ambos
pasos estan catalizados por una Unica NRPS citosdlica, la ACV sintasa (ACVS), formada por tres
modulos (una para albergar cada aminodacido) (Weber et al, 2012; Martin, 2020).

0

J\/\

D- \dl

Acido L-a-aminoadipico (1.-Aaa) L-a-aminoadipil-L-cisteina (AC) d-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D- \alma (A( V)

Figura 1: sintesis de la &-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV), por condensacion de L-cisteina
(L-Cys) con dcido L-aminoadipico (L-Aaa) y valina (L-Val), catalizada por la ACV sintasa (ACVS).

La ACV es ciclada por la isopenicilina N sintasa (IPNS). Esta enzima es soluble y citosdlica,
estimulada por Fe?* y agentes reductores, y cataliza la reaccién por un mecanismo singular:
forma primero un anillo B-lactdmico y luego un anillo tiazolidinico, caracteristicos de las
penicilinas. Esta compleja ciclacién requiere ademas oxigeno (Ozcengiz & Demain, 2013).

Casi todos los productores de B-lactdmicos comparten estos primeros pasos, los que
generan la estructura de la isopenicilina N. Sin embargo, sobre ella puede tener lugar una
amplia variedad de modificaciones: tanto en las cadenas laterales hidrofébica e hidrofilica,
como en el anillo tiazolidinico para dar lugar a las cefalosporinas. Que tengan lugar unas u
otras depende tanto de la maquinaria enzimatica del microorganismo productor, como de los
precursores presentes en el medio. Influye por supuesto la capacidad del microorganismo
para absorberlos e incorporarlos.

En el caso de P. chrysogenum, es capaz de incorporar fenilacetato a la cadena hidrofébica
para formar penicilina G o natural (figura 2). También es posible obtener cientos de penicilinas
“biosintéticas” como la penicilina V, afiadiendo al medio fenoxiacetato en su caso o multiples
sustratos. Estos derivados acéticos parecen ser activados por acetil-CoA ligasas, como es la
fenilacetil-CoA ligasa (PCL) en el caso de la penicilina G, localizada en los peroxisomas
(Ozcengiz & Demain, 2013; Van Den Berg, 2010).



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

SH

H i N 0
o 0O A o :
L-Aaa o} OH E
PENICILINA G /‘
OH
O/\
Fe’', 0, Isopenicilina N sintasa (IPNS) IAT Fenilacetil-CoA

Isopenicilin -

HzN H s
aciltransferasa \ = EHs
(IAT)
———
CH;

o/_N
5 o/\OH

Isopenicilina N Acido 6-aminopenicilanico (6-APA)

g’

Figura 2: Sintesis de la penicilina G en P. chrysogenum por las enzimas isopenicilina N sintasa (IPNS)
e isopenicilin-aciltransferasa (IAT).

La razén por la que solo los hongos Penicillium y Aspergillus pueden realizar estas
transformaciones en la cadena hidrofébica, es la presencia de la enzima heterodimérica
isopenicilin-aciltransferasa (IAT). Esta enzima hidroliza en un primer lugar la isopenicilina N,
dejando el nucleo de acido 6-aminopenicilanico (6-APA), y en un segundo paso condensa los
ésteres de CoA activados. De entre estos, la IAT reconoce como sustratos ésteres de
fenilacetato, fenoxiacetato, octanoato, hexanoato y heptanoato. No parece realizar esta
accion sobre otros B-lactdmicos, como la propia penicilina G, el acido 7-amino-cefalosporanico
(7-ACA) o la cefalosporina C. También tiene actividad penicilin-transacilasa (interconvirtiendo
penicilinas hidrofébicas) y penicilin-amidasa (hidrolizando penicilina G en 6-APA). Para
obtener solo el 6-APA, necesario para la semisintesis, seria necesaria la ausencia de cualquier
tipo de precursor (Ozcengiz & Demain, 2013; Weber et al., 2012).

A diferencia de Aspergillus nidulans, en P. chrysogenum la |IAT se encuentra solo en
peroxisomas, de tal manera que aumentar su numero repercute en la tasa de produccién
(Ozcengiz & Demain, 2013). Esto no quita que la IAT conserve minimamente su actividad en
el citosol, como se ha visto al expresarla en mutantes sin peroxisomas (Gidijala et al., 2009).
La IAT tendria una secuencia PTS1 de sefializacién que le permitiria reconocer y alcanzar los
peroxisomas para incorporar las cadenas laterales (Weber et al., 2012).

Finalmente, la secrecion del producto final al exterior celular es un proceso incierto. Se
sospecha de un mecanismo de secrecidn activa, puesto que la penicilina G se encuentra diez
veces mas concentrada en el exterior celular que en el interior, mientras que si se produjera
por difusién pasiva se observaria el caso contrario (Weber et al., 2012). Esta teoria se ve
reforzada por la sensibilidad observada en P. chrysogenum al verapamilo, aumentando su
secrecion (The Netherlands Patente n? W0/2001/032904, 2001). Sin embargo, no se ha
encontrado ningun gen codificante de transportadores en el clister de genes propio de esta
ruta. Fuera del cluster, si que se han caracterizado 830 supuestos genes que codifican
proteinas transportadoras, posiblemente del extendido grupo MDR (multidrug resistance).
De estas, 416 serian de tipo MFS (major facilitator superfamily), de accidn simporte, antiporte
o uniporte, dependientes de gradiente quimico. Otros 51 serian de tipo ABC (ATP-binding
cassette), dependientes de ATP. Ambos grupos son numerosos en cepas superproductoras,
por lo que es muy posible que sean responsables de la secreciéon de penicilina, pero no los
Unicos (Weber et al., 2012).
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4.2. OPTIMIZACION DE CEPAS

La primera y principal estrategia para aumentar el rendimiento de P. chrysogenum ha sido,
desde su descubrimiento en 1943, la llamada “mejora cldsica de cepas” (CSI por sus siglas en
inglés). A través de él, varias compafiias lo han sometido a sucesivas mutaciones de tipo
aleatorio, sometiendo a diferentes cepas a radiaciéon, gas mostaza y metil-nitro-
nitrosoguanidina, entre otros, para luego seleccionar aquellos individuos que hubieran visto
aumentada su produccién de penicilina. Como resultado, esta se ha podido ver aumentada
desde 0,5 g/L en los afios 50 hasta mas de 100 g/L en las cepas mas modernas (Barreiro &
Garcia-Estrada, 2019). Algunas de las cepas mas conocidas desarrolladas por este método son:

Tabla 1: Listado de las principales cepas de Penicillium chrysogenum obtenidas por CSl, ordenadas por
productividad.

PRODUC- N2 DE .
a METODO DE
CEPA TIVIDAD CLUS- DESARROLLADOR OBTI(E)NC?C')N REFERENCIA
(g/L) TERES*
Smidak et al., 2010
. Aislado de un melén Barreiro et al., 2012
NRRL 1951 0,150 mg/L 1 Cepa original cantalupo mohoso Jami et al., 2010
Fierro et al., 1995
Carnegie Institution, Mutagénesis de NRRL .
** J t al., 2010
X1612 03 Nueva York 1951 por rayos X amieta
Wis Q176 0,55 o Umv?r5|da<.:l de Mutagénesis de X1612 Barreiro et al., 2012
Wisconsin por rayos UV
. . Mutagénesis de Q176
Wis 48-701 0,65 *x Unlv?r5|daq de por mostaza Barreiro et al., 2012
Wisconsin .
nitrogenada
Wis.54-1255 Universidad de Mutagénesis de Q176 | Jami et al., 2010
(cepa de 0,550-0,8 1 Wisconsin por rayos UV Fierro et al., 1995
referencia) (16 generaciones) Barreiro et al., 2012
DSM N.V. QesconoF ido, .
DS04825 0,98 5-6 , . a partir de Wis54-1255 | Barreiro et al., 2012
(Paises Bajos) .
(9 generaciones)
Biotika a.s. Desconocido .
NMU2/4 4 ! ! Smiddk et al., 2010
u2/40 6 Slovenska L'upéa a partir de Wis54-1255 midakceta
P2 7,4 5-6 Panlabs (Taiwan) Desconocido, Fierro et al., 1995
! a partir de Q176 N
Antibidticos SA Desconocido, Jami et al., 2010
ASP-78 48 >6 (Espafia) a partir de Wis54-1255 | Fierro et al., 1995
Antibidticos SA Desconocido
El *k 12-14 ! Fi t al., 1995
(Espana) a partir de Wis54-1255 lerro eta
Beecham Desconocido
BW1952 =] ! Newbert et al., 1997
W195 0 >0 Pharmaceuticals UK a partir de X1612 ewberteta

*Numero de copias del Cluster de Genes Biosintéticos (BGC) de penicilina (ver apartado 4.2.1.)

**No estudiado o publicado
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Aunque este método sea empirico, conforme han aumentado los conocimientos de
gendmica y protedmica se han podido desentrafar las transformaciones clave que conducen
al aumento del rendimiento. La secuenciacién del genoma completo de Wis.54-1255, a pesar
de no ser de las cepas mas productivas actualmente, ha permitido identificar estas
alteraciones criticas en P. chrysogenum para poder emularlas de manera dirigida mediante
ingenieria inversa. A continuacidn se exponen los hallazgos y estrategias mas relevantes.

4.2.1. El Cluster de Genes Biosintéticos (BGC) de penicilina

Los genes relacionados con la biosintesis de penicilina se encuentran agrupados
formando un cluster en P. chrysogenum (figura 3). Estos genes son pcbAB, pcbCy penDE, que
codifican las enzimas ACVS, IPNS y IAT respectivamente. Se cree que este cluster pudo ser
incorporado por transferencia horizontal desde una fuente bacteriana hace 370 millones de
afos, puesto que los genes pcbAB y pcbC presentan caracteristicas de procariotas como la
ausencia de intrones. El tercer gen penDE parece tener origen fungico por su homologia a
otras aciltransferasas, si bien incorpora aquella sefial Unica que dirige la IAT a los peroxisomas
(Gidijala et al., 2009). El cluster se encuentra flanqueado por una secuencia conservada de seis
nucledtidos TTTACA en repeticion (Deepika et al., 2016).

pcbAB pcbC z penDE

Figura 3. Representacion esquemdtica del cluster de genes biosintéticos 8-lactdmicos de Penicillium
chrysogenum. Adaptado de: van den Berg (2011).

Otras caracteristicas encontradas en el genoma de 32 Mb de P. chrysogenum son, por un
lado, genes de enzimas relacionas con la sintesis de otros B-lactamicos y, por otro, elementos
transponibles. En el primer caso, se encontraron homaélogos de isopenicilin-N epimerasas y
B-lactama acilasas propias de cefalosporinas, codificadas en marcos abiertos de lectura (ORF).
Esto abre una puerta a que varias rutas compitieran entre si, pero que fueran inactivadas por
mutaciones puntuales en los procesos de mejora antes comentados (van den Berg, 2011).
En cuanto a los homdlogos de transposones, parecen estar relacionados con la sintesis de
penicilina y con la pérdida de regiones gendmicas durante el proceso de CSI. Fueron
identificados al ocasionar dificultades en la secuenciacidn de varios gaps pequefos entre los
49 supercontigs de la cepa Wisconsin.54-1255 (van den Berg, 2011).

El analisis genético de las cepas obtenidas por CSl ha permitido identificar, como principal
responsable del aumento de produccidn, la amplificacion del BGC de penicilina en tandem.
En la tabla 1 aparece recogido el nimero de clusteres presente en las diferentes cepas de
P. chrysogenum. Puede observarse, sin embargo, que este nimero no guarda relacién lineal
con el rendimiento de penicilina, por lo que se deduce que otras alteraciones son también de
gran importancia. Se ha comprobado, al introducir copias adicionales de manera directa, que
la transcripcidn de sus genes se satura al introducir nimeros elevados, y que efectivamente
al eliminarlas se sigue conservando una produccidon mayor que la del ancestro original (Weber
etal., 2012).

Las otras principales alteraciones responsables son: la desregulacién de la transcripcion
del cluster; la desregulacién de varios transportadores; y la optimizacién del metabolismo
celular, mejorando la sintesis de precursores y limitando otras rutas secundarias. Se estudia a
continuacion su impacto, y como se pueden aplicar a estrategias de ingenieria genética.
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4.2.2. Ingenieria genética del BGC de penicilina y sus reguladores

Una de las herramientas mas utiles que puede ofrecer la biotecnologia es la edicion
genética, a partir de la cual se pueden inducir multiples transformaciones en el genoma que
permitan comprender el funcionamiento de genes, o incluso modificarlo a voluntad para
introducir mejoras, como el aumento de dosis génicas, la optimizacién de la secuencia
aminoacidica de las enzimas, o la alteracidn de la expresion de genes especificos.

En P. chrysogenum, la manera predominante para integrar genes es la unién de extremos
no-homologos (NHEJ), frente a la recombinacion homodloga (HR). Para la NHEJ, el complejo
proteico ku70/80 actua de puente en el proceso de fusion, de manera que la delecién de sus
genes ha favorecido el desarrollo de cepas con preferencia por la recombinacién homologa,
que es mas sencilla y ha facilitado los procesos de edicion genética (Weber et al., 2012).
AUn mas recientemente, se ha desarrollado un sistema basado en la tecnologia CRISPR/Cas9,
gue ha permitido eliminar y clonar clisteres enteros con esfuerzos minimos (Pohl et al., 2018).
Estas facilidades para manipular P. chrysogenum permiten disefiar en él rutas sintéticas
enteras (heterdlogas o nuevas), y disponer de él como una fabrica celular.

Mediante estas técnicas se ha intentado identificar, por delecién de sus genes, qué
enzimas ejercian un papel limitante en la ruta biosintética de la penicilina, para proceder a
aumentar su dosis génica. Sin embargo, se apreciaron resultados sorprendentes.

Se observé que, a lo largo del proceso de CSI, la enzima limitante cambiaba en cada cepa,
pasando de ser la ACVS en las cepas mas antiguas, a ser la IAT en las cepas mejoradas
superproductoras (Douma et al., 2010). Por tanto, a pesar de amplificarse el BGC de penicilina
completo, otras modificaciones en el genoma hacen que unas enzimas se expresen mas que
otras o que cambie su actividad. Son particularmente interesantes tanto el aumento de la
actividad de la IAT al pasar de laboratorio a escala industrial, posiblemente debido a los niveles
de CO; (Cao et al., 2011), como el aumento de los niveles de IPNS al expresarse algunos genes
homologos a los de la biosintesis de cefalosporinas (van den Berg, 2011).

Por otro lado, al intentar suplementar genes de estas enzimas por transformacion, se
observé que transformar genes individuales no suponia excesiva mejoria, que transformar
genes a pares hasta disminuia la produccién de penicilina a veces, y que el mejor resultado se
obtenia al transformar los tres genes. La mejor combinacidn resultd de transformar tres copias
de pcbAB, una copia de pcbCy dos copias de penDE, mejorando la productividad de la Wis.54-
1555 en un 299% (Ozcengiz & Demain, 2013).

El desarrollo de la transcriptdmica ha permitido elaborar una explicacién a estos hechos.
De la misma manera que no hay linealidad entre el nimero de copias del BGC y la produccién
de penicilina, la transcriptdmica confirma que tampoco la hay con los niveles de transcripcién
y de enzima. No se expresa de igual manera cada gen en cada cepa, encontrandose niveles de
mRNA muy variados en cada caso (Ozcengiz & Demain, 2013).

Para aplicar este conocimiento a la mejora de cepas, un campo de trabajo muy
prometedor que ofrece la ingenieria genética es la manipulacion de los diferentes reguladores
de la expresion de los BGCs (Guzman-Chavez et al., 2018). Podemos distinguir dos estrategias
principales: o bien modificando reguladores globales, o bien mediante cambios epigenéticos
gue afecten a la estructura de la cromatina.

4.2.2.1. Reguladores globales
El BGC de penicilina, a diferencia de otros, no tiene un factor de transcripcion propio
identificado, ni en el mismo cldster ni en otro lugar del genoma. En su lugar, su transcripcién
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seria regulada por otros factores generales comunes a varios hongos filamentosos, que
interactuarian en una regién promotora bidireccional, de 1,16-kb, situada entre los genes
pcbAB Yy pcbC (Martin, 2017). Algunos de ellos son: la proteina PacC, un regulador dependiente
de pH; el regulador AreA, relacionado con la represién del metabolismo del nitrégeno y con
la biosintesis de B-lactdmicos; CreA, el principal regulador negativo por carbono; los
elementos antagdnicos AnCF y AnBH1; y el activador transcripcional PTA1 (Dominguez-Santos
et al., 2012). La manipulacion de su expresidén o de las secuencias de DNA donde se anclan
puede resultar de gran utilidad (Deepika et al., 2016).

Aunque el BGC de penicilina no tenga reguladores especificos, otros BCGs en P.
chrysogenum si los tienen, como los clusteres de péptidos no-ribosomales (NRPs) o de
policétidos (PKs). Se esta estudiando la posibilidad de modificar la afinidad y selectividad de
sus reguladores para dirigirlos al BCG de penicilina. Mientras que los clusteres de NRPS tienen
reguladores mas diversos, la mayoria de los clusteres de PKS contienen un regulador de la
familia del ZnCyse. Estos constan de un dominio de unidn al DNA con los llamados “dedos de
zinc”, un dominio acido y un dominio regulador. Su actividad depende de su grado de
fosforilaciéon, despejando el sitio de unién (Guzman-Chavez et al., 2018).

Las principales estrategias de manipulacién de elementos regulatorios para aumentar la
produccién de penicilina serian las siguientes. Primero, la delecién de genes relacionados con
la represion, bien de manera dirigida una vez identificados, o bien de manera masiva seguida
de HPLC o LC-MS para reconocerlos. En segundo lugar, el reemplazo de promotores por otros
mas fuertes o que sean facilmente inducibles, como un reciente sistema sintético modulable
para 795 utilidades diferentes (Mdzsik et al., 2019). Y por ultimo, la sobreexpresion de
reguladores positivos, aunque suele usarse en combinacién con la estrategia del reemplazo
de promotores (Guzman-Chavez et al., 2018).

4.2.2.2. Regulacion sobre la cromatina

Ampliando un poco el foco, también la epigenética tiene un papel importante en la
expresion de los genes de la penicilina G. En los hongos como P. chrysogenum la cromatina se
estructura por nucleosomas, consistentes en superhélices de DNA compactado por octdmeros
de histonas (dos pares de H2A, H2B, H3 y H4). Esta estructura obstaculiza el acceso de los
factores de transcripcion y regulacion al DNA, aunque se diferencian dos conformaciones: una
mas densa (heterocromatina), y otra mas relajada (eucromatina). Asi, la primera presenta
actividades transcripcionales bastante mas bajas que la segunda. Por tanto, su modificacion
puede tener importantes repercusiones en el rendimiento de la sintesis de penicilina y otros
metabolitos de interés (Guzman-Chavez et al., 2018).

La diana mas importante la constituyen las histonas nucleosomales, cuyas modificaciones
postraduccionales regulan los dos niveles de compactaciéon. Se trata sobre todo de
acetilaciones, metilaciones, ubiquitinaciones, etilaciones, propilaciones, butilaciones vy
fosforilaciones. La eucromatina estaria asociada a un alto grado de acetilacion de las histonas,
mientras que la metilacion ha mostrado diferente efecto dependiendo de la propia histona:
es tipica en H3K9, H3K27 y H4K20, en el caso de la heterocromatina, vy tipica en H3K4, en el
caso de la eucromatina (Guzman-Chavez et al., 2018). La manipulacion de estos procesos tiene
entonces extensas consecuencias, pudiendo realizarse también por tratamientos quimicos.
Un ejemplo es una enzima histona-desacetilasa (HDAC), cuya sobreexpresién ha demostrado,
contra todo prondstico, favorecer la activacidon de cliusteres de genes silentes como los
biosintéticos de sorbicilinoides. También su inactivacién ha revelado la produccién de nuevos
metabolitos secundarios, e incluso aumentado la de otros ya conocidos (Williams et al., 2008).
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Un papel muy relevante en epigenética lo ostenta el lamado complejo Velvet, formado
por las proteinas LaeA/VeA/VeB. Este complejo heterotrimérico es un importante regulador
global que entra y sale del nucleo celular en respuesta a la luz, pues esta inhibe la expresién
de VeA (Martin, 2017). La proteina LaeA es una metiltransferasa que actua en las histonas, y
su sobreexpresion en P. chrysogenum ha demostrado aumentar el rendimiento de penicilina
en un 20-25% (Guzman-Chavez et al., 2018), mientras que la inactivacidon del gen laeA lo
reduce en un 40-50% (Hoff, 2010).

Mencionamos aqui también la ingenieria de ribosomas, que busca modificar diferentes
proteinas ribosomales, RNA polimerasas y factores de traduccidn para optimizar el proceso
homodnimo (Ochi & Hosaka, 2013).

4.2.3. Ingenieria de los procesos de transporte

La compartimentalizacién del proceso parece suponer una ventaja para la sintesis
de penicilinas en P. chrysogenum, pues esta disminuye notablemente al bloquear la expresién
de determinados compartimentos (Weber et al., 2012). Recordamos que la ruta empieza
con la sintesis de los precursores en el citosol y mitocondrias; se forma el nicleo B-lactamico
en el citosol (por la enzima IPNS); y termina con la activacion e intercambio de cadenas
laterales en los peroxisomas (enzimas PCL e IAT).

En cuanto a los peroxisomas, estos organulos membranosos se han encontrado en un
elevado numero en cepas industriales de alto rendimiento (Meijer, 2010). En diferentes
experimentos se ha logrado aumentar sus niveles en P. chrysogenum e inhibir su degradacion:
para lo primero, se ha sobreexpresado el gen pex11, codificante de una peroxina que estimula
la formacién de peroxisomas (Kiel et al., 2005); para lo segundo, se ha provocado la delecién
del gen atgl, relacionado con el proceso de autofagia y degradacién de los peroxisomas
(Bartoszewska, 2011). En ambos casos se aumentd notablemente la produccidn de penicilina,
llegando al doble en el caso del gen pex11 (Martin, 2020).

El aumento de superficie total de peroxisomas maximizaria el flujo de los precursores de
cadenas laterales, puesto que son mayormente acidos orgdnicos débiles y acceden a los
peroxisomas por difusidon pasiva. Las enzimas IAT y PCL también verian aumentado su
rendimiento por encontrarse mas concentradas en el lumen que en el citosol, evitando
reacciones secundarias no deseadas, y por presentar un pH ligeramente alcalino (7'5-8’0)
proximo al pH éptimo de estas enzimas (8’0 y 8’5, respectivamente) (Weber et al., 2012).

Aunque no se ha definido todavia ninglin gen para transportadores en ningun cluster de
Penicillium o Aspergillum, recientemente se han identificado dos transportadores MFS
relacionados con la entrada del PAA y la isopenicilina N: el PenM y PaaT respectivamente. La
sobreexpresion del gen penM ha permitido aumentar el rendimiento hasta en un 236% en la
cepa Wis54-1255, mientras que su silenciamiento provocé un descenso del 90% (Martin,
2020). Se sospecha también del papel de transportadores ABC en la secrecion de la penicilina,
a raiz de un método de estimulacién con verapamilo (The Netherlands Patente n2
W0/2001/032904, 2001), que confirma que es un proceso activo. La expulsidén natural de
penicilina en levaduras al expresar en ellas su BGC refuerza la teoria de que la llevan a cabo
transportadores inespecificos (van den Berg, 2011).

4.2.4. Ingenieria del metabolismo secundario

Una de las consecuencias mds importantes del proceso de CSI, que hace de P.
chrysogenum una excelente fabrica bioldgica, es la represion de la expresién de genes
relacionados con otras rutas metabdlicas, que no harian sino desviar la sintesis de penicilina
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hacia otros metabolitos secundarios. Se estima que, incluso en cepas comerciales, solo el 10%
del carbono acaba formando parte de penicilina, y que para producir 1 mol de esta son
necesarios 73 moles de ATP para todos los procesos de transporte, secrecidén, etcétera
(Ozcengiz & Demain, 2013). La represién de rutas alternativas, por tanto, supone un ahorro
de recursos que aumenta el rendimiento del proceso. Este es el caso por ejemplo de Ila
degradacion de aminoacidos (Wu et al., 2020) o del acido fenilacético (PAA): este es
naturalmente metabolizado por una citocromo P450 monooxigenasa, codificada por el gen
phacA. La mutacidn de la cepa Wis.48-701 a Wis.49-133 supuso la delecidon de este gen, viendo
aumentado el rendimiento de penicilina en un 100% (Ozcengiz & Demain, 2013). Este avance
podria implementarse entonces de manera dirigida en otras cepas comerciales en las que la
ruta no esté optimizada, aumentando si cabe su rendimiento.

Siguiendo el principio opuesto, es posible aumentar la expresion de la proteina Pgal, que
regula positivamente a las enzimas involucradas en la sintesis de ATP, NADPH y cisteina, todas
ellas necesarias en la sintesis de penicilina (Carrasco-Navarro et al., 2016).

Otro grupo importante de enzimas que no pertenecen al clister biosintético de penicilina,
son las CoA ligasas peroxisomales. Incluyendo la fenilacetil-CoA ligasa (PCL) de la ruta de la
penicilina G, se han identificado ocho genes de enzimas de esta familia, de las cuales unas
colaboran al rendimiento del proceso y otras lo perjudican gastando CoA en otros sustratos.
Tres de estos genes tienen una expresion muy reducida en las cepas seleccionadas por CSI,
por lo que no deben de estar implicados en la ruta de la penicilina G; y otros tres si que se
expresan a niveles significativos (pero menores que los de PCL), pudiendo ser los responsables
de que se conserve minimamente la produccién de penicilina G al eliminar el gen phl/ de la PCL
(Weber et al., 2012). Se desconocen los sustratos de estas seis CoA ligasas. Si se conoce que
las dos restantes, la PCLy la AclA, son especificos para acidos grasos de cadena media y larga
respectivamente. El hallazgo de que AclA puede activar el 4cido adipico, permite que se pueda
aprovechar un microorganismo tan preparado para el uso industrial como es P. chrysogenum
en la sintesis de acido adipoil-7-aminodesacetoxicefalosporanico (ad-7-ADCA), precursor de
cefalosporinas (Koetsier et al., 2010).

La secuenciacion del genoma de Wis54-1255 evidencid la presencia, ademas de los BGCs
de penicilina, de clusteres que codifican varias sintasas: 10 sintasas de péptidos no-
ribosomales (NRPSs), 20 sintasas de policétidos (PKSs) y 2 hibridos NRPS-PKSs (van den Berg,
2011). Algunas estan relacionadas con la sintesis de compuestos de interés, como la
griseofulvina o la melanina, aunque en condiciones normales no se expresen en cantidad (Cao
et al., 2011). Sabiendo esto, es posible eliminar estos clusteres para evitar la competicion por
los demandados NADPH y ATP y mejorar el rendimiento de penicilina, del mismo modo que
también puede resultar de interés eliminar el clister biosintético de ésta si lo que interesa es
producir en P. chrysogenum alguno de estos otros compuestos.

Algunos grupos de investigacion han intentado producir nuevos principios activos
modificando la funcién de estas NRPS y PKS, debido a las posibilidades que ofrece su grany
complicada estructura. Sin embargo, esta misma dificulta enormemente el proceso,
habiéndose intentado sustituir diferentes unidades, subunidades, dominios y subdominios,
con diferentes grados de éxito. Las estrategias con mayor grado de éxito han sido las mas
directas, frente a las técnicas de mutagénesis aleatoria. Un ejemplo es la modificacidn de los
dominios que conforman el sitio activo de la NRPS A548, consiguiendo con éxito alterar su
especificidad, aunque sacrificando su velocidad catalitica (Guzman-Chavez et al., 2018).

A pesar del éxito de la ingenieria de NRPS y PKS en varios hongos filamentosos, no hay
todavia estudios de su efectividad en P. chrysogenum.
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4.2.5. Ingenieria del medio de cultivo

Cabe por ultimo destacar la posibilidad de optimizar la producciéon de penicilina en P.
chrysogenum mediante ingenieria del medio de cultivo, modificando su composicion y otros
parametros como luz y temperatura.

De manera inespecifica, es posible optimizar diferentes condiciones de luz, temperatura,
pH, estrés oxidativo y disponibilidad de fuentes de carbono y nitrégeno. La combinacién de
las herramientas de high-throughput screening, con un array de condiciones de cultivo, y
herramientas de bioinformadtica, permiten encontrar rapidamente las condiciones ideales,
ademas del valor afiadido de detectar la produccidon de nuevos metabolitos con potencial
antibidtico, como fue el caso de aspoquinolonas en A. nidulans (Scherlach & Hertweck, 2006).
Sin embargo, aunque han sido un éxito para este segundo propdsito, es cierto que aun faltan
por definir algunos pardmetros fisicos y quimicos (Guzman-Chavez et al., 2018).

De manera especifica, esta demostrado que anadir determinadas sustancias al medio de
cultivo funciona como estimulador o represor de la produccién. Por ejemplo, estd establecido
gue altas concentraciones de glucosa, fosfato o amonio reprimen el metabolismo secundario,
mientras que concentraciones limitadas de hierro y nitrégeno lo estimulan (Guzman-Chavez
et al., 2018); pero un paso mas alld seria el caso de la 4’-fosfopanteteina u oligosacdridos como
los mananos, que aumentan la actividad de la IAT. Se ha comprobado que la primera es
sintetizada de manera enddgena por la PPTasa, por lo que una estrategia para aumentar la
produccién de isopenicilina N y bencilpenicilina es amplificar el gen ppt (Ozcengiz & Demain,
2013). Otra sustancia clave seria el acido L-a-aminoadipico, cuya adicidon supone una mejora
significativa en la productividad (demostrando que su disponibilidad es limitante en la ruta)
(Weber et al., 2012). También el 1,3-diaminopropano ha demostrado inducir la transcripcion
de los genes pcbAB, pcbC, y penDE en un 100% (Martin, 2017).

Por ultimo, se ha implantado un modelo de co-cultivo llamado cominmente “crosstalk”,
por el cual se establece una relacion simbidtica entre diferentes especies. En esta, los
metabolitos secundarios producidos por uno servirian al otro como intermediarios
aprovechables, o bien lo protegerian del crecimiento de un tercer organismo indeseado. Esta
estrategia ha permitido descubrir moléculas normalmente no producidas por clusteres
silenciados, como fue el caso de los PK antibacterianos fumiciclinas Ay B (Adnani et al., 2017).

4.3. EXPRESION HETEROLOGA

La expresion heterdloga consiste en introducir un gen procedente de una especie y
expresarlo en otra diferente. Esta estrategia puede ser aprovechada para P. chrysogenum en
los dos sentidos posibles.

4.3.1. Penicillium chrysogenum como donador

Por un lado, se han realizado varios intentos de transferir el BGC de penicilina a levaduras
por su capacidad de fermentacidon. Destacan los experimentos en Saccharomyces cerevisiae
(Awan et al., 2016) y en Hansenula polymorpha, si bien en este ultimo se afiadieron ademas
los genes phl para la activacidon del PAAy el sfp de Bacillus subtilis para la activacién de la ACVS
(Gidijala et al., 2009). Sin embargo, los principales obstaculos de esta estrategia son el gran
tamanfio del fragmento de DNA (> 40 kbp) que debe clonarse, lograr una expresidn y activacion
efectiva de las enzimas deseadas, y la toxicidad de los productos para el organismo
hospedador (Rutledge & Challis, 2015). Por otro lado, se ha explorado la utilidad de enzimas
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concretas para biocatalisis, siendo el principal objeto de ello la isopenicilin N aciltransferasa
para producir 6-APA (Fernandez et al., 2003).

4.3.2. Penicillium chrysogenum como hospedador

También se puede emplear la expresidn heteréloga para introducir genes de otra especie
en P. chrysogenum y aprovechar su conocimiento y optimizacidn industrial. Esta estrategia
estaria facilitada por el desarrollo de una biologia sintética, con un sistema de promotores y
terminadores optimizados para P. chrysogenum y una produccién relativamente barata de
DNA sintético (Polli et al., 2016). Asi, seria posible programar rutas sintéticas enteras en él a
un coste relativamente bajo. Actualmente se ha conseguido desarrollar una cepa base sin BGC
de penicilina, roquefortina, crisogenina ni fungisporina, para optimizar el aprovechamiento
del carbono y el nitrégeno, y que sirva de fabrica para un amplio arsenal de BGCs heterdlogos
(Pohl et al., 2020). Es de especial utilidad para BGCs de otros hongos filamentosos o incluso
de levaduras, que no producen NRPs y PKs de manera natural. Esta estrategia ya ha tenido
éxito en otras cepas industriales capaces de producir compuestos novedosos (como la
pravastatina) a altas concentraciones en poco tiempo (MclLean et al., 2015).

La similitud en sus rutas biosintéticas ha permitido aprovechar a P. chrysogenum para
producir otros B-lactamicos, como el caso de las cefalosporinas. La obtencidn de cefalosporina
C (figura 3) y otros precursores en grandes cantidades es de especial interés, pues se emplean
en semisintesis para generar una grandisima variedad de cefalosporinas semisintéticas.
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Figura 3. Ruta biosintética de la cefalosporina C a partir de la isopenicilina N en Acremonium
chrysogenum.

Una isopenicilin N epimerasa (genes cefD1/2 en Acremonium chrysogenum) catalizaria la
isomerizacidn de la isopenicilina N en penicilina N, aunque se ve limitada en A. chrysogenum
por el transporte de la isopenicilina N hasta los organulos en los que se encuentra. Después,
una enzima con doble actividad expandasa/hidroxilasas (gen cefEF) ampliaria el anillo
tiazolidinico, formando la desacetoxicefalosporina C (DAOC), y seguidamente la hidroxilaria
produciendo desacetilcefalosporina C (DAC). En A. chrysogenum, la ruta termina con una
acetilacion por la DAC acetiltransferasa (cefG), paso limitado por un débil promotor del gen.
El producto final es la cefalosporina C (Ozcengiz & Demain, 2013).

La expresion del gen cefEF de A. chrysogenum en P. chrysogenum permite la produccion
de acido adipoil-7-amino-desacetilcefalospordanico (ad-7-ADAC). Este es un sintén de elevada
utilidad para la semisintesis de cefalosporinas, pues se puede convertir en acido 7-amino-
desacetilcefalosporanico (7-ADCA) por biocatalisis con una glutarilacilasa. Lo mismo ocurriria
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cointegrando ademads el gen cefG: el ad-7-ADAC se acetilaria en acido adipoil-7-amino-
cefalosporanico (ad-7-ACA), convertible en acido 7-amino cefalosporanico (7-ACA) por otra
glutarilacilasa. EI 7-ACA es uno de los sustratos mas empleados en la semisintesis de
cefalosporinas (Weber et al., 2012). La suplementacidn de acido adipico y la delecién del gen
codificante de Pc20g07920 (proteina relacionada con su catabolismo) permite multiplicar
hasta 8 veces el rendimiento de este proceso (Veiga et al., 2012).

4.4. BUSQUEDA DE NUEVOS ANTIBIOTICOS

Recientemente, la necesidad de encontrar nuevos antibiéticos y otras sustancias activas
ha devuelto la atencidén al screening de productos naturales en plantas y microorganismos.
Esta vuelta al enfoque tradicional, después de haber vivido una época dorada de desarrollo
quimico semisintético, se debe de nuevo a la biotecnologia e ingenieria genética, junto con
las técnicas de high-throughput screening (HTS).

En primer lugar, todas las estrategias tratadas anteriormente para el caso de la penicilina
se pueden aplicar a otros BGCs, incluso muchos de ellos silentes, para estimular su expresién
y analizar los productos. Asi se han podido conocer en P. chryosgenum los sorbicilinoides o la
viridicatumtoxina, entre otros (Weber et al., 2012). Las ultimas tecnologias como el sistema
CRISPR/Cas9 hacen estas manipulaciones relativamente sencillas.

En segundo lugar, el desarrollo de la metagendmica amplia ain mas el espectro de
busqueda de nuevas sustancias, permitiendo estudiar el genoma de microorganismos no
cultivables introduciéndolo en otros mas domesticados, como P. chrysogenum o A. nidulans
(Ribeiro da Cunha, 2019). De esta manera se pueden identificar enzimas capaces de producir
nuevas reacciones o nuevos productos de compleja obtencién quimica, generando extensas
bibliotecas de genes de manera rapida y sistematica (Coughlan et al., 2015; United States
Patente n2 US9988624B2, 2016). Siendo el principal obstaculo de la bioinformatica la falta de
validaciéon de estos hallazgos en organismos reales, contar con estas herramientas arroja
muchas esperanzas, y ya se han encontrado varios antibidticos por este método (aunque no
se hayan llegado aun a comercializar) (Guzman-Chavez et al., 2018).

Por ultimo, cabe mencionar una ultima tecnologia, la de la lipidémica. Esta permite
estudiar por ejemplo la composicién de las membranas y paredes celulares de un
microorganismo o el uso metabdlico de diferentes lipidos. Por un lado, este sistema
desentrafia nuevas dianas antibidticas, como las enzimas responsables de la sintesis de acidos
grasos Fabl, FabH, FabF o la acetil-CoA carboxilasa, conservadas en varios patégenos
altamente relevantes como micobacterias (Ribeiro da Cunha, 2019). Pero también, por otro
lado, conocer la estructura de las membranas y paredes celulares de patégenos permite
desarrollar modelos sintéticos, como liposomas, sobre los que ensayar nuevos farmacos y
estudiar su interaccién o farmacocinética (Pinheiro et al., 2019).

5 CONCLUSIONES

La Biotecnologia se presenta como una poderosa herramienta para mejorar
constantemente la produccion de antibidticos. A lo largo del ultimo siglo, tuvo una gran
repercusion en el desarrollo de cepas industriales de Penicillium chrysogenum, mediante
mutagénesis aleatoria. Este proceso ha llevado a la consolidacion de P. chrysogenum como
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fabrica celular, y al abaratamiento de la produccién de penicilinas en grandes cantidades como
se consumen hoy en dia.

Las técnicas de ingenieria genética han podido confirmar el amplio margen de mejora que
tiene la biosintesis de penicilinas. A la vez que permiten obtener un conocimiento bdsico de
los microorganismos, su genoma y proteoma, suponen una herramienta para aplicar dicho
conocimiento en la mejora de la salud publica. Por un lado, aumentar el rendimiento de
produccién garantiza el abastecimiento y el acceso de la poblacién a estos medicamentos.
También facilita el desarrollo de alternativas terapéuticas frente a resistencias de maneras
muy variadas: impulsando el screening de nuevos productos naturales no caracterizados,
permitiendo el disefio racional de antibidticos contra dianas especificas, o simplemente
aprovechando la maquinaria optimizada de P. chrysogenum para producir otras sustancias. En
este sentido, el potencial inmediato mas interesante es la obtencién de cefalosporinas en
P. chrysogenum, de mas amplio espectro que las penicilinas y por tanto mas utiles frente a
patdgenos resistentes.

Es destacable, a pesar de la relativa sencillez de la ruta biosintética de penicilinas,
dependiente de solo tres genes principales, la gran variedad de factores que pueden
condicionar su desempeiio y sobre los que la Biotecnologia puede actuar: la regulacién de su
expresion de multiples maneras, la optimizacién de los procesos de transporte celular, e
incluso todo el resto del metabolismo microbiano. Lo mas emocionante es que la aplicacién
de cada una de estas estrategias conlleva por si misma la multiplicacién de la productividad,
en ocasiones en varios érdenes de magnitud. Resultaria interesante intentar aplicarlas todas
en una misma cepa, tanto por el beneficio que supone desarrollar una cepa superproductora,
como por el estudio de los limites en el potencial de la Biotecnologia. Este, de momento,
resulta prometedor.
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