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RESUMEN: El 20 de Mayo de 2010 Craig Venter anuncié que
se habia creado el primer genoma sintético auto-replicativo ca-
paz de controlar el comportamiento metabdlico de las células
huésped. La reaccién al anuncio de Venter fue de sorpresa y
asombro, pero levanté toda una gama de alarmas desde entu-
siasmos alumbrados a exclamaciones de incertidumbre: ¢Qué
queria decir este anuncio? La biologia entraba en la era digital y
afirmaciones sobre potenciales riesgos y beneficios invadieron
el mundo cientifico. ¢Estamos acercdndonos a la “creacidn de
vida” mediante disefio? ¢Se podria crear materia viva a partir
de materia no viva? ¢Cudl es la diferencia entre materia viva
y no-viva? ¢El organismo que se habia generado por sintesis
quimica era el que se habia disefiado? El reto estaba en saber
disefiar las condiciones para que los genomas y los huéspedes
funcionaran al unisono. El reto es, por tanto, cientifico, pero lo
es igualmente técnico. ¢{Tenemos los conocimientos suficientes
para disefiar las interacciones entre unidades bioldgicas capa-
ces de generar organismos nuevos? ¢ Podria la biologia sintética
jugar algun papel en la clinica?
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ABSTRACT: On 20 May 2010, Craig Venter announced that
he had created the first self-replicating synthetic genome
capable of controlling the metabolic behaviour of host cells.
The reaction to Venter’s announcement was surprise and
amazement, but raised a range of alarms from enlightened
enthusiasm to exclamations of uncertainty: What did this
announcement mean? Biology had entered the digital age.
Claims about potential risks and benefits invaded the scientific
world. Were we approaching the “creation of life” by design?
What is the difference between living and non-living matter?
Was the organism generated by chemical synthesis the same
as that which had been designed? The challenge was to find
the conditions in which the genomes and the enucleated
hosts could function in unison. Do we have enough knowledge
to design interactions between biological units capable of
generating new organisms? Scientists have used DNA to modify
cells and organisms. In fact, a large industry has grown up based
on recombinant DNA technology. Could synthetic biology play
a clinical role?
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INTRODUCCION

El 20 de Mayo de 2010 Craig Venter anuncid que se
habia creado el primer genoma sintético auto-repli-
cativo y que una vez insertado en el interior de una
bacteria el genoma sintético era capaz de controlar el
comportamiento metabdlico del huésped. Afos antes,
en un dia caluroso de verano y con todo el boato que
se merecia, se puso de manifiesto que por primera vez
se habia logrado descifrar el cédigo genético humano
mediante la lectura de los 3 mil millones de letras que
formaban la molécula de DNA. El anuncio de la lectura
de la molécula de DNA humano ponia de manifiesto
que se habia cruzado un puente hacia una nueva era
de la biologia. Collins establecié que la nueva era de la
biologia no se restringia a un aumento en la cantidad
de conocimientos sino que implicaba que se entraba
en una etapa en la que mediante la lectura del DNA
se podrian disefar nuevos farmacos y se abria el paso
a disefiar nuevos derroteros terapéuticos personaliza-
dos. El anuncio de Collins y de Venter fue noticia en
todo el mundo e inundé los mds diversos medios de
comunicacion.

En realidad la afirmacién de que el siglo XXI seria el
siglo de la biologia no se deducia de una tesis mas a o
menos gratuita o iluminada sino que era consecuen-
cia de la conjuncion de un enorme cimulo de cono-
cimientos que hasta ese momento se habian ido es-
parciendo y cimentando durante la primera y segunda
mitad del siglo 20. La verdadera transformacién se
centraba en el hecho de que a partir de este momento
los conocimientos podian traducirse en instrumentos
operativos. Ya en 1978 se habia anunciado la llegada
de una “nueva era de la biologia” a la que se le dio
el nombre de “sintética” porque se podrian sintetizar
moléculas de DNA con objeto de disefiar genes. Res-
taba por saber si esos genes serian capaces de dirigir
procesos metabdlicos.

Para todos aquellos que han sido espectadores del
maravilloso espectaculo que ofrecio el desarrollo de
la Biologia en las décadas '40-80’, el anuncio de Co-
Ilins y Venter no era sino el fruto maduro de los cono-
cimientos generados con anterioridad. Curiosamente,
no se tenia conciencia de lo que podrian significar
aunque se empezaba a vislumbrar que la vida era el
resultado ordenado de la interaccién de los elemen-
tos quimicos. Se empezo a sofiar que si se podia cono-
cer el modo cdmo los elementos quimicos transferian
la informacion e interaccionaban entre si, y que si se
pudieran sintetizar quimicamente tales elementos
quimicos, se podria diseiar la vida de una manera
similar a como se disefia un edificio. Bastaba compo-
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ner el plano y colocar las piezas segun el disefio. Mas
aun, los comportamientos vitales se podrian controlar
dado que los genes controlaban la fisiologia del siste-
ma mediante el control de las rutas metabdlicas.

SIGNIFICADO DIGITAL DE LA BIOLOGIA SINTETICA

La reaccidn social al anuncio de Collins fue de sor-
presa y asombro. La reaccién al anuncio de Venter
fue también de sorpresa y asombro, pero con otros
tonos, y no se hizo esperar: se levanté toda una gama
de alarmas desde entusiasmos alumbrados a excla-
maciones de incertidumbre: éQué queria decir este
anuncio? ¢Significaria un cambio significativo en lo
que entendiamos hasta este momento por Biologia
o simplemente era un anuncio mas de los muchos a
los que Ultimamente estamos acostumbrados a escu-
chary que se olvidaria a los pocos dias de su anuncio?
Para algunos el anuncio de que la transferencia de
unos genes a una bacteria podian alterar el fenotipo
y hacer que el huésped desempefiase unas funciones
determinadas, era la confirmacion de que la vida no
era sino el fruto del juego de relaciones digitales entre
moléculas. También en biologia entrabamos en la era
digital como habia anunciado la informatica. Afirma-
ciones sobre potenciales riesgos y beneficios invadie-
ron el mundo cientifico y no cientifico.

Aunque la barrera existente entre el mundo inorga-
nico y el organico, convertida en dogma durante mu-
chos siglos, se habia roto con la sintesis de la urea por
Wholer, se pensaba que la barrera existente entre el
mundo orgdnico y el viviente parecia todavia subsistir
y que subsistiria aun después de esta primera ruptura
pues la materia viva y la materia no-viva pertenecian a
ordenes ontoldgicos diferentes. No habia posibilidad
de paso de una esfera a otra. La ruptura de la barre-
ra entre lo inorganico y lo organico, efectuada por la
sintesis de la urea, podria parecer un hecho insignifi-
cante cuando se le compara con la generacién de una
molécula de gran complejidad como el genoma sin-
tetizado por Venter. Pero, en realidad no es asi si nos
trasladamos al momento en que Wholer, en el 1828,
presentd sus experimentos. Otros investigadores ha-
bian fracasado en su intento y de hecho, en torno a la
sintesis de la urea, se levantaron toda clase de espe-
culaciones tanto cientificas como filosdficas. ¢ Estdba-
mos ante el inicio cientifico de la alquimia?

éSe podria crear materia viva a partir de materia
no viva? ¢Cudl es la diferencia entre la materia viva 'y
no-viva? éiLos elementos que forman la materia viva
serian diferentes a los elementos que formaban la
materia no-viva? La légica de la que emergian tales

doi: http://dx.doi.org/10.3989/arbor.2014.768n4002


http://dx.doi.org/10.3989/arbor.2014.768n4002

preguntas parecia aplastante puesto que ¢no era ver-
dad que cientificamente hablando habia que suponer
que el origen de la materia viva deberia haber proce-
dido de algo no vivo a menos que se admitiera que la
materia viva habia existido siempre junto a la no viva?
Puesto que esta segunda afirmaciéon no podia ser
mantenida cientificamente habria que suponer que
se podria construir vida de no-vida. Pero ese no era el
problema fundamental. Supongamos que se pudiera
construir vida de no vida, la pregunta seria: Y ¢Cémo?
Wholer dio el primer paso. De hecho, la ruptura de
esta primera barrera ha dado lugar a una floreciente e
industriosa revolucién que ha invadido aun el mundo
de la medicina para entrar en la era de la Farmacolo-
gia y Biomedicina. Tanto influyd el anuncio de Venter
que algunas mentes llegaron a ver en el tejido social
vestigios de comportamientos de tipo biolégico y que
resortes de este tipo podrian influir en lo social. Asi,
el siglo 21 seria el siglo de la Biologia e igualmente el
siglo de la Antropologia bioldgica al poder controlar
con moléculas quimicas el comportamiento humano.
Lo que se habia hecho con una bacteria, ¢podria ha-
cerse con un huésped mas complejo?

Aunque Venter utilizé la palabra “crear vida”, en el
ambiente cientifico todos entendimos lo que en reali-
dad habia hecho o habia querido decir: Venter habia
sintetizado un genoma capaz no solo de dirigir las fun-
ciones de la bacteria sino que podia auto-replicarse
en su interior dado que el huésped con su maquinaria
citoplasmatica era capaz de expresar los genes pre-
sentes en el genoma sintetizado, y mediante su ex-
presién era capaz de controlar su metabolismo. El ge-
noma controlaba rutas metabdlicas pero mas aun, la
bacteria se controlaba a si misma utilizando ese geno-
ma. Se podria, entonces, hablar, con toda propiedad,
de la creacién de un organismo nuevo no existente
con anterioridad.

La pregunta en este caso seria: ¢El organismo que
se habia generado era el que se habia disefiado? No
puede olvidarse que el genoma se habia insertado
dentro de un sistema celular que, en términos de in-
teraccion macromolecular y de red de interacciones,
es mucho mas complejo que el dictado por el genoma
nuevo generado por sintesis. El genoma, por si solo,
no podria haber hecho “nada” sin la mediacion del
sustrato citoplasmatico de la bacteria. Lo importante
era que la informacién procedente del nuevo genoma
sintético podia dirigir las rutas metabdlicas de la célu-
la huésped a la que se habia insertado. De alguna ma-
nera se podia decir que la bacteria huésped adoptaba
el nuevo genoma como suyo y el genoma adoptaba el

ARBOR Vol. 190-768, julio-agosto 2014, a148. ISSN-L: 0210-1963

citoplasma huésped como suyo. Las piezas bioldgicas
para generar un organismo eran intercambiables. Asi,
la biologia sintética se podria definir como el disefio y
construccion de nuevos sistemas biolégicos no natu-
rales y el redisefio de sistemas biolégicos naturales ya
existentes para lograr desarrollar aplicaciones utiles.
En este sentido la Biologia sintética es una tecnologia
especializada en la construccion y unién de sistemas
bioldgicos complejos (Endy, 2005).

¢DONDE RADICA LA NOVEDAD DE LA BIOLOGIA
SINTETICA?

Lo verdaderamente sorprendente era que mediante
1- la unién de blogues quimicos elementales se habia
podido construir una molécula de DNA, que 2- al unir-
se los bloques la molécula transportaba informacién y
que 3- al interaccionar con otras unidades de la bac-
teria las informaciones que trasportaba se convertian
a su vez en unidades operativas. Hasta entonces los
blogues de informacién venian dados. Lo mas que se
podia hacer con ellos era aislarlos del organismo don-
de estaban y ser modificados mediante las técnicas
del DNA recombinante desarrollas décadas atras (ver
mas adelante referente al desarrollo de vacunas).

El grave interrogante que se le planteaba al mun-
do cientifico radicaba en que mientras los codigos de
informacién dados hasta entonces habian sido selec-
cionados a través de millones de afios de evolucién
y se habia testado la interaccion entre las moléculas,
seleccionando las moléculas informativas no toxi-
cas, los nuevos cédigos generados mediante sintesis
no habia pasado por el cribado de la evolucién y por
consiguiente no se conocia si eran beneficiosos o no.
Durante muchos afios los cientificos habian utilizado
técnicas de DNA recombinante para disefiar piezas de
informacién genética para insertarlas en otros geno-
mas. Las piezas procedian de un organismo vivo. Los
codigos que se habian seleccionado por evolucion no
deberian, en principio, ser deletéreos. ¢Podrian los
genomas que se sintetizaran quimicamente ejercer
funciones hasta ahora no controladas e incontrolables
cuando se enfrentaran con el medio ambiente que si
eran fruto de la evolucion? La molécula de DNA que
antes habia sido sintetizada por un organismo vivo (la
bacteria) ahora la sintetizaba una maquina.

El anuncio de Venter iba mas alla de la simple sinte-
sis quimica de un genomay de lainsercidn del genoma
en una bacteria. El anuncio puso de manifiesto que se
podian conjuntar dos sistemas, uno de gran compleji-
dad interactiva con otro de gran complejidad informa-
tiva. El problema era que si esta conjuncidn y didlogo
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no se llevaban a cabo con absoluta precision se podria
arruinar tanto el genoma sintetizado como el organis-
mo en el que se insertd tal genoma. Habria que hacer
la conjuncion con absoluta precisién. No habia datos
que predijeran a priori el éxito de tales conjunciones.
De hecho, no sabemos nada de los fracasos y posi-
bles destrucciones de los genomas sintetizados y de
las bacterias huésped. Si sabemos que en un caso el
resultado fue positivo y que si se puede dar un caso
se pueden dar mas y de hecho se ha confirmado que
asi es. El reto estd en saber disefiar las condiciones
para que los genomas y los huéspedes funcionen al
unisono. El reto es, por tanto cientifico, pero lo es
igualmente técnico. {Tenemos los conocimientos sufi-
cientes para disefiar las interacciones entre unidades
bioldgicas capaces de generar organismos nuevos?
Por el momento, se puede afirmar que todavia no.

Por tanto, dependiendo de lo que se entienda por
vida no seria erréneo afirmar que mediante la con-
juncién de una informacion genética exégena y una
red de rutas citoplasmaticas, ya existentes, se podria
generar un sistema de interacciones entre moléculas
que se auto-replicasen y que, por tanto, tuviesen las
caracteristicas fundamentales de lo que llamamos
vida. En realidad si contemplamos la diversidad de
formas de vida que existe en la naturaleza, tendremos
que concluir que el concepto vida no es sino una rica
metdfora utilizada para expresar la existencia de un
fendmeno homeostatico de gran complejidad. Si esto
es asi, la adjetivacion del término vida estaria en fun-
cion del genotipo y fenotipo del sustrato al que se le
atribuye el término vida. No bastaria ni el genotipo
ni el fenotipo. Diversidades de vida habian sido ge-
neradas por la Naturaleza millones de afos antes. El
ser humano empezaba a imitar la accion de la natu-
raleza porque empezaba a entender el modo cémo la
Naturaleza lo habia hecho. A modo de principiantes,
los cientificos habian utilizado el DNA para modificar
células y organismos. De hecho ha crecido una gran
industria basada en la tecnologia del DNA recombi-
nante. éCon la nueva tecnologia basada en la biologia
sintética, —sintesis quimica de genomas y una apropia-
da conjuncion de sistemas informativos-, creceria una
industria al mismo nivel?

LA INGENIERIA COMO ELEMENTO ESENCIAL DE LA
BIOLOGIA SINTETICA

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto se
puede facilmente entender que el fin de la Biologia
sintética es generar, mediante ingenieria de procesos,
sistemas bioldgicos que cumplan funciones disefiadas
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de antemano. Para que tal fin se lleve a cabo es nece-
sario cumplir dos condiciones: Ser capaz de construir
un gen y aun un genoma de gran longitud a partir de
sus componentes elementales y lograr que ejerza la
funcién para la que habia sido disefiado cuando se le
coloca en un ambiente determinado. Mediante la sin-
tesis quimica se ha logrado construir un gen de gran
longitud y aun un genoma de una longitud mucho
mayor. Pero, para que la Biologia sintética fuera total-
mente autdnoma tendria que ser capaz de disefiar y
construir el sistema complejo donde situar el genoma
sintetizado. El primer paso esta dado y conseguido. El
segundo es mucho mas dificil y por ahora esta lejos de
poder ser conseguido puesto que no conocemos las
reglas del juego interactivo que se lleva a cabo entre
miles de moléculas. Esto no limita en nada la trascen-
dencia de la Biologia Sintética sino que la coloca en el
marco donde, por el momento, debe situarse.

El desarrollo, hace poco mas de una década, de un
sistema de dos redes de genes que funcionan como
un interruptor y un oscilador puso en marcha la rapida
aparicién de la Biologia sintética como una rama de
la ingenieria bioldgica de utilidad practica. Pronto se
disefaron y se construyeron circuitos genéticos cada
vez mas sofisticados inspirados en la complejidad de
circuitos eléctricos (Danino et al., 2010; You, R. et al.,
2004) o electrénicos. Lo mismo que las redes fisicas,
las redes génicas debian complementarse interaccio-
nando al unisono. Los circuitos fisicos generan ener-
gia. Los circuitos génicos son capaces de controlar el
comportamiento celular y el fenotipo. Al fin y al cabo,
los circuitos génicos también generan energia. A par-
tir de estos desarrollos se han disefiado y construido
circuitos cada vez mas complejos y se han comenzado
a utilizar estos sistemas en una variedad de entornos,
incluyendo la clinica. Igualmente se ha tratado de ex-
plorary explotar la modularidad genética mediante el
disefo de rutas bioldgicas. Obviamente estamos en
los albores del empleo de la Biologia sintética dado
que los circuitos que se han logrado disefiar capaces
de desarrollar funciones especificas son todavia de
muy limitada complejidad. En Biologia los limites es-
tan definidos por la complejidad. Cuanto mdas comple-
jos sean los circuitos interactivos mayor serd la espe-
cificidad aunque también lo serd la incertidumbre en
cuanto a su funcionamiento y potencial riesgo. No se
debe descartar la posibilidad de introducir en nano-
magquinas moléculas de DNA capaces de adoptar con-
formaciones diferentes y servir como interruptores
bioldgicos y aun de uso industrial. El final de |a historia
es disefiar funciones.
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LA BIOLOGIA SINTETICA EN LA CLINICA

1. Resistencia a antibidticos

Dado, por ejemplo, que las bacterias se estan vol-
viendo resistentes a los antibioticos de forma cada
vez mas rdpida es necesario disefar estrategias que
tengan por objeto mejorar el arsenal antimicrobiano
asi como mejorar la eficacia de los antibidticos exis-
tentes. Por ejemplo, se han disefiado virus especifi-
cos para atacar o debilitar cepas bacterianas resis-
tentes a antibiéticos mediante la interrupcidn de los
mecanismos de defensa. Concretamente el fago T7,
de naturaleza litica, que expresa la dispersina B es
capaz de eliminar el 99,9% de las células bacterianas
resistentes a los antibidticos cuando son infectadas
con el fago. También se han disefiado adyuvantes
bioldgicos sintéticos basados en fagos (M13 no litico)
modificados con objeto de mejorar la eficacia de qui-
nolonas, B-lactamicos y aminoglucésidos (Lu y Co-
Ilins, 2009) mediante la destruccién de las redes que
regulan los mecanismos de defensa. El tratamiento
con estos fagos da como resultado que estos anti-
bidticos tengan una eficacia unas 5.000 veces ma-
yor. También se ha descrito la construccion de genes
sintéticos para la construccién de una red de genes
que podria, en principio, provocar que una poblacién
de mosquitos modificados en el laboratorio pudiera
difundir rdpidamente la modificacidn genética a una
poblacidn de campo y de esta forma reducir la capa-
cidad de trasmision de la infeccidn.

2. Tratamiento de tumores

Otro campo donde la biologia sintética puede tener
un radio de accidn importante es el tratamiento de
tumores. A pesar del éxito de las terapias contra el
cancer, la radioterapia y la quimioterapia siguen pro-
duciendo un dafio considerable en las células sanas
de los individuos tratados. Por esa razén es perentorio
disefar sistemas que sean capaces de distinguir con
precision células sanas de enfermas. Para este fin me-
diante biologia sintética se pueden disefar bacterias
capaces de reconocer, invadir y destruir células cance-
rosas (Anderson et al., 2006). Como ejemplo, se pue-
de citar la transferencia a Escherichiacoli de un gen
capaz de sintetizar la proteina INV (invasina) que se
une fuertemente a receptores de la integrina f1 de
mamiferos. Otros sistemas de erradicacidon de célu-
las cancerosas disefiado mediante Biologia sintética
consiste en introducir en el huésped por via intrave-
nosa bacterias modificadas capaces de invadir células
cancerosas que tuvieran como objeto identificar una
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ruta tumorogénica. Las bacterias se disefiaron para
suprimir mediante iRNA la expresién de CTNNB1 (que
codifica B1-catenina). Se eligio este sistema dado que-
la sobre-expresion de este gen se asocia al inicio de
muchos tipos de canceres de colon.

3. Modificacion de la fauna microbiota y macrobiota

Otro de los campos donde la Biologia sintética pue-
de tener gran relevancia se refiere a la modificacion
de la fauna microbiota de organismos de alta com-
plejidad. Esta fauna es un ecosistema compuesto de
miles de microorganismos que regulan la fisiologia
de los organismos huésped. Curiosamente, el nime-
ro de esos microorganismos supera el de las células
del organismo residente por un factor de 10 a 100.
Al ser bien tolerados estos microorganismos son po-
tenciales vectores para implementar circuitos gené-
ticos sintéticos y asi corregir anomalias metabdlicas.
Por ejemplo, la bacteria Escherichia coli, que expresa
altos niveles de CAI-1y Al-2, se ha utilizado como vec-
tor para prevenir la infeccion del célera mediante el
diseio de una interaccion especifica entre los micro-
bios del intestino (Duan y March, 2010). Durante la in-
feccion Vibrio cholerae secreta factores de virulencia
CT a baja densidad. V. choleraedetecta los niveles de
un auto-inductor 1 (CAI-1) y un auto-inductor 2 (IA-2).
Cuando ambos inductores se expresan en un nivel alto
cesa la expresion de los factores de virulencia. La in-
gesta de bacterias modificadas por ratones infectados
redujo dramaticamente la expresidn de los niveles de
la toxina del célera. Asi, mediante la programacion de
circuitos génicos se pueden ejecutar procesos sofisti-
cados que tras la implantacion en un organismo pue-
den desempeiiar funciones aplicables a una medicina
personalizada. En el campo de la macrobiota se puede
citar la generacién de células troncales pluripotentes
o células iPS a partir de células epiteliales mediante la
construccidn de redes génicas que les dotan de una
capacidad de desarrollo y diferenciacidn especifica y
disenada.

4. Generacion de vacunas

A. Empleo del uso de vectores plasmidicos

El desarrollo de las técnicas biotecnoldgicas vivido
en los Ultimos 20 afios ha permitido realizar grandes
avances en el disefio de nuevas vacunas. La primera
gran aportacién de la biotecnologia ha sido el reem-
plazo de mezclas de antigenos por proteinas de los
mismos organismos expresadas gracias a las técnicas
del DNA recombinante. El caso mas paradigmatico es
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la vacuna contra la hepatitis B basada en las proteinas
de la envuelta del virus (proteina HBVS, fundamental-
mente) obtenidas de forma recombinante en levadu-
ras o en cultivos de células de mamifero.

En la actualidad, la creacion de vacunas basadas en
proteinas recombinantes se encuentra en diferentes
fases de investigacion y desarrollo. Los sistemas mas
sencillos de produccion de proteinas heterdlogas son
aquellos basados en el uso de bacterias tales como
E.coli. Los vectores de expresidn bacterianos son tipi-
camente plasmidos que contienen uno o mas orige-
nes de replicacidn y genes de seleccion. Las proteinas
heterdlogas se pueden obtener fusionadas a péptidos
lo que permite una eficiente purificacion por afinidad.
Otra ventaja es la facilidad del crecimiento bacteriano
en medios definidos de bajo coste y con posibilidad
de ser escalados en procesos de produccién. Como
principal desventaja cabe destacar la incapacidad de
las bacterias de generar muchas de las modificacio-
nes necesarias para obtener las proteinas maduras tal
y como se presentan al sistema inmunoldgico en los
patdégenos y que son necesarias para recrear la anti-
genicidad de las mismas. Otro problema adicional de
los sistemas bacterianos es la posible contaminacién
de las proteinas heterdlogas con endotoxinas, que por
interaccionar con el receptor TLR-4 del sistema inmu-
noldgico innato puede generar respuestas indeseadas
(Beutler y Rietschel,2003).

Como ejemplo de desarrollo de vacunas recombi-
nantes frente a una infeccién causada por un virus se
pueden citar los esfuerzos realizados en el campo de las
vacunas contra Dengue. En este caso el candidato mas
destacado es el empleo de la glicoproteina E del virus.
El objetivo de la inmunizacién con las vacunas basadas
en la glicoproteina E es conseguir generar respuestas de
anticuerpos neutralizantes, acompafiadas ademas por
la induccion de respuestas celulares mediadas por lin-
focitos T CD4* y CD8". Existen otros ejemplos de protei-
nas recombinantes expresadas en bacterias que, en la
actualidad, se encuentran en proceso de investigacion,
de desarrollo o incluso comercializadas. Como muestra
se pueden citar una vacuna basada en una proteina de
Bucella abortus capaz de generar protecciéon en mode-
los experimentales de ratdn de esta patologia, la pro-
teina quimérica compuesta por tres antigenos de Leish-
mania (LEISH110) en fase 2 de su analisis como vacuna
frente a leishmaniosis humana o la vacuna basada en la
versién recombinante de la proteina A2 de Leishmania
(Beaumier et al., 2013).

Las células eucariotas se han convertido en la alter-
nativa razonable para la expresidon de antigenos mo-
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dificados. Por su versatilidad y otras ventajas pueden
llegar a desplazar a los sistemas bacterianos en un fu-
turo proximo. Dependiendo del sistema eucariota que
se emplee los vectores presentaran disefos diferentes.
Los mas evolucionados estdn basados en levaduras.
Habitualmente se emplean cepas de levaduras para
adecuar los patrones de modificacién de las proteinas
a los realizados por las células de los hospedadores,
como se ha descrito para las versiones recombinantes
de la Neuraminidasa del virus influenza (Yang et al.,
2012). Estos vectores han permitido también obtener
algunos de los antigenos en forma soluble que en sis-
temas procariotas se expresaban y aislaban en cuerpos
de inclusiéon. Un ejemplo tipico del uso de este tipo de
plasmidos es el utilizado para generar vacunas experi-
mentales frente a Leishmania empleando proteinas de
la saliva de sus insectos vectores (Gomes et al., 2012).

Un interesante uso alternativo de estos plasmidos
de expresion eucariota es su empleo como vacunas
de DNA. Estas vacunas de tercera generacion parten
de las observaciones realizadas por Wolf y colabo-
radores (Wolff et al., 1990), donde describen que la
inoculacion intramuscular de plasmidos es capaz de
transfectar miocitos y por lo tanto inducir una eficaz
produccidon de proteinas heterdlogas. Esta expresion
puede generar tanto respuestas de anticuerpos como
respuestas celulares, implicando tanto a los linfocitos
CD4*Th1 como CD8". En la induccidn de las respuestas
observadas se han propuesto dos mecanismos que
implican a células presentadoras de antigeno (Figura
1). La transfeccidn directa de estas células provocan la
produccién intracelular de las proteinas heterdlogas
que son procesadas para su presentacion en el comple-
jo mayor de histocompatibilidad de tipo | (generando
respuestas citotdxicas, CD8* y de tipo I, estimulando
la diferenciacidn y expansidn de células CD4". La inte-
raccion de las moléculas del plasmido con el receptor
TLR-9 induce la liberaciéon de IL-12, que promueve la
diferenciacién de los linfocitos T CD4* hacia el fenoti-
po Thl. La complejidad de las respuestas generadas
las convierte en candidatos para el tratamiento de un
gran numero de enfermedades causadas por agentes
infecciosos. Los vectores disefiados para estas vacu-
nas no poseen genes de seleccidn y tienen optimizado
el uso de codones en las regiones codificantes de las
proteinas vacunales. La administracion de adyuvan-
tes junto a las proteinas vacunales, las estrategias de
“prime-boost” y la secrecion de proteinas heterdlogas
o su fusién con secuencias, que las dirigen hacia cé-
lulas presentadoras de antigenos, intentan maximizar
los efectos protectores de las vacunas (Gurunathan et
al., 2000; Cayabyab et al., 2012).
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Figura 1. Proceso de transfeccidén de miocitos o de células presentadoras de antigeno (APC) con ADN
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Abreviaturas: MHCI, Complejo Mayor de Histocompatilidad Clase I; MHCII,Complejo Mayor de Histocompatilidad Clase Il; CD4+, linfocito T que
expresa la proteina CD4; CD8+, linfocito T que expresa la proteina CD8; B, linfocito tipo B; Th1, linfocito tipo Th1; IL-12, interleukina 12; IFNa,
interferon tipo alfa; TAP1y TAP2, transportador asociado con el procesamiento de antigenos; TRL-9, receptor tipo Toll; CpG,dinucleétidoCpG;

ARNm, RNA mensajero.

B. Un ejemplo del desarrollo en Espaia de vacunas
contra Leishmania

Tras la infeccidn por pardsitos y muy particularmen-
te tras la infeccién por Leishmania bien en perros o
humanos determinadas proteinas ribosomales son
particulas inmuno-dominantes. En concreto las pro-
teinas ribosomales PO, P2a y P2b son ejemplo de an-
tigenos generados mediante infeccion por pardsitos
intracelulares. De hecho después de una infeccién vis-
ceral tanto en perros como humanos se generan fuer-
tes respuestas inmunes contra estas proteinas (Coel-
ho et al., 2009; Ramirez et al., 2013; Soto et al., 1995).
Curiosamente, a pesar de que estas proteinas estan
muy conservadas a lo largo de la evolucion tanto en
parasitos como perros o humanos los anticuerpos se
generan contra secuencias especificas de las protei-
nas del parasito sin haberse observado reactividad
cruzada. Algunas de estas proteinas son antigénicas
en pacientes con enfermedades autoinmunes. Los
epitopos B se situan en las partes mas variables de
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P2a, P2b y PO lo que explica que la respuesta inmu-
ne vaya dirigida contra esas zonas. La proteina PO se
ha empleado para el desarrollo de vacunas contra la
forma cuténea tanto en ratones susceptibles BALB/c
como resistentes (C57BL/6). Es interesante observar
que en BALB/C la inmunizacidon con un vacuna de
DNA basada en PO o con la proteina PO combinada
con un adyuvante induce proteccién parcial contra la
infeccidn por L. major. Una vacuna de este tipo induce
proteccidn total contra L. major en ratones 57BL/6. Se
ha observado igualmente que la vacunacion de rato-
nes con una mezcla de proteinas ribosomales induce
respuestas de tipo Thl junto a la generacién de res-
puestas protectivas y se correlaciona con proteccidn
contra L. major (Iborra et al., 2008), L. amazonensis o
L. Chagasi (Chavez-Fumagalli et al., 2010). La protec-
cién observada en el modelo BALB/c-L. major fue tan
robusta que resistié una segunda infeccidon (Ramirez
et al., 2013). Ademas, la proteina S4 de L. braziliensis
es reconocida por un clon T derivado de un paciente
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humano resistente a la infeccion DTH positivo. Esto
indica que el reconocimiento por el sistema inmu-
noldgico de algunas proteinas ribosomales no esta
necesariamente relacionado con la progresidon de la
enfermedad. También se ha descrito que dos protei-
nas ribosomales LmL3 y LmL5 generan respuestas
protectoras contra la infeccion por L. majory L. bra-
ziliensis en BALB/c. Una proteina quimérica basada
en determinantes antigénicos H2A, P2a, P2b y PO
protege contra infeccion por Leishmania visceral en
perros (Molano et al., 2003; Carcelen et al., 2009).

C. Generacion de antigenos de disefio mediante la
sintesis de genes sintéticos

En el gran cambio que se estd llevando a cabo, en
el entorno del desarrollo de vacunas, la Biologia sin-
tética puede desempefiar un papel crucial. Como se
puede intuir ello es debido a poder sintetizar genes
quiméricos de gran longitud y poder expresarlos en
sistemas bacterianos, levaduras, células de insectos o
sistemas vivos bien mediante administracién directa
del gen en forma de DNA (ver apartados anteriores)
o mediante la administracién de las proteinas expre-
sadas. Asi, se puede construir un gen quimérico en
cuanto que contiene fragmentos de varias proteinas
existentes o auin no existentes en la naturaleza. Al no
existir en la naturaleza tal gen quimérico habria sido
imposible su obtencion. En la actualidad el disefio
quimérico se hace tan facilmente como escribir una
frase en una hoja de papel. Basta saber colocar de
forma apropiada los pares de bases uno detras de
otro en un orden tal que al ser leida por la maqui-
naria bioldgica genere una informacion precisa. Por
eso lo verdaderamente importante es no solo con-
catenar las bases sino construir una frase que tenga
significado, es decir un gen funcional en un contexto
bioldgico determinado. Esta idea ya existia con ante-
rioridad a la era de la Biologia sintética, propiamente
dicha, pero no habia método para poderla llevar a la
practica. La gran revolucion es que la construccion se
puede hacer y ademas de forma sencilla. Ya existen
maquinas que pueden generar esas concatenaciones.
El arte estd en el disefio y el reto estd en saber como
colocar las letras (elementos quimicos) para que una
vez insertado en un sistema vivo pueda generar una
proteina funcional, antigénica e inmunogénica. Pero
el reto es todavia mayor: No basta con construir el
gen sino en saber cémo aislar la proteina codificada
de forma que sea soluble, que sea estable dado que
lo mas probable es que la proteina disefiada no sea
ni estable ni soluble, y que sea operativa. Hay que re-
montar un problema para el que por el momento no
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existe una solucion general. Estabilidad y solubilidad
son dos requisitos que se pueden considerar sine que
non para el éxito de una vacuna. Por el momento las
soluciones para lograr estabilidad y solubilidad son ad
casum. Por eso la biologia sintética sin una ingenieria
bioldgica adecuada seria de utilidad limitada. Existen
algoritmos para examinar (a) los grados de solubilidad
y estabilidad, (b) el caracter hidrofébico e hidrofilico,
(c) la identificacion de sitios de ruptura dentro de la
proteinay (d) el disefio de epitopos de clase HLA | y II.
Pero hay que sefalar que todos estos algoritmos solo
son indicativos. La prueba de fuego esta en la demos-
tracion de que lo disefiado ejerce la funcion bioldgica
predeterminada. En principio, no se puede excluir a
priori que la proteina sintetizada quimérica no tenga
alguna propiedad téxica ya que con anterioridad nun-
ca se habia relacionado con un elemento vivo ni habia
pasado el tamiz de la evolucion.

5. Aspectos sociales y éticos de la Biologia sintética

Teniendo en cuenta que se trata de un campo de
desarrollo nuevo con enormes potencialidades es
necesario asegurar de antemano que a medida que
se desarrolla el potencial de la Biologia sintética se
controle la razén beneficio/riesgo teniendo en cuen-
ta que sin riesgos no hay beneficios que merezcan la
pena. Hasta el momento los potenciales riesgos de la
Biologia sintética son solo prospectivos. Es probable
que el principal riesgo que necesita ser supervisado
se centre en la introduccion de organismos nuevos
en el medio ambiente, el analisis de cémo van a in-
teractuar con él y la generacion de genes sintéticos
con efectos deletéreos tanto a nivel de DNA como de
la proteina que codifican. Muchas de las directrices
existentes para los organismos modificados genéti-
camente se podrian aplicar a la Biologia sintética. Sin
embargo pueden existir riesgos especificos que surjan
no del producto final sintetizado sino de sus procesos
de investigacidn y desarrollo. En este como en tantos
otros campos se recomienda una actitud proactiva al
mismo tiempo que recelosa. No existe el riesgo cero,
ni son previsibles todos los potenciales riesgos pero
precisamente por eso debe de forma periddica efec-
tuarse una evaluacién de los riesgos.

Desde un punto de vista ético, y dada la inmediata
globalizacion de los conocimientos cientificos, uno de
los primeros pasos que es necesario dar para que la
biologia sintética tenga éxito desde un punto de vista
social es disefiar sistemas de evaluacion del riesgo de-
rivado de la intercomunicacion y asegurar el control
de la exactitud de los datos diseminados. Los conoci-
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mientos cientificos pueden ayudar a la humanidad a
resolver graves problemas, sobre todo los referidos a
la salud, pero invariablemente también pueden intro-
ducir riesgos y a menudo a generar preocupaciones
y temores. Junto a estos beneficios esta la obligacion
de considerar con la mayor precision posible los po-
tenciales peligros. Por eso el principio de precaucion
aplicado al uso de la Biologia sintética ha ido adqui-
riendo fuerza cada vez mas destacada. No olvidemos
que al hacer Biologia Sintética nos movemos en un
entorno de gran incertidumbre y que los objetivos
son en realidad muy ambiciosos: generar una serie
de instrumentos bioldgicos estandar de tipo universal
gue tengan caracteristicas especificas de manera que
puedan combinarse formando unidades que pueden
no existir en la naturaleza. El ideal seria poder trasfor-
mar los procesos bioldgicos en procesos digitales mas
sencillos que pudieran ser adaptados a la industria de
forma rutinaria y mecanica.

Desde un punto de vista socioldgico cinco son los
principios mds relevantes que se deben tener en
cuenta: 1- Beneficencia publica, que se centra en la
obligaciéon de promover actividades individuales y
colectivas, incluyendo la investigacidn cientifica y bio-
médica. Estas actividades deben tener como objeto
promover el bienestar publico estando atentos a los
riesgos. Por tanto el ideal de la beneficencia publica
reside en implementar politicas para maximizar los
beneficios publicos y reducir al minimo los dafios a
la comunidad. 2- Gestidn responsable, que se centra
en pensar y actuar colectivamente en beneficio de la
comunidad. Es importante destacar que se ha de te-
ner una prudente vigilancia y que se han de estable-
cer procesos de evaluacién antes y después de que los
proyectos se lleven a cabo. Una gestidn responsable
incluird implementar mecanismos para limitar el uso
de determinadas tecnologias cuando sea necesario. 3-
Garantizar una autonomia y Libertad intelectual junto
a responsabilidad. La ciencia, como conocimiento, de-
sarrollo y tecnologia, estd en funcidn de la libertad in-
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telectual junto a la responsabilidad. Si bien muchas de
las tecnologias emergentes suscitan preocupaciones
por el hecho de que se pueden usar tanto para bien
como para mal, es cierto que los temores existentes
no justifican en muchos casos la limitacion de la liber-
tad intelectual. 4- Garantizar una deliberacion publi-
ca, el principio de la deliberacién publica va dirigida
a la toma de decisiones que tienen en cuenta puntos
de vista opuestos junto a la activa participacion de los
individuos involucrados. 5- El principio de justicia, con
objeto de dirigir e identificar politicas publicas que
aseguren que las nuevas tecnologias se desarrollen
de forma responsable de manera que los beneficios
se distribuyan de forma equitativa. En este sentido no
se puede dejar de lado la cooperacién internacional
y el didlogo dado que las barreras biolégicas se han
estrechado cada vez mas.

No cabe duda que del mundo inorganico se ha pa-
sado al organico, del mundo orgénico se ha pasado al
molecular biolégico y del mundo molecular biolégico
vivo se ha pasado al mundo molecular biolégico sinté-
tico que tiene las caracteristicas de lo vivo. A veces las
utopias y las distopias parecen ser el Unico escenario.
Hay que descubrir qué hay de realidad en las utopias y
las distopias. Termino con las palabras de W. Wagner,
Commission Vice Chair and President of Emory Uni-
versity: “We strongly support an open dialogue bet-
ween DIY (Do it Yourself) groups and the government
as we go forward so that scientists and government
can discuss the research constraints necessary to pro-
tect public safety as the field continues to evolve.”
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