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El ideal debe ser nuestro compromiso
directo con la razon, la tolerancia
humanista y la implicacion social.

(Andnimo)

INTRODUCCION

Excelentisimo Sr. Presidente de nuestra Real Academia
Excelentisimas Sefioras Académicas

Excelentisimos Sefores Académicos

Sefioras y sefiores

Amigas y amigos

Como es tradicional en el acto de recepcion de un nuevo académico de
numero de esta docta corporacion, el Académico electo debe leer el discurso de
ingreso correspondiente. Esta es la razén por la que hoy tengo el honor y la res-
ponsabilidad de dirigirme a ustedes en este acto.

Mis préximas palabras son de agradecimiento para todos los Académicos
gue depositaron su confianza en mi eleccidén y que voy a personificar en los que
acreditaron mis méritos presentando mi candidatura: los Excms. Sres. Académicos
Julio Rodriguez Villanueva, Angel Villar del Fresno y César Nonbela Cano. Con los
tres me une una relacién muy estrecha creada durante mis andaduras tanto aca-
démicas como cientificas. Con el Prof. Julio Rodriguez Villanueva desarrollé mi tesis
doctoral en el Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC). Este centro fue en su dia, en los aflos 50 y 60 del
siglo pasado, el vivero que ayudé al despliegue de la Biologia fundamental en nues-
tro pais, y hoy continla siéndolo en muchos aspectos. Posteriormente, a mi regreso
a Espaiia, trabajé 10 afios en el Departamento de Microbiologia de la Universidad
de Salamanca que él dirigia. El Prof. J. Rodriguez Villanueva, junto con su esposa la
Dra. Isabel Garcia Acha, Profesora de Investigacion del CSIC, han sido maestros y
amigos, maestros y amigos de los que he aprendido no solo a trabajar en el labo-
ratorio, sino a idealizar la ciencia y la docencia como las actividades humanas mas
gratificantes por la capacidad creativa que implican; ademdas, me ensefiaron el
comportamiento ético que debe regir nuestra vida como personas. No debo olvidar
que la transformacion de los estudios de la Microbiologia en las Facultades como
asignatura inicialmente aplicada a la de una disciplina cientifica fundamental, sin
perder por ello su parte aplicada, en nuestro pais, se debe en gran parte a la acti-



vidad como cientifico y como docente del Dr. Julio Rodriguez Villanueva. Con el
Prof. Angel Villar tengo un deber de reconocimiento muy particular ya que nos co-
nocimos al final de la década de los 70 del siglo pasado en la entonces recién creada
Facultad de Farmacia en la Universidad de Valencia. Angel fue el primer catedratico
que se incorpord a la nueva Facultad y el que les habla, el segundo. Desde el mo-
mento de mi incorporacidn como catedratico y como Decano de la Facultad, tuve
su ayuda y consejo como compafero y como vicerrector de la Universidad como
asi mismo de su esposa Margarita, farmacéutica de hospital. Angel me ayudé a so-
lucionar muchos de los problemas mas acuciantes que se me presentaron en esa
etapa de mivida como Decano de la nueva Facultad y como docente e investigador.
Mi gratitud, finalmente, al Profesor César Nombela Cano; iniciamos nuestra
amistad en el Departamento de Microbiologia de la Universidad de Salamanca y
durante muchos afios colaboramos en diversos temas de investigacion como asi
mismo posteriormente siendo ya catedraticos, él de la Universidad Complutense
de Madrid y yo de la de Valencia. Nuestros trabajos de investigacion siempre han
estado muy préximos y nuestras relaciones han sido siempre excelentes, inclu-
yendo a nuestras esposas y compafieras, Nohely y Toyi, como asi mismo con el
resto de los miembros de su equipo de trabajo en la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense. Un agradecimiento especial, ademas, por quien movido
por la amistad que nos une ha escrito la contestacidn a este discurso de ingreso en
un periodo de maximo trabajo como Rector de la Universidad Internacional Me-
néndez Pelayo de Santander.

Quiero hacer ahora una mencién especial a mi familia. Mi mas profundo
agradecimiento a mi padre, farmacéutico de oficina de farmacia, que de acuerdo
con mi madre, me empujé a continuar mi formacién académica después de obte-
ner mi licenciatura en la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona. En
ningln momento escatimaron su comprensién y ayuda por la deriva de mi trabajo
profesional, primero por la realizaciéon de mi tesis doctoral y después por mis largas
estancias tanto en la Universidad de Cambridge en el Reino Unido como en la Uni-
versidad de Rutgers en el estado de New Jersey en los Estados Unidos (EEUU). Quie-
ro agradecer al Prof. D.H. Northcote, Fellow de la Royal Society y director de mi
tesis doctoral en la Universidad de Cambridge, y al Prof. J.0. Lampen, director que
fue del Waksman Institute de la Universidad de Rutgers, Nueva Jersey, en EEUU,
ambos grandes ilustrados, por su gran influencia en mi trayectoria cientifica. Mi re-
conocimiento mas intimo y profundo a mi esposa y compafiera, la Dra. Maria Vic-
toria Elorza, Investigadora Cientifica del CSIC y discipula también del Prof. Julio Ro-
driguez Villanueva. Gran parte del éxito de mi trabajo profesional se lo debo a ella;
ha sido parte imprescindible en los trabajos desarrollados por nuestro grupo de in-
vestigacion y ha compartido conmigo situaciones dificiles y momentos de grandes
alegrias como el de hoy. Por ultimo quiero recordar especialmente a la Dra. Isabel
Garcia Acha, siempre proxima tanto en aspectos cientificos como personales, a mis



compafieros tanto del Centro de Investigaciones Bioldgicas de Madrid como de la
Universidad de Salamanca y a mis discipulos de las Universidades de Salamanca,
La Laguna y Valencia, en los que siempre encontré el apoyo desinteresado en los
momentos en que los he necesitado.

El ser admitido como Académico de NUmero representa para mi una etapa
muy importante no una meta de mi vida como investigador y docente ya que con ello
asumo nuevos retos de los que intentaré salir con éxito con la ayuda de mis compa-
fieros de Academia. De un modo simbdlico, esta acogida que intentaré abordar con
éxito hoy como Académico de NUmero, se me presenta como la oportunidad de re-
alizar un nuevo viaje a bordo de un nuevo velero, nuestra Real Academia, ya que ve-
leros que he utilizado anteriormente, durante mi actividad como profesor universi-
tario e investigador de base, alcanzaron basicamente sus metas. Pero, no olvidemos,
gue un velero requiere, ademas, vientos favorables para que pueda arribar a buenos
puertos, vientos representados por el trabajo conjunto que debo realizar con los Aca-
démicos de esta Real Corporacion; en otras palabras, como Ulises en la Odisea,
vientos que me permitan arribar a puertos antes ignorados y que me acerquen un
poco mas a esa [taca ideal, como dice Konstantinos Kavafis en los bellos versos de su
poema. ¢Y por qué me ilusiona este viaje? Porque creo que el nuevo velero, la Aca-
demia, y los vientos favorables, mis compafieros, me van a acercar a nuevas metas.
Esto lo puedo deducir observando las trayectorias cientificas de los académicos, tanto
de los actuales como de los que me han precedido en esta Real Corporacidn, y que
como Académico Correspondiente he podido conocer en diversas ocasiones y a
través de los aflos. Como ejemplo citaré al Excmo. Sr D. Guillermo Tena Nuiiez, aca-
démico de niumero que tan brillantemente ocupd la medalla 18 para la cual he sido
elegido que fue Dr. en Farmacia y licenciado en Medicina y centro sus estudios en to-
xicologia y alcanzé un nivel profesional excepcional, habiendo ocupado entre otras
posiciones la de Director General del Instituto de Toxicologia, Académico correspon-
diente de la Real Academia de Farmacia de Barcelona, Académico de la «International
Academy of Legal Medicine and Social Medicine», Miembro Correspondiente Extran-
jero de la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires (Argentina), Primer Pre-
sidente de Honor de « Association Européenne des Centres de Lutte contre les Poi-
sons», Presidente de Honor de la Asociacidon Latinoamericana de Toxicologia,
Presidente de Honor de la Asociacién Latinoamericana de Centro de Informacién y
Asistencia Toxicoldgica, Presidente Honorario del Ateneo de Toxicologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Buenos Aires (Argentina), Miem-
bro de Honor del Centro Nacional de Informacién y Asistencia Toxicolégica de la Re-
publica Argentina, Miembro de Honor de la Asociacion Colombiana de Toxicologia,
Miembro de Honor de la Sociedad de Toxicologia de Venezuela, Socio de Honor de
la Asociacion Bioquimica Argentina, fundador de la «Association Européenne des
Centres de Lutte contre les Poisons». Pertenecid a la Orden Civil de Sanidad y estuvo
en posesion, entre otras, de la Gran Cruz de San Raimundo de Peiafort.



Permitanme, que después de conocer los méritos del Dr. Guillermo Tena
Nufiez me sienta sobrecogido por la responsabilidad de sucederle en la medalla 18
de esta Real Corporacidn. Es extremadamente doloroso que para ser elegido para
ocupar una medalla en esta Real Academia, aquel que con tantos méritos la ha ocu-
pado previamente tenga que desaparecer. Pero no debemos olvidar que el avance
de la ciencia se asemeja a una cadena en crecimiento constante, que viene del pa-
sado y se extiende hacia el futuro; una cadena en la que cada nuevo descubrimien-
to, cada nueva hipétesis, es un eslabdn de metal puro que se ainade a la ciencia.
Con este simbolismo tan hermoso me comprometo a trabajar en esta Real Corpo-
racién para que asi sea. Precisamente si algo caracteriza a esta docta Corporacion
es el esfuerzo diario por la actualizacion constante del conocimiento cientifico
junto al debate sereno de las nuevas hipdtesis y su critica constructiva. Como nos
dice el articulo primero de sus estatutos, sus fines son: “Fomentar la investigacion
y el estudio de las ciencias farmacéuticas y sus afines”. Y para ello, en mi opinién,
no debemos olvidar que la Ciencia con mayuscula: “es un didlogo permanente del
investigador con la naturaleza, en su laboratorio, en el medio ambiente, y un inter-
cambio de opiniones con sus pares. Nunca un mondlogo que podamos proseguir
independientemente”.

Por todo ello supone para mi un gran honor el ser admitido como Acadé-
mico de NUumero en ésta Real Corporacién, y a la vez una gran satisfaccién que se
acrecienta por el hecho de que mi ingreso se produzca en un lugar como éste y en
presencia de compafieros, amigos y familiares.

Es indudable que el desarrollo del discurso de ingreso en esta Real Acade-
mia entrana dificultades significativas, pero una que quisiera evitar es que resultara
de interés exclusivo para los iniciados en la Microbiologia, ciencia a cuya ensefianza
e investigacion he dedicado toda mi actividad. Por ello, he seleccionado como con-
tenido de mi exposicion una serie de reflexiones sobre algunos de los avances re-
cientes de la Biologia y de los problemas éticos derivados de los mismos.

Hace afios que me preocupa la incidencia de los avances cientificos
sobre el desarrollo y futuro de nuestra Sociedad, no solo de los aspectos positivos,
gue son muchos, sino también de aquellos otros que pueden incidir de una
manera negativa.

Es indudable que el reto cientifico-tecnoldgico es uno de los mas impor-
tantes a los que se enfrenta la Sociedad de este principio del siglo XXI y que la tec-
nologia no es mas que la aplicacidn practica del conocimiento cientifico. Segun al-
gunos autores: «la Ciencia y la Tecnologia actian simbidticamente y la Ciencia sin
la Tecnologia se vuelve estéril». Aunque no sabemos cudl es el tipo de relacidn exis-
tente entre Ciencia y crecimiento econdmico, se tiene el convencimiento de que la
investigacién juega un papel instrumental y basico en el mismo. Teniendo en



cuenta estas consideraciones, no es dificil comprender que en un mundo como el
actual, altamente tecnificado, el mayor valor afiadido que tiene una Sociedad es el
correspondiente a los cientificos que posee. Sin embargo, no debemos perder de
vista que nuestra Sociedad tiene también otros valores, y entre ellos, los culturales
(artistas, intelectuales,...) deben ocupar un lugar significativo. Por ello, creo, que
las Reales Academias, entre ellas la de Farmacia, que forman el Instituto de Espafia,
deben tener como misidn la formacién de la Sociedad en todos estos aspectos.

Aungue el desarrollo de las Ciencias experimentales ha sido continuo du-
rante la Historia de la Humanidad, la progresion que ha tenido lugar durante el Gltimo
siglo ha sido exponencial. El conocimiento de las leyes por las que se rige la
Naturaleza ha ayudado a mejorar las condiciones de vida del hombre, independizan-
dole de los avatares inherentes al medio que le rodea. Aun cuando cada descubri-
miento realizado y cada nueva ley descifrada en los siglos precedentes han contribui-
do a ello, los conocimientos adquiridos recientemente estdn modificando nuestra
Sociedad con una intensidad que nunca tuvieron los obtenidos anteriormente.

Cuatro son las revoluciones cientificas que marcaron el siglo XX, a saber:
la derivada del conocimiento del atomo y de su contenido energético, los avances
de la fisica con el espectacular desarrollo de los ordenadores y demds maquinas «in-
teligentes», la conquista del espacio exterior y los nuevos conocimientos biolégicos.

En este discurso voy a centrarme en analizar algunos aspectos del des-
arrollo de la Biologia que inciden, y que en un futuro préximo van a incidir con
mayor intensidad, en nuestra Sociedad, e incluso en la evolucién de nuestra propia
especie. Me centraré particularmente en aquellos extremos a los cuales la Micro-
biologia ha contribuido de una manera especial como son la Biologia y Genética
Moleculares, y en su aplicacién practica, que es la Biotecnologia. Veremos no sélo
las posibilidades que tiene la nueva Biologia a la hora de solucionar algunos de los
grandes problemas de la Humanidad como son la salud y la enfermedad, sino tam-
bién alguno de los grandes retos que plantea su aplicacidon desde un punto de vista
practico y las implicaciones éticas que se derivan. Como se ha dicho en repetidas
ocasiones: «...nada es mas peligroso que un profesional ignorante, igual que nada
es mas dafiino que un intelectual carente de sentido ético».

Quisiera llamar la atencién sobre el hecho de que tradicionalmente mu-
chos de los aspectos del desarrollo cientifico se han juzgado o desde una moral fun-
damentalmente religiosa o como principios considerados naturales. De esto ha sur-
gido la Ciencia que hoy denominamos Bioética y que no es mas que la
interpretacién racional de los nuevos conocimientos biolégicos y su aplicacidon
practica. Para el oncélogo estadounidense Van Reuselaer Potter (1987) la Bioética,
consiste en servirse de las Ciencias Bioldgicas para mejorar la calidad de vida y po-
demos definirla como una nueva rama de la Ciencia que «intenta conseguir una in-
tegracion total y adecuada entre dos realidades: la vida y la ética».



Actualmente la necesidad de implementar una Bioética universal se agi-
ganta debido a la importancia los nuevos desarrollos cientificos:

1. El avance de la tecnologia genética que permite actualmente modifi-
car, eliminar o afadir fragmentos del material genético de un modo
ilegitimo en todos los seres vivos incluyendo al hombre.

2) La posibilidad de disefiar o crear células a “la carta” en un préximo fu-
turo.

3) El avance de la neurociencia que incluye no solo la curacién de pato-
logias si no que abre nuevas posibilidades de actuacién sobre el hom-
bre como es su “mejoramiento”, esto es, el perfeccionamiento de las
capacidades humanas interviniendo directamente en el cerebro.

La revolucién bioldgica se produce como resultado de la convergencia de
los avances cientificos de las ciencias biomédicas tradicionales y los de la Biologia
Molecular y la Genética.

En el caso de la Biomedicina, la introduccion de las vacunas y los antibio-
ticos junto con la posibilidad de disponer de recursos como los trasplantes de 6r-
ganos, la utilizacidon de nuevas drogas, etc., ha conducido a un aumento especta-
cular de la esperanza de vida. Asi, una persona que celebre su 70 aniversario hoy,
aqui en Madrid, tiene una expectativa de vida de al menos unos 15 a 20 afios, y se
espera que en un futuro préoximo esta expectativa se aumente aln mas.

En 1935 Trotsky escribid en su diario durante el exilio: «llegar a la ancia-
nidad es una de las cosas mas inesperadas que le puede suceder a un hombre».
Hoy podemos asegurar que llegar a la ancianidad es una de las cosas probables que
nos puede ocurrir. Este aumento en las expectativas de vida ha producido el enve-
jecimiento de la Sociedad y un aumento de la poblacién, provocando unos cambios
sociales y unas cargas econdmicas muy significativas.

Otros problemas que se plantean como resultado de los avances de la
Biomedicina tradicional tienen que ver con el denominado «encarnizamiento tera-
péutico» y la eutanasia de tipo activo, pasivo y social; ésta ultima consistente en
no aplicar a determinados enfermos (por ejemplo a los mayores de 70 afos), las
medidas necesarias para su curacion por problemas de estructura sanitaria o plan-
teamientos econémicos.

En el otro extremo de la vida los problemas se han proyectado con el des-
arrollo de las técnicas de reproduccion asistida: inseminacion y fecundacion artifi-
ciales, implantacién, congelacién y manipulacién de embriones humanos, utiliza-
cién terapéutica de érganos o tejidos de origen fetal, utilizacidon de células
troncales, etc...
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La segunda linea de avances que ha contribuido a la revolucidn bioldgica
es la que se relaciona con el desarrollo de la Biologia y Genética Moleculares y al-
gunos aspectos del mismo serdn descritos a continuacion.

La Microbiologia, la Bioquimica, la Biologia Molecular y la Genética han
experimentado un desarrollo espectacular en los ultimos 70 afos, que no sola-
mente han hecho posible avanzar de una manera considerable en el conocimiento
de los mecanismos por los que se rigen las reacciones quimicas que tienen lugar
en el interior de las células, sino también en la comprensién de las leyes impli-
cadas en los mecanismos de herencia de los seres vivos. Estos estudios se desarro-
llaron inicialmente utilizando como modelos experimentales diversos microorga-
nismos y virus, y dada su sencillez relativa (Escherichia coli contiene una cantidad
de ADN aproximadamente unas 800 veces menor que la que posee una célula hu-
mana) han conducido a la adquisiciéon de un conocimiento considerable sobre los
mecanismos naturales implicados en el intercambio de material genético entre cé-
lulas. Como resultado de estos estudios, el hombre ha obtenido los conocimientos
necesarios para provocar el trasvase de material genético, de un modo ilegitimo,
entre células procedentes de distintos niveles de complejidad biolégica. En para-
lelo con el inicio del desarrollo de la Genética Molecular y a partir de la década de
los cuarenta del siglo pasado, los microorganismos fueron introducidos en la in-
dustria, como agentes productores de diversas sustancias de interés farmacéutico.
La entrada de los microorganismos en la industria farmacéutica produjo una re-
novacion tan profunda que se puede hablar de una verdadera revolucién indus-
trial. Las cadenas o algunas de las reacciones que originan el flujo metabdlico de
una célula microbiana son utilizadas como laboratorios de produccién de diversos
farmacos.

El conocimiento de los mecanismos bioquimicos y genéticos que rigen los
microorganismos y otros seres vivos puede ser explotado biotecnolégicamente por
la industria farmacéutica. La Biotecnologia puede definirse como «el uso integrado
de la bioquimica, microbiologia y de la ingenieria genética a fin de obtener aplica-
ciones tecnoldgicas (industriales) de las capacidades de los microorganismos». En
un sentido mds amplio puede definirse como la disciplina que «incluye cualquier
tecnologia que usa organismos vivos o parte de ellos a fin de obtener o modificar
productos para mejorar plantas o animales o «desarrollar» organismos mds espe-
cificos». Dado que entre los académicos de nuestra Real Corporacién se encuen-
tran especialistas en aspectos muy diversos de la Ciencia, he considerado conve-
niente dar unas pinceladas sobre conceptos basicos de la Biologia como son los
mecanismos por los que sé que rige la transferencia del material genético entre cé-
lulas bacterianas.
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LA PIEDRA DE ROSETTA DE LA BIOLOGIA

Desde la aparicion del hombre sobre la tierra, el desarrollo de la Biologia
ha permitido profundizar cada vez mas en el conocimiento de las caracteristicas de
los seres vivos y de las leyes por las que se rigen. Inicialmente fue la observacion
simple, posteriormente el estudio de su Anatomia, su Fisiologia, Bioquimica y ac-
tualmente su Biologia Molecular y Genética. Esta ha sido una de las Ciencias que
mas se ha beneficiado de los avances cientificos de la Biologia Molecular. La publi-
cacion en 1953 por J.D. Watson y F.H. Crick en la revista Nature de la estructura del
material genético, de la molécula del acido desoxirribonucléico (ADN), representd
un hito histdrico que dificilmente podemos valorar en toda su extensién. Lo verda-
deramente significativo del modelo propuesto estriba en que ha permitido explicar
en términos moleculares como las caracteristicas tipicas de una especie pasan de
generacion en generacion, y el porqué de la unicidad y variabilidad de los indivi-
duos dentro de cada especie. Dado que éstos son los procesos basicos que gobier-
nan la historia de los seres vivos puede decirse que desde el punto de vista
bioldgico, sélo la teoria de la Evolucién y de los mecanismos implicados propuestos
por Darwin tiene una importancia semejante.

El ADN, la molécula «maestra» de la vida, se encuentra presente en todas
las células de los seres vivos independientemente de su nivel de complejidad bio-
I6gica, desde bacterias, algas, hongos,... hasta mamiferos. La molécula de ADN es
extraordinariamente sencilla desde el punto de vista quimico: la forman un azucar,
un grupo fosfato y cuatro bases nitrogenadas (adenina, timina, guanosina, y cito-
sina). Estas sustancias se combinan entre si y dan lugar a una estructura formada
por dos cadenas complementarias enrolladas en hélice, una alrededor de la otra,
gue recuerda a la de una escalera de caracol en las que cada cadena esta consti-
tuida por la unidon de complejos azucar-fosfato. A cada molécula de azucar se le une
una base que es complementaria a la que se encuentra en la otra cadena; si en una
se encuentra una adenina en la otra habrd una timina y si es una guanina la com-
plementaria sera una citosina. Durante la divisidon celular las dos cadenas se
separan y sirven de modelo para la sintesis de otra complementaria; una de las hé-
lices completa quedara en la célula madre y la otra, idéntica a la anterior, pasard a
la célula hija (herencia). Este mecanismo, a pesar de su sencillez, origina dos mo-
léculas idénticas a partir de la hélice original. Desde el punto de vista funcional, la
molécula de ADN recuerda a las cintas magnetofdnicas, a los discos de DVD, a un
lapiz electrdnico (pen drive); éstos vistos externamente son uniformes vy, sin em-
bargo, cada fragmento informa o codifica un sonido, conjunto de sonidos o una
imagen. En el caso del ADN nos encontramos ante una situacién semejante; es una
molécula larga, aparentemente uniforme en la que, sin embargo, cada fragmento
(gen) es, gracias a la secuencia de las cuatro bases, un mensaje quimico que dice
como deben articularse los aminodacidos para dar origen a otro tipo de macromo-
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léculas basicas, las proteinas. Estas son utilizadas en la construccién de las estruc-
turas de las células y encargadas de catalizar las reacciones quimicas que tienen
lugar en ellas. En otras palabras: el ADN es un mensaje escrito en un alfabeto de
tipo morse, en el que se encuentran cifradas las propiedades generales de cada es-
pecie que se transmite por herencia. Dentro de cada especie las pequefias modifi-
caciones (mutaciones) que ha experimentado el ADN son las responsables de las
caracteristicas especificas de cada individuo. Ademas, el programa genético no se
lee de principio a fin sino que solamente se utiliza la informacidn requerida en cada
momento y por tanto, puede compararse a un libro de instrucciones del que se
consultan las paginas en funcién de las necesidades.

Todo esto se sabia desde hace varias décadas, pero lo que es muy signi-
ficativo en Biologia es la capacidad actual del cientifico de manipular directamente
la molécula de ADN alterando, eliminando o afiadiendo informacién a la contenida
originalmente. Paul Berg, de la Universidad de Stanford, fue el primer investigador
gue obtuvo moléculas hibridas de ADN procedentes de dos origenes bioldgicos dis-
tintos (Jackson, et al., 1972). Mediante técnicas enzimaticas complejas consiguid
abrir el ADN circular de un virus bacteriano, el bacteriéfago lambda, y el de un virus
de los antropoides denominado SV40 y unirlos formando una molécula Unica. Con
este experimento acababa de nacer la era de la ingenieria genética, del ADN re-
combinante, y todo el potencial que esta nueva tecnologia es capaz de ofrecer.

Sin embargo, los experimentos siguientes disefiados por Berg y sus cola-
boradores levantaron una fuerte polémica en el pequefio mundo de cientificos
«iniciados». Al experimento de construccidn de un virus hibrido seguiria el de su
introduccién en E. coli, una bacteria muy extendida y que se encuentra normal-
mente como comensal inocuo en el intestino del hombre.

El SV40 es un virus aparentemente no patdégeno para los monos, pero
causa tumores cuando parasita otros animales como ratones y hamster y transfor-
ma las células humanas en cancerosas. La pregunta que se hicieron aquellos pocos
cientificos fue: ¢Qué ocurriria si las células de E. coli, conteniendo el virus hibrido,
se escaparan del laboratorio y colonizaran el intestino del hombre? Ante la posibi-
lidad de que se produjera un accidente bioldgico de consecuencias impredecibles,
Berg y sus colaboradores decidieron posponer sus experimentos. Ademas, conven-
cieron a otros investigadores para que suspendieran los suyos voluntariamente
mientras no se tuvieran condiciones experimentales adecuadas que evitaran cual-
quier contingencia. Este grupo de cientificos se reunié en Asilomar (California), en
1975, para estudiar los problemas derivados de la nueva tecnologia y un microbio-
logo, Roy Curtiss de Birmingham (Alabama), propuso que se continuaran los expe-
rimentos pero utilizando una estirpe de E. coli con una serie de defectos genéticos
tales que hiciera imposible su crecimiento y multiplicacion fuera del laboratorio.
Ademds, y como medida complementaria, los Institutos Nacionales de la Salud de

13



los EEUU exigieron una serie de normas de cumplimiento obligado para todos
aquellos que quisieran trabajar en este campo de investigacidn, reglas que fueron
practicamente abolidas en 1980.

Paralelamente a los trabajos de Berg, Stanley Cohen, del Stanford Medical
Center, y Herbert Boyer, de la Universidad de California en San Francisco, descu-
brieron los plasmidos, pequefias moléculas circulares de ADN independientes de
los cromosomas celulares, y las enzimas de restriccion, cuchillas enzimaticas capa-
ces de cortar las moléculas de ADN en lugares especificos. Estas enzimas cortan la
molécula de ADN de tal manera que en cada una de las dos bandas que forman la
hélice de la molécula dejan una pequefia secuencia de bases complementarias (ex-
tremos cohesivos) que tienen tendencia a unirse entre si cerrando el circulo de
nuevo.

La utilizacién de las enzimas de restriccion posibilita la unién de fragmen-
tos de ADN de procedencia diversa, de un virus, de una levadura o del hombre.
Cortando con una enzima de restriccion determinada un plasmido y el ADN de otra
procedencia se obtienen fragmentos con extremos cohesivos que permiten formar
moléculas hibridas o quimeras.

Lo verdaderamente significativo de estos descubrimientos es que las mo-
léculas hibridas son tratadas por las bacterias y otras células de igual manera que
las suyas propias tanto para multiplicarlas como para expresar las proteinas codi-
ficadas por ellas. Ademas y en el caso de las bacterias, como se multiplican a gran
velocidad, después de un corto periodo de tiempo podemos obtener las sustancias
codificadas por el ADN heterdlogo en cantidades significativas.

El que los cientificos puedan manipular la herencia de los microorganis-
mos y también la del resto de los seres vivos ha puesto en manos del hombre unas
posibilidades técnicas nunca sofiadas previamente.

El hombre, al descifrar las leyes mediante las cuales se rige la Naturaleza,
ha intentado aplicarlas en su propio beneficio. Por lo tanto, no es de extrafiar que
desde el momento en que Berg realizd sus experimentos, los investigadores rapi-
damente tomaran conciencia de las grandes posibilidades que abrian las nuevas
técnicas genéticas y de la posible «construccion» de microorganismos capaces de
actuar como «fabricas» para la sintesis de todo tipo de sustancias quimicas. Hoy
los cientificos «construyen» bacterias capaces de producir hormonas, vitaminas,
insecticidas; otras son capaces de eliminar residuos de petréleo o sustancias qui-
micas que dificilmente se degradan de un modo natural; algunas se utilizan en mi-
neria, agricultura, etc, etc... Pero dadas las caracteristicas de este discurso, es obvio
que esta relacidon no puede ser exhaustiva y por ello, nos centraremos exclusiva-
mente en la obtencién de algunas sustancias de interés farmacoldgico mediante
microorganismos y su utilizacidn directa y de los genes como tales.
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HORMONAS

Las hormonas se encuentran entre las moléculas reguladores mas impor-
tantes producidas por el organismo de los mamiferos.

Tradicionalmente el término “hormona” se definen como: toda sustancia
que producida y liberada por una glandula especifica es capaz de interaccionar con
un receptor presente en una célula diana y producir cambios en la misma. Las hor-
monas viajan por el organismo utilizando el sistema circulatorio y, de las conocidas,
al menos unas diez son actualmente utilizadas en la practica médica diaria (insulina,
glucagdn, hormona del crecimiento, etc., ....). Dada la dificultad que entrafiaba su
obtencion a partir de los sustratos naturales, las hormonas se convirtieron en can-
didatas idoneas para su produccién por fermentacidén bacteriana.

Tradicionalmente han existido cuatro técnicas para la produccion de hor-
monas polipeptidicas:

1. Extraccion de productos humanos o animales.

2. Sintesis quimica.

3. Produccion por células animales en cultivo de tejidos.
4

Produccion por fermentacidon microbiana después de la aplicacion de
técnicas de ingenieria genética.

Histéricamente era la longitud de la cadena peptidica el factor mas im-
portante para decidir cual era la mejor tecnologia para su produccion industrial. En
1965 se sintetizd la insulina con una cadena de 51 amino acidos y cuatro afos des-
pués, en 1969, la ribonucleasa con 124 amino acidos. Sin embargo, el interés in-
dustrial de la sintesis quimica de hormonas y otros polipéptidos activos disminuyd
al desarrollarse las técnicas de ingenieria genética. No obstante, la sintesis o0 mo-
dificacion quimica de las hormonas conserva gran interés en la produccion de po-
lipéptidos activos distintos de los naturales, mas sencillos, con otros amino acidos,
modificaciones éstas que pueden variar la actividad de la hormona haciendo que
el organismo retrase su hidrélisis, modifique su actividad bioldgica, etc. En la ac-
tualidad las hormonas polipeptidicas de alto peso molecular se obtienen por fer-
mentacion, usando bacterias “construidas” mediante técnicas genética especificas.
La abundacia en la obtencién de hormonas mediante tecnicas de ADN recombinan-
te ha permitido identificar su estructura quimica y determinar su funcién fisio-
légica, aspectos que anteriormente encontraban dificultades debido a un sumistro
limitado.

Entre los requerimientos que se exigen a una hormona obtenida por in-
genieria genética se encuentran los siguientes:
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1. La secuencia de aminoacidos debe ser idéntica a la de la hormona hu-
mana.

2. La hormona recombinante debe estar libre de pirégenos procedentes
de la bacteria utilizada en su fabricacion.

3. La hormona debe carecer de productos secundarios, incluyendo sus-
tancias de estructura similar que pudieran tener otros efectos.

Ademas, como se trata de un sistema vivo y cambiante, se requiere una
seguridad estricta de que, como consecuencia de su origen genético, las molécu-
las obtenidas en los distintos procesos no sean susceptibles de sufrir variaciones,

Somatostatina (GHIH)

Esta hormona llamada también “hormona inhibidora de la hormona del
crecimiento” (growth hormone-inhibiting hormone, GHIG) regula el sistema endo-
crino con interaccidon con neurotransmisores y con la proliferacién celular y actua
inhibiendo la liberacién de varias hormonas, entre ellas la del crecimiento humano.

La somatostatina humana fue la primera hormona humana clonada. Esta
hormona es un péptido de 14 amino acidos que, junto con otras hormonas proteicas,
es sintetizada en el hipotdlamo. La somatostatina se transporta por la sangre a la
glandula pituitaria, que es la que controla la liberacion de insulina y bloquea la accién
de la hormona del crecimiento humano. Herbert Boyer y colaboradores del City Hope
National Medical Center y la Universidad en California iniciaron en 1977 los estudios
de esta hormona con vistas a su clonaje. El gen de la hormona no habia sido aislado
de células humanas pero se conocia su secuencia amino acidica y una vez conocido
el codigo genético se obtuvo la secuencia de bases correspondiente y se construyd
un plasmido hibrido de pBR322 con la secuencia correspondiente y un fragmento del
operon lac (Itakura, et al., 1977). Cuando el plasmido fue transferido a células de E.
coli, éstas secretaron una somatostatina completamente igual que la humana. Lo ver-
daderamente interesante es que cada célula de E. coli era capaz de producir 10.000
moléculas de la hormona. Roger Guillemin, premio Nobel en 1977, fue el cientifico
que descubrid la somatostatina y necesité 500.000 hipotalamos de cerebro de oveja
para obtener unos 5 mg de la hormona purificada (Brazeau, et al., 1974). El clonaje
en E.coli produce un rendimiento extraordinario ya que con ocho litros de la suspen-
sién bacteriana se puede obtener una cantidad similar.

Insulina

La insulina es una hormona polipeptidica producida por las células B de
los islotes de Langerhans responsable de regular los niveles de glucosa en sangre.
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Cuando el organismo no sintetiza suficiente cantidad de esta hormona se produce
un estado dependiente de la misma que se denomina diabetes melitus.

Las insulinas de origen animal que se utilizaban tradicionalmente en el
tratamiento de la diabetes difieren ligeramente en su secuencia de aminoacidos de
la insulina humana y aunque la mayoria de dichas insulinas controlan los
principales sintomas del diabético, producen efectos secundarios como son la re-
tinopatia, nefropatia y neuropatia. Ademas, la diabetes de Tipo 1 situa al paciente
en riesgos muy importantes como son enfermedades cardiovasculares e
incluyendo la posibilidad de sufrir un infarto (Nathan, 1993).

La insulina humana producida por bacterias es capaz de contrarrestar
estas anomalias, por lo que actualmente solo se utiliza en clinica la hormona obte-
nida por técnicas recombinantes.

La primera insulina sintetizada por ingenieria genética fue la de rata que
realizaron a cabo Walter Gilbert y Lydia Villa-Komaroff, de la Universidad de Harvard.
Estos cientificos observaron en 1977 un tumor de las células B de pancreas de rata
qgue producia cantidades importantes de insulina; aislaron el mRNA de las células
tumorales y con una transcriptasa inversa obtuvieron el cDNA correspondiente con
el que construyeron un plasmido que portaba los genes de resistencia a penicilina
y a tetraciclina y que se utilizé para transformar bacterias. Mediante técnicas inmu-
noldgicas sefalaron que tanto la penicilinasa como la insulina de rata eran
secretadas al medio de cultivo y demostraron posteriormente que lo que realmente
se secretaba era una proteina hibrida penicilinasa-insulina, que con la tripsina se
podia liberar la insulina activa de rata. Posteriormente se demostré que el producto
obtenido en bacterias era capaz de influenciar el metabolismo de los azucares en
adipocitos como la insulina natural de rata. Por primera vez las bacterias habian sin-
tetizado la auténtica insulina de rata (Villa-Komaroff et al., 1978).

A principios de la década de los 80, Geneteeh anuncié la sintesis de insulina
humana obtenida de bacterias y posteriormente Eli-Lilly la introdujo en el mercado.

Desde el punto de vista histérico tiene interés comentar que en julio de
1980 en el Hospital Guy’s de Londres se seleccionaron 17 voluntarios que recibie-
ron una inyecciéon de insulina que no procedia de cerdos o vacas sino de bacterias.
Era la primera vez que se probd en pacientes humanos una sustancia obtenida por
ingenieria genética y la autorizacidn para uso médico de la insulina recombinante
se produjo dos afios mas tarde. La empresa Hoechst procesaba anteriormente
once toneladas de pancreas de cerdo diarias procedente de 100.000 animales de
matadero para obtener insulina, y con la introduccién de la insulina recombinante
dejo de producirla en el afio 2005. Es importante resefiar que un diabético nece-
sitaba en aquella época y anualmente el pancreas de 50 cerdos para controlar su
enfermedad.
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Desde el punto de vista econédmico la aplicacidn de las técnicas microbio-
I6gicas en la fabricacidn de insulina ha cambiado sustancialmente el valor de mer-
cado de dicha hormona. La demanda de insulina siempre ha sido muy elevada y se
suponia que en el afo 2.000 existian al menos 171 millones de diabéticos en el
mundo y se espera que sean 370 millones en 2030 (Wild, et al., 2004).

De lo expuesto puede deducirse que el valor de mercado de la insulina
utilizada es muy elevado en millones de euros anuales. El uso clinico de la insulina
producida por bacterias fue aprobado en 1982, primero en los EEUU y posterior-
mente en Alemania Federal, Reino Unido y Holanda, hecho que tuvo un enorme
interés terapéutico por varias razones:

1. Suministro de la hormona sin problemas.

2. Eliminacidn del peligro de trasferir enfermedades procedentes del
pancreas de los animales.

3. Economia en su produccién una vez amortizado el capital inicial utili-
zado en su desarrollo.

La obtencidn de la insulina por técnicas recombinantes ha facilitado la ob-
tencidén de otras insulinas que presentan cambios en su secuencia de amino acidica
y cuya finalidad es la modificacién de parametros de su actividad biolégica. Hoy se
utilizan:

1. Insulinas con propiedades farmacoldgicas especificas como son las
gue actlan mas rapidamente o por el contario, las que su actividad se
muestra mucho mas lenta.

2. Insulinas que presentan una mayor actividad y que requieren un uso
mas limitado de la hormona.

Glucagén

Las actividades biolégicas del glucagdn tienden a oponerse a las de la in-
sulina, especificamente en lo referente al metabolismo. Uno de sus efectos mas sig-
nificativos es el aumentar los niveles de glucosa en sangre, es decir, evitar la hipo-
glucemia. Esta hormona es sintetizada en las células a de los islotes de Langerhans
y almacenada en vesiculas de secrecidon de las que se libera cuando se produce una
bajada de la glucosa en sangre. Tradicionalmente, como en el caso de la insulina,
se obtenia de pancreas de vacas y cerdos y como en el caso de la insulina, hoy se
obtiene por técnicas de ADN recombinante. Mientras que la empresa Novo Nordisk
lo obtiene de una cepa recombiante de Saccharomyces cereviasie, Eli LLilly lo pre-
para utilizado una cepa de E. coli.
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Hormona del crecimiento (hGH)

Esta hormona es muy versatil, ya que ademas se su utilidad en casos de
deficiencia en el crecimiento se usa también en el tratamiento de la insuficiencia
renal cronica y en personas de edad evanzada.

La hormona se obtenia por extraccién de la glandula pituitaria de cada-
veres, glandula que se encuentra en la base del crdneo, pero el procedimiento dejé
de utilizarse en 1985 cuando se demostro su relacién con la enfermedad Creutz-
feldt-Jakob, la enfermedad de las vacas locas, enfermedad neurolégica poco fre-
cuente pero mortal. Ese afio un hombre joven que habia recibido el tratamiento
con la hormona quince afos antes murié de la enfermedad y los investigadores
concluyeron que la habia contraido a partir de los extractos de pituitaria infectados
con el pridn responsable de la enfermedad. Posteriormente se demostré en 72
nifios en Francia la relacion entre la enfermedad y el tratamiento con los extractos
de pituitaria. Afortunadamente en ese momento diversos grupos de investigacion
ya habian obtenido preparaciones de la hormona recombinante en bacterias y la
obtenida de caddveres dejo de utilizarse.

Hoy se supone que mas de 20.000 pacientes reciben esta hormona que
se obtuvo en 1980 por primera vez de E.coli siendo comercializada inicialmente por
Genentech. Esta hormona recombinante diferia de la humana en que contenia una
metionina adicional. Hoy este problema ha sido resuelto y la hormona recombi-
nante presenta la misma secuencia que la producida por la pituitaria.

Es interesante comentar dos aspectos histéricos relacionados con la hor-
mona del crecimiento: el primero relativo a la investigacion cientifica basica y el se-
gundo a su utilizacién practica.

En relaciéon con la investigacién cientifica basica sabemos que investiga-
dores de la Universidad de California en San Francisco clonaron el gen de la hor-
mona del crecimiento humano en 1978 y la Universidad patentd este hallazgo in-
mediatamente. Uno de los investigadores implicados en la clonacién de la hormona
empezo a trabajar posteriormente en Genentech llevandose una muestra del gen.
Esa muestra, segln asegurd la Universidad, permitié a la empresa desarrollar un
medicamento llamado protropina para el tratamiento del enanismo y que propor-
ciond ganancias por valor de 2.000 millones de ddlares en 20 ailos (1997). Genen-
tech mantuvo, en cambio, que la protropina habia sido fruto de investigaciones de
la propia empresa provocando un largo proceso judicial sobre este particular. El tri-
bunal, en la primavera de 1997, le dio la razén a la Universidad de California, pero,
como hacia falta unanimidad, se programd una nueva vista para el 3 de enero del
afio siguiente. Genentech prefirid un acuerdo extrajudicial y pagar a la Universidad
200 millones de ddlares. El acuerdo alcanzado especificaba que 30 millones de dé-
lares se destinaban al Fondo General de la Universidad de California, 85 millones
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de ddlares a los cinco cientificos que habian hecho el trabajo bdsico fundamental,
50 millones de ddélares para un nuevo pabelldn de investigacidon en el campus de
la Universidad de California en San Francisco que llevaria el nombre de Genentech
y 35 millones de ddlares para apoyar la investigacion de la Universidad de California
(Genentech Press Release, 2012).

En relacion con la hormona del crecimiento y su utilizacidn practica co-
mentaré lo ocurrido en el caso de Lionel Andrés Messi Cuccittini, considerado por
diversos organismos deportivos, incluida la FIFA (Blatter, 2013), diversos entrena-
dores y la prensa en general, como «el actual mejor jugador del mundo».

Messi a los nueve afios media 1,27 metros y su historial clinico aseguraba
gue padecia una deficiencia importante en la sintesis de la hormona del crecimien-
to. Messi precisaba un tratamiento médico por valor de 2,000 délares que el Club
Atlético River Plate de Argentina se negé a financiar como pedia su padre para dejar
el Newell’s Old Boys. La carrera del futbolista quedaba en manos del club que in-
virtiera los 2.000 délares que costaba el tratamiento con la hormona del crecimien-
to.

El 8 de enero del afio 2001 se firmd un documento con el Futbol Club Bar-
celona por el que se garantizaban siete millones de pesetas al padre del jugador en
concepto de un puesto de trabajo dentro del futbol base, siendo esa cantidad una
manera de encubrir una ficha para Messi, y se aseguraba, ademas, el pago del tra-
tamiento hormonal a Messi.

Messi firmo recientemente con el Futbol Club Barcelona una clausula de
permanencia hasta el 2016 por valor de 250 millones de euros.

HORMONAS CON MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES

Actualmente, ademas de la somatostatina, insulina, glucagdén y hormona
del crecimiento, que son sintetizadas directamente por técnicas recombinantes,
otras hormonas que también se obtienen por medios microbiolégicos pero que
ademads deben modificar su estructura primaria mediante cambios post-traduccio-
nales. Estas hormonas después de su sintesis deben sufrir modificaciones que las
bacterias no pueden realizar, como es la adicién de cadenas glucidicas. Las levadu-
ras, igual que las células superiores, pueden hacerlas en algunos casos, pero en
otros casos solo pueden ser sintetizadas correctamente en cultivos celulares ani-
males o humanos.

Entre las hormonas que requieren cambios post-traduccionales se en-
cuentran la eritropoietina, el factor de crecimiento de las plaquetas y las gonada-
trofinas.
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Eritropoietina (EPO)

Es una hormona cuya estructura primaria es la de una glicoproteina produ-
cida por los riflones. Esta proteina estimula la produccidn de los eritrocitos a partir
de células madre. La hormona humana tiene un peso molecular de 36 kDa y de ellos
el 60 % es carbohidrato y se obtenia originalmente del suero y orina humanos. Las
bacterias producen la parte proteica exclusivamente por lo que la EPO pierde gran
parte de su actividad bioldgica al ser eliminada rapidamente del plasma sanguineo.

La EPO que se usa actualmente en clinica se obtiene por técnicas recom-
binantes, utilizando sobre todo células CHO (Chinese hamster ovary). Esta enzima
recombinante presenta exactamente la misma secuencia primaria como una acti-
vidad bioldgica indistinguible de la hormona natural y su valor de mercado actual
es superior los 2.000 millones de €.

Factor de crecimiento de las plaquetas (PDGF).

Este factor es un agente que promueve la division de distintos tipos ce-
lulares incluidos fibrobastos, células de la musculatura lisa y la formacién de los
vasos sanguineos (angiogenesis). Es importante sefialar que una angiogénesis des-
controlada es una de las caracteristicas del cancer. El PDGF se produce por técnicas
recombinantes en S. cerevisiae.

Gonadatrofinas

Las gonadotrofinas forman una familia de hormonas en las que las
gbénadas son su diana basica. Estas hormonas directa o indirectamente regulan la
funcidn reproductiva y en algunos casos el desarrollo de las caracteristicas sexuales
secundarias. La produccién enddgena insuficiente de algin miembro de la familia
afecta negativamente la funcidn reproductiva, situacién que puede ser solucionada
con la administracion exégena de la hormona correspondiente. Muchas de estas
hormonas son sintetizadas en la pituitaria aunque algunas se producen de los
tejidos asociados y en los reproductivos.

Las dos principales gonadotropinas son la hormona luteinizante (LH) y la
hormona estimulante del foliculo (FSH). Ambas hormonas constan de dos cadenas
peptidicas (una cadena a y una cadena B) unidas por enlaces de hidrégeno y
fuerzas de Van der Waals. La LH y la FSH comparten cadenas a casi idénticas, mien-
tras que la cadena B proporciona la especificidad para las interacciones con los re-
ceptores.

La fraccion glucidica de estas hormonas juega un papel directo y central
en su biosintesis, secrecion, vida media en el suero y potencia. Ademas, unida a la
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subunidad a juega un papel importante en el ensamblaje del dimero, en su estabi-
lidad como asi mismo en la secrecién de la hormona. El azUcar asociado a la subu-
nidad B, aunque también contribuye al ensamblaje de la hormona, parece jugar un
papel mas importante en el mecanismo de eliminacién de la hormona circulante.

Aungue inicialmente se penso que la pituitaria humana era el érgano id6-
neo como fuente de estas hormonas resultd, sin embargo, no ser adecuado desde el
punto de vista médico debido a las pequefias cantidades presentes. La orina de las
mujeres post- menopausicas contiene cantidades significativas tanto de FSH como LH
por lo que sirvié inicialmente como la mas importante fuente para su obtencion.

Hoy estas hormonas son producidas por tecnologia del ADN recombinan-
te. Los genes o cADN que codifican gonadotrofinas de varias especies han sido se-
cuenciados y expresados en varios sistemas recombinantes particularmente lineas
de células de mamiferos. rhFSH producida en células CHO se ha demostrado que
es efectiva desde el punto de vista clinico.

Estas hormonas presentan una secuencia de aminodcidos idéntica a la
molécula humana y aunque su componente glucidico difiere ligeramente cuando
se administran a pacientes son bien toleradas y no aparecen efectos secundarios
significativos. Las hormonas no producen una respuesta inmunoldgica importante
y su vida media en el plasma es similar a la de las hormonas nativas. rhFSH ha de-
mostrado ser eficiente para estimular el crecimiento folicular en mujeres que sufren
hipogonadismo por falta de la hormona y es igualmente util en el tratamiento de
hombres que sufren problemas similares.

CITOCINAS: OTRAS PROTEINAS DE GRAN INTERES
TERAPEUTICO

Las citocinas es un grupo muy variado de proteinas reguladoras cuya cla-
sificacion actualmente aun no es definitiva. Las citocinas se sintetizan en cantidades
minusculas en el organismo, actuando como factores quimicos de comunicacion
entre distintos tipos celulares y produciendo su efecto uniéndose a receptores es-
pecificos, fendmeno que se acompafia con cambios en los procesos de transduccion
de mensajes genéticos.

En el presente trabajo citare exclusivamente las citosinas mads represen-
tativas y subrayaré que practicamente todas ellas se obtienen por tecnologia re-
combinante.

Los interferones (IFN) fueron las primeras citocinas que se descubrieron
y entre sus actividades bioldgicas se encuentra:

1. Inducir resistencia al ataque por virus.
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2. Regular el sistema inmunolégico.

3. Regular aspectos del crecimiento y diferenciacién de varios tipos de
células.

4. No todos los IFN son responsables de todas las actividades

La produccion de los primeros interferones se realizd en los afios ultimos
de la década de los 70 del siglo pasado a partir de cultivos celulares y en la década
de los 80 se obtuvieron ya por técnicas recombinantes. Actualmente las aplicacio-
nes médicas de los interferones contintan creciendo.

Otra familia de citocinas son las interleucinas, glicoproteinas que actdan
como factores reguladores. Como ocurrid con los interferones, también se obtu-
vieron inicialmente a partir de distintas lineas celulares pero su obtencién en can-
tidades adecuadas para su estudio biolégico se logré con la tecnologia recombi-
nante.

Otra citocina de interés es el factor de la necrosis tumoral que, entre otras
actividades:

1. Regula el sistema inmunitario en respuesta a bacterias Gram negativas.
2. Regula la inflamacion.

3. Presenta toxicidad selectiva frente a determinados tumores.

4

Participa en ciertas situaciones patolégicas como son el shock séptico,
caquetsia y anorexia.

Actualmente este factor también se obtiene en E. coli con tecnologia re-
combinante.

Por ultimo, no debemos olvidar que algunos factores de crecimiento tam-
bién pueden clasificarse como citocinas y que se obtienen en E. coli o S. cerevisiae.

VACUNAS

Las vacunas pueden ser consideradas, junto con los antibidticos, uno de
los mayores éxitos de la medicina. Fue a finales del siglo XVIII cuando Edward
Jenner (1801) descubrié que material infectado procedente de las pustulas de
vacas era capaz de inmunizar frente a la viruela e introdujo la palabra “vacuna”.

El sistema inmune de los vertebrados se caracteriza por ser un mecanis-
mo adaptativo que permite que cada individuo produzca proteinas con una reac-
tividad especifica y de células que pueden reconocer y destruir un numero eleva-
disimo de sustancias extrafias. El conjunto de estos mecanismos, denominado
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“respuesta inmune”, es esencial para la supervivencia del individuo y constituye
el principal sistema de defensa frente a microrganismos patdégenos y también
frente a las células cancerosas.

La vacunacion tiene por finalidad utilizar los mecanismos del sistema in-
mune natural frente a agentes extraios y para ello utiliza el antigeno o mezcla de
antigenos para inducir la respuesta inmune. Las vacunas han erradicado la viruela
y han permitido controlar enfermedades como la difteria, la poliomielitis, o el
sarampion. No olvidemos, sin embargo, que el procedimiento no es perfecto, ya
que la seguridad de una vacuna no puede garantizarse totalmente. Hoy se proyec-
tan programas de vacunacion no solo en paises en desarrollo sino también en el
primer mundo. Basta decir que mas de 500.000 personas mueren anualmente en
los EEUU por infecciones que podrian haberse evitado con la correspondiente va-
cunacioén. Entre estas infecciones se encuentra la neumonia producida por neumo-
cocos y la gripe.

Vacunas preparadas por técnicas tradicionales

Muchas vacunas han sido preparadas tradicionalmente utilizando prote-
inas toxicas (por ejemplo: toxina diftérica) y neutralizando su toxicidad por distintos
procedimientos. El producto obtenido recibe el nombre de “toxoide” y provoca en
el organismo la respuesta inmune con la formacion de anticuerpos humorales vy la
respuesta mediada por células.

La preparacion tradicional de vacunas se refiere a los procedimientos des-
arrollados anteriormente a la llegada de la tecnologia del ADN recombinante y lo
que es importante sefalar es que un numero significativo de estas vacunas aun
tiene uso médico.

Las tecnologias utilizadas se resumen en seis métodos segln el antigeno
utilizado:

1. Bacterias vivas atenuadas como es el caso del Mycobacterium tuber-
culosis.

Baterias muertas o inactivadas como en el caso del Vibrio cholera.
Virus vivos atenuados como en el caso de la fiebre amarilla.
Virus inactivados como en la hepatitis A.

Toxoides como la vacuna contra el tétanos.

A O o

Antigenos derivados del patdgeno como en el caso de las vacunas con-
tra el pneumococo y Haemophilus influenzae.
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Tabla 1. Algunas vacunas preparadas por técnicas tradicionales

Antigeno de Bacillus anthracis de filtrados del

Carbunco .

cultivo
Vacuna BCG Mycobacterium tuberculosis atenuado
Brucelosis Extracto antigénico de Brucella abortus
Colera Células muertas de Vibrio cholera
Difteria Toxoide obtenido con formaldehido

de Corynebacterium diphtheriae
Haemophilus influenza Polisacarido capsular de H. influenza tipo b

Antigeno polisacdridico de la superficie de

Meningitis meningococica , . . o
uno o mas cepas de Neisseria meningitidis

Peste Yersinia pestis muerto con formaldehido

Antigenos polisacaridicos de la superficie

Neumonia neumococica de diferentes serotipos de Streptococcus
pneumoniae
Toxoide obtenido con formaldehido
Tetanos - .
de Clostridium tetani
Tifus Salmonella typhi muerto
Tosferina Bordetella pertussis muerto
. Virus de la hepatitis A inactivado con formal-
Hepatitis A .
dehido
Suspension de antigeno de superficie obteni-
Hepatitis B P g P -
do de plasma de enfermos de hepatitis B
Poliomielitis (Sabin, oral) Virus de la poliomielitis atenuado

Poliomielitis (Salk, parenteral) | Virus de la poliomielitis inactivado

En el caso de las vacunas antiviricas es importante comentar las ventajas,
los inconvenientes y las consecuencias de su utilizacion. La inmunizacién contra las
infecciones viricas se obtiene por inyeccidn de virus que estimula la produccién de
anticuerpos capaces de neutralizar al agente patégeno; el virus inyectado no causa
infeccidn puesto que se ha atenuado o inactivado previamente. Los virus atenuados
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no dejan de comportarse en ciertas ocasiones como organismos vivos, capaces de
cambiar genéticamente, lo que puede acentuar su virulencia. Incluso en ausencia
de mutaciones, el virus podria tener efectos desconocidos a largo plazo, comparable
con los de los virus «latentes». Esta posibilidad desaparece al inactivar el virus, aun-
que en estos casos se han llegado a producir infecciones debido a la administracidn
de virus insuficientemente inactivados.

Tanto los virus atenuados como los inactivados han de ser cultivados a fin
de obtener las vacunas, por lo que estan expuestos a que un accidente provoque la
diseminacién de agentes patdgenos. Ademas, puesto que los virus solo se replican
en sistemas vivos, han de mantenerse en cultivos celulares que pueden contener
sustancias nocivas que pasen inadvertidas, especialmente otros virus.

Vacunas de ADN recombinante

Con el desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante ha sido posible
la obtencidn de proteinas de la superficie de practicamente cualquier patégeno y
en cantidades adecuadas. Los genes son clonados y cuando los polipéptidos res-
pectivos se purifican del organismo productor, frecuentemente E. coli o S. cerevi-
siae, pueden usarse como vacunas en forma de subunidad. En esta técnica, en lugar
de presentar un organismo entero al sistema inmune, un fragmento del patégeno
se utiliza para desencadenar respuesta inmune especifica. Los ejemplos incluyen
la vacuna de subunidades contra el virus de la hepatitis B, que contiene exclusiva-
mente las proteinas de la superficie del virus.

Las vacunas obtenidas mediante esta tecnologia presentan ventajas impor-
tantes sobre los métodos tradicionales. Entre éstas podemos citar las siguientes:

1. La produccion de los antigenos no presenta problemas de patogenici-
dad ya que el péptido utilizado ha sido expresado mediante tecnologia
recombinante en un organismo no patégeno. Este procedimiento evita,
ademas, la posibilidad de que el antigeno pueda contener un agente
patdgeno no detectado.

2. La produccidén de la subunidad a utilizar en la vacuna se encuentra en
cantidades no limitantes. Previamente la produccion de algunos anti-
genos por la tecnologia tradicional se encontraba limitada por la difi-
cultad para obtener el material de partida.

3. Con unavacuna constituida basicamente por un péptido definido y con
una secuencia de amino acidos absolutamente constante se evitan
efectos secundarios no deseados.

En 1986 la Food and Drug Administration (FDA) aprobd la primera vacuna
recombinante que estaba constituida por un antigeno de superficie de la hepatitis
B. Actualmente un ndmero significativo de vacunas recombinantes se encuentran
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en uso clinico diario al haber sido aprobadas por las autoridades sanitarias y entre
ellas se encuentran la que provoca proteccién contra la hepatitis B, comercializada
por Merck; contra la hepatitis B, difteria, tétano y pertusis, por SmithKline Beecham;
inmunizacidn contra hepatitis Ay B, por Glaxo SmithKline; inmunizacién frente Hae-
mophylus influenze tipo B y hepatitis B, por Pasteur Merieux MDS, etc, etc,..)

Las vacunas mads importantes desde el punto de vista sanitario y econé-
mico son, probablemente, la vacuna contra la gripe y contra la poliomielitis.

Gripe

La gripe esta causada por un virus que muta, produciéndose cambios en
su estructura antigénica y para su prevencién se podria crear un banco de genes
que permitiera la obtencidn de las vacunas necesarias en cada momento. Por otro
lado, el material genético que codifica varios antigenos gripales podria introducirse
en un microorganismo como E. coli, del cual por fermentacién se podria obtener
una vacuna contra varios antigenos.

Poliomielitis

La poliomielitis es una enfermedad que en el pasado tullia a 350.000
nifios al afo en 125 paises y que actualmente es solo endémica en Nigeria, Pakistan
y Afganistan, afectando el afio pasado solamente a 223 nifios. Los cientificos supo-
nen que si la poliomielitis no se erradica definitivamente pude ocurrir, como con
otras enfermedades, que se extienda de nuevo y pueda volver a infectar a cientos
de miles de nifios. Precisamente por eso, Bill Gates creé la iniciativa lamada “Plan
Global para la Erradicacion de la Polio” y ha conseguido la participacion de gobier-
nos y magnates como la del alcalde de Nueva York, Michael Bloomberg y la de
Carlos Slim, el hombre mas rico del mundo (Agencia EFE, 2013). La Fundacién Gates
prevé contar con un presupuesto de unos 5.500 millones de ddlares para lograr su
objetivo en seis afios. Sin embargo, hay que considerar que el principal problema
ahora para la erradicacion total de la polio no es tanto la falta de recursos o dinero,
sino evitar problemas mas serios como la alarma social creada por determinados
sectores al decir que la vacunacidn representa exclusivamente un mecanismo de
control por parte de los paises ricos sobre esas sociedades. En relacién a esto de-
bemos recordar que en el afio pasado, 2012, veinte trabajadores sanitarios fueron
asesinados por participar en campafias de inmunizacién en Pakistan.

Vacunas con modificaciones pottransduccionales

En ocasiones los antigenos no pueden ser producidos por las bacterias ya
gue éstas, como en el caso de las hormonas, no introducen cambios post-transduc-
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cionales, y en esta situacion, se recurre a células de S. cerevisiae o de mamiferos.
En el primer caso se encuentra el antigeno que se utiliza en la vacunacién contra
la hepatitis By para ello se cloné el gen de una proteina de su cubierta y se expresa
en un vector multicopia en S. cerevisiae. La levadura no solo es capaz de expresar
el gen sino producir unas particulas que son similares a las que se encuentran en
la sangre de los pacientes.

La inmunidad conferida por las vacunas vivas es invariablemente superior
a la que confiere el material carente de vida. La ingenieria de los microorganismos
podria convertirse en fuente de produccién de antigenos de gran potencia, ofre-
ciendo a largo plazo una mayor inmunidad.

Expresion de antigenos inmunizantes de microrganismos patégenos
en microrganismos no patogenos

En este tipo de vacunas el gen que codifica un antigeno de superficie del
patdégeno se incorpora al patrimonio genético propio del agente no patdgeno.
Cuando éste se multiplica expresa el antigeno en su superficie y puede inmunizar
contra el agente patdgeno sin riesgo alguno. En general, los vectores utilizados son
capaces de producir una repuesta tanto celular como humoral significativamente
fuerte.

Un experimento de este tipo se realizé con un virus vaccinia (vacunal) al
gue se le habia insertado el gen del antigeno de la superficie del virus de la rabia.
En este caso el proceso estaba orientado a inmunizar a zorros y otros animales que
sirven de reservorio del virus de la rabia. Para ello se modificé un virus vaccinia me-
diante la insercién del gen que codifica una proteina de superficie y se le afadio a
pedazos de carne que fueron utilizados como fuente de alimentacién. Este experi-
mento fue el primero que se realizé en Europa a fin de controlar le extension de la
rabia.

Expresion de antigenos inmunizantes de microrganismos patégenos
en plantas

Ademas de su utilizacién tradicional como productoras de medicinas na-
turales, hoy es posible modificar genéticamente las plantas a fin de que produzcan
productos farmacéuticos. Asi, plantas transgénicas que expresen antigenos proce-
dentes de microorganismos patdgenos ofrecen muchas ventajas como sistema de
produccion de bajo coste. Esta tecnologia puede contribuir al desarrollo de progra-
mas globales de vacunacién y pueden tener un impacto dramatico en la salud de
los paises en via de desarrollo. Entre las ventajas de utilizar plantas se destacar las
siguientes:
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El coste de cultivar plantas es bajo.

1. Los mecanismos de recogida de las plantas no tienen problemas téc-
nicos.

1. En principio no existe limite al nimero de plantas o superficie a em-
plear.

Estudios realizados en animales demuestran que con la ingestion de plan-
tas transgénicas que expresan vacunas de subunidades se induce la expresion de
anticuerpos especificos no solo en mucosas sino también en el suero sanguineo.

Actualmente diversos grupos de investigacién intentan obtener vacunas
a partir de plantas que expresan el antigeno correspondiente. El objetivo ideal es
gue en un futuro puedan ser administradas por via oral. Se tratara de vacunas co-
sechables y comestibles con muchas ventajas: seran baratas y faciles de producir
masivamente, no necesitaran condiciones de conservacién especialesy, si son para
animales, se podran administrar junto con el pienso, simplificando las campafias
de vacunacion.

Otra aplicacion de las plantas de gran calado en farmacia es su utilizacion
en la introduccién de modificaciones post-traduccionales en algunas drogas que
necesitan cambios en su estructura primaria para tener una actividad mejor como
farmacos. Estas modificaciones son responsables de cambios en su funcidn, locali-
zacion, estabilidad e interacciones dindmicas con otras moléculas. Las plantas estan
ganando una aceptacién creciente como un sistema de expresién de proteinas re-
combinantes, y sobre todo cuando requieren cambios post-traduccionales debido
a su condicién de organismos eucaridticos. La glicosilacion es, sin duda alguna, el
mecanismo mas ampliamente utilizado; sin embargo, otros cambios en las protei-
nas recombinantes, como hidroxilacién y lipidacion, son importantes en la obten-
cion de proteinas recombinantes de alta calidad, ya sea su uso como reactivo cien-
tifico o como un producto farmacéutico. Los cambios introducidos ofrecen una
amplia gama de opciones para el disefio racional de productos humanizado (bioe-
quivalente), mejorado (biomejorados) o novedosos (Webster and Thomas, 2012).

Vacunas sintéticas

Una perspectiva adicional para la obtencién de vacunas es la utilizacion
del analisis computarizado para la determinacion de la secuencia de aminodcidos
que forman el polipéptido mas pequefio con capacidad antigénica de una particula
virica. Mediante este método ha sido posible sintetizar quimicamente péptidos y
obtener anticuerpos. Esta técnica ha sido aplicada con resultados iniciales en el
caso de la hepatitis B y con ella, se obtienen vacunas multivalentes que pueden re-
emplazar a las clasicas vacunas bacterianas y viricas. Mientras que las proteinas tie-
nen que ser producidas en un entorno celular, los péptidos pueden ser sintetizados
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guimicamente pero son a menudo débilmente inmunogénicos. Por esta razén, una
mezcla de péptidos se puede utilizar junto con virus inactivados como es una de
las vacunas comercializada por SmithKline Beecham contra la hepatitis B, aunque
también se usan mas a menudo proteinas recombinantes enteras a fin de incre-
mentar la respuesta inmune.

Las vacunas sintéticas pueden aplicarse también en otras enfermedades
infecciosas como es el caso de la tuberculosis.

Vacunas de ADN

El primer trabajo sobre la utilizacidn de genes, moléculas de ADN desnu-
do, orientado a obtener una respuesta inmune frente a la proteina codificada lo
publicaron Tang y colaboradores en la revista Nature en 1992. Los autores introdu-
jeron el ADN directamente en células de la piel de ratones utilizando microproyec-
tiles de oro recubierto con el ADN adecuado y encontraron que los ratones produ-
cian anticuerpos contra el antigeno codificado. Este resultado generd una gran
excitacion en el mundo cientifico y ese mismo afio en una reunién sobre vacunas
celebrada en Cold Spring Harbor Laboratory se presentaron tres trabajos sobre los
resultados obtenidos con el uso de vectores de ADN capaces de producir las res-
puestas tanto humoral como celular frente a agentes patégenos y antigenos tumo-
rales. Ulmery col. (1993), de los laboratorios Merck y Fynan y col. (1993) de la Uni-
versity of Massachusetts Medical School, insertaron en un pldsmido bacteriano el
gen que codifica la nucleoproteina del virus A de la gripe junto con elementos re-
guladores de la transcripcién y traduccién en eucariotas. Al inyectar el plasmido
por via intramuscular en ratones, se desencadend una fuerte reaccién inmunitaria
contra la nucleoproteina. De ello, los autores deducian que el ADN habia penetrado
en las células y se habia expresado. Basta pues una simple administracion de ADN
que codifica un antigeno para reproducir los efectos protectores obtenidos me-
diante vacunacién con virus muertos o atenuados.

La inmunizacién con ADN podria representar una forma mds potente y
eficaz de desencadenar respuestas inmunitarias. Las células absorben el ADN plas-
midico y expresan el gen que codifica el antigeno que interese. En este punto el an-
tigeno pude seguir dos rutas diferentes:

1. Puede ser secretado vy, por tanto, inducir la formacién de anticuerpos
a la manera de las subunidades proteicas.

2. Puede ser procesado intracelularmente y los fragmentos antigénicos
presentados en la superficie de la célula en el contexto de los com-
puestos del complejo principal de histocompatibilidad de clase |, esti-
mulando asi la respuesta de linfocitos T citotdxicos.
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Actualmente, he de sefialar que no se acaba de entender completamente
el porqué de la respuesta inmunitaria tras la inyeccién del ADN y el proceso se en-
cuentra bajo una intensa investigacién. Diversos autores han conseguido reforzar
la respuesta inmune variando las condiciones experimentales. Cuatro vacunas para
uso veterinario utilizando ADN ya han sido aprobadas en los EEUU, lo que sugiere
que en un futuro préximo y previa optimizacién de la técnica pueda abrirse su uso
en humanos.

Desde el punto de vista industrial, la vacunacién con ADN simplificaria los
procesos de produccion de las vacunas. No habria que preparar y purificar el anti-
geno, tareas caras y duras. Los laboratorios farmacéuticos podrian dedicarse al di-
sefioy purificacidn de pldsmidos. Este tipo de vacunas podria entenderse como una
forma mds potente y eficaz de activar el sistema inmunitario y de combatir enfer-
medades infecciosas contra las cuales han fracasado otros tipos de vacunas.

Después de un periodo de relativa baja actividad en este campo, se de-
tecta, actualmente, un aumento del interés por las posibilidades de desarrollar va-
cunas de ADN incluyendo vacunas contra determinados tipos de cancer y ello de-
bido a una optimizacidon del ADN utilizado como inmundgeno y con nuevas
formulaciones de los adyuvantes. Kulkarni y col (2013) han utilizado como inmu-
négeno en el caso de una vacuna contra el SIDA el gen HIV-1 p24(gag) con ADN de
zonas conservadas del gen y han encontrado un aumento muy significativo en los
niveles de la respuesta tanto celular como humoral.

Como resumen podemos concluir que por las distintas técnicas de obten-
cién de vacunas, un nimero importante de enfermedades infecciosas se encuen-
tran controladas, pero los niveles de eficiencia en ocasiones varian en relacién a la
poblacién y a la regién especifica de nuestro planeta.

Infecciones importantes para las que carecemos de vacunas

Segun diversos autores, de todas las vacunas incluidas en la Tabla 2 se ne-
cesitan con mayor urgencia, sobre todo en los paises en vias de desarrollo, la de la
malaria, la tuberculosis y la del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).
Sin embargo los patégenos responsables evitan la deteccion inmunoldgica y/o ex-
hiben una variabilidad genética muy grande.

31



Tabla 2. Vacunas necesarias y que carecemos actualmente (Walsh, 2004)

Campylobacter

Chlamydia

Citomegalovirus

Dengue

Epstein-Barr (mononucleosis)

Helicobacter pylori: ulceras gastrointestinales

Hepatitis C

Herpes Simplex

SIDA

Gripe (vacuna universal que reemplace la vacuna anual)

Virus sinticial respiratorio

Streptococo grupo Ay B

Shigella

Tuberculosis

Malaria

Malaria

La malaria sigue siendo en la actualidad la enfermedad infecciosa mas de-
vastadora; aproximadamente el 40% de la poblaciéon del mundo se encuentra en
riesgo y la OMS, estimaba en el afio 2010 que los casos de malaria documentados
eran de 219 millones y que ese afio murieron entre seiscientos mil y un millén dos-
cientos mil los afectados, siendo la mayoria nifios de zonas endémicas de Africa
(Nayyar et al., 2012).

A pesar de los datos anotados, éstos no son reales debido a que no tene-
mos informacidn real de la situacién en areas rurales y, a que en muchos casos esas
muertes no son documentadas. La enfermedad se desarrolla fundamentalmente
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en zonas deprimidas y constituye una barrera importante en el desarrollo econé-
mico de las comunidades que habitan en dichas zonas.

La malaria es producida por la trasmisién de varias especies del género
Plasmodium fundamentalmente P. falciparum and P. vivax, y cuyo vector es un mos-
quito femenino de la especie Anopheles que con su picadura introduce al protista
en la sangre a través de la saliva. El protista en la sangre viaja hasta el higado en
donde maduray se reproduce. Después el parasito se libera de los hepatocitos e in-
vade los glébulos rojos y se inicia el desarrollo de la etapa de la infeccién en la
sangre, lo que produce los sintomas clinicos, tales como fiebre, la anemia, e incluso
la malaria cerebral. Esta enfermedad ha jugado un papel importante en el desarrollo
de la cultura, incluyendo, en la evolucion del hombre. Asi, los individuos heteroci-
goticos para la hemoglobina S presentan unos eritrocitos cuya membrana citoplas-
matica es anormal, produciéndose la salida del ion potasio y no permitiendo el des-
arrollo del P. falciparum de modo que son resistentes a la malaria.

Desde hace afios existe un gran interés por parte de la OMS en desarrollar
una vacuna efectiva. La primera vacuna sintética y la primera contra un parasito fue
la SPf66 desarrollada por el cientifico colombiano Manuel Elkin Patarroyo en 1987. La
vacuna fue probada en una colonia de monos Aotus trivirgatus de la region amazonica.
La composicién de esta vacuna presentaba una combinacion de antigenos de los es-
porozoitos (utilizando la repeticion CS) y merozoitos del parasito. Esta vacuna, sin em-
bargo, resultd no ser suficientemente eficiente. La siguiente vacuna desarrollada fue
la CSP que inicialmente parecia suficientemente prometedora como para someterse
a los ensayos. También se basaba en la proteina circumsporozoito, pero ademas tenia
la proteina recombinante (Asn-Ala-Pro15Asn-Val-Asp-Pro)2-Leu-Arg(R32LR) unida co-
valentemente a una toxina purificada Pseudomonas eruginosa (A9). Sin embargo, se
demostrd en una fase temprana la falta total de inmunidad protectora. En un articulo
publicado en la revista The Lancet en 1997 por un grupo de cientificos americanos se
concluia que «la vacuna no es eficaz y debe suprimirse».

Posteriormente se han desarrollado otras vacunas pero sus eficiencias
siempre han sido limitadas como la ensayada por el espafiol Pedro Alonso en el Ins-
tituto de Salud Global de Barcelona, denominada RTSS, y que ha contado con la
ayuda de la Fundacion Bill y Mellinda Gates.

La dificultad para obtener vacunas contra enfermedades producidas por
parasitos en general es que su ciclo bioldgico es complejo y se desarrollan en al
menos dos hospedadores diferentes. La secuenciacion del genoma de P. falciparum
aun no ha facilitado la identificacidon de dianas que sean realmente efectivas para el
desarrollo de nuevas vacunas.

Entre las nuevas alternativas para la obtencién de una vacuna, hoy se
orienta al control del vector mediante manipulacion genética del Anopheles. Los
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avances en las tecnologias genéticas hacen posible la introducciéon de ADN exdgeno
en el genoma del mosquito de tal manera que reduzca su expectativa de vida o que
le conviertan en resistentes a las especies del Plasmodium. Otra posibilidad es ma-
nipular y liberar grandes poblaciones de mosquitos masculinos estériles, a fin de
que éstos reduzcan en el medio ambiente la poblacién de mosquitos hembras ge-
neracion tras generacion y la repeticion del proceso pueda eventualmente eliminar
la poblacién diana (Raghavendra et al., 2011).

Otro mecanismo de control de la malaria se deduce del trabajo desarro-
llado por el grupo de investigacion de Zhiyong Xi de la Universidad de Michigan. El
control del plasmodio lo realiza la bacteria simbidtica Wolbachia cepa wAlbB pre-
sente en el Anopheles y que se trasmite por via materna. La bacteria es capaz de
inducir altos niveles de incompatibilidad citopldsmica con el plasmodio y los resul-
tados descritos confirman el establecimiento de una infeccidén estable de la
bacteria Wolbachia durante varias generaciones en Anopheles stephensi. Este es
un vector importante de la malaria responsable de la mayor parte de los casos de
la enfermedad en el sureste asiadtico. Ademas, esta cepa de Wolbachia confiere al
mosquito resistencia al parasito del paludismo humano Plasmodium falciparum
(Bian et al., 2013).

Sin embargo es extraordinario el resultado publicado el pasado mes de
agosto por Hoffman y colaboradores en la revista Science. Estos han descrito una
nueva vacuna denominada PfSPZ [Plasmodium falciparum (Pf) y sporozoitos (SPZ)]
y que los primeros ensayos sugieren que es absolutamente eficaz. Esta utiliza los
esporozoitos que normalmente infectan las glandulas salivares del mosquito y que
excitan, una vez en el torrente circulatorio y gracias a su capacidad de reproducirse
en el cuerpo humano, a su sistema inmune sin causarle la enfermedad (Seder, et
al., 2013; Kastenmdiller, et al., 2013). Los resultados obtenidos demuestran que los
niveles de anticuerpos solubles como asi mismo de células T en sangre son depen-
dientes de la dosis y que para obtener una proteccion adecuada se requiere la ad-
ministracion de cinco dosis intravenosas obteniéndose en este caso una proteccién
total. Segun la opinién de los propios cientificos que han desarrollado la nueva va-
cuna aun falta mucho por hacer, aunque consideran que lo obtenido representa ya
un avance muy significativo.

El investigador Pedro Alonso no ha escatimado elogios al trabajo de Hoff-
man y su equipo pero piensa en dos inconvenientes significativos en la utilizaciéon
practica de esta vacuna en su forma actual: 12) La vacuna para dar los mejores re-
sultados requiere cinco inyecciones intravenosas, y 22) que los esporozoitos deben
mantenerse en nitrogeno liquido. Pedro Alonso sugiere, reconociendo el gran éxito
obtenido, que ahora los investigadores deben reducir la dosis y buscar vias de ad-
ministracién alternativas.
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A pesar de la necesidad urgente de una vacuna contra la malaria, debo
afiadir, que algunas ONG como la Drugs for Negleted Diseases iniciative (Iniciativa
para la obtencion de Medicamentos para Enfermedades Olvidadas) decidieron
orientar su trabajo en enfermedades alternativas después de la Fundacién Bill y
Melinda Gates y el Fondo Mundial decidieran financiar directamente proyectos es-
pecificos contra la malaria.

Tuberculosis

El control de la tuberculosis es también una prioridad para la medicina de
hoy. Esta afecta a 30 millones de individuos y mueren unos 3 millones anualmente
lo que la convierte en una enfermedad de alto riesgo responsable de un numero de
defunciones excesivamente elevado. La OMS estima que solo en Europa existian en
2011 medio millon de personas afectadas y se supone que su numero esta actual-
mente en aumento. La tuberculosis provoca en Europa la muerte de unas 40.000
personas anualmente y el problema se agrava con la aparicién de nuevas cepas re-
sistentes. La tuberculosis supone una carga econémica significativa para las arcas de
la UE ya que se calcula anualmente un gasto superior los 6.000 millones de €.

Actualmente en Espaina se registran unos 10.000 casos al aio de tuber-
culosis en parte motivado por la llegada de emigrantes procedentes de paises con
tasas altas de la enfermedad y por sus condiciones de vida, (hacinamiento, mala
alimentacién, pobreza, falta de higiene) que provocan un aumento significativo de
pacientes.

En Francia se ha detectado también un aumento importante de casos de
tuberculosis, fendmeno agravado por haberse encontrado cepas resistentes alter-
nativas procedentes de Rusia y otros paises de Europa oriental.

Diversos factores impiden el desarrollo de nuevas vacunas contra la tu-
berculosis y entre los que podemos citar se encuentran la falta de modelos
animales adecuados, de marcadores que demuestren la eficacia de la vacunay, el
requerimiento de pruebas costosas y lentas en los grupos sociales implicados. Di-
versos autores creen que se obtendran vacunas realmente eficaces en los proximos
afios y ello debido a los avances espectaculares de las tecnologias bioldgicas, la
aparicidon en nuevos modelos animales y del proceso patoldgico de la enfermedad
como asi mismo debido a una coordinacion mayor entre los cientificos del area
(Meyer y McShane, 2013; Ruzo et al., 2012; Rowland et al., 2013).

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)

Otra vacuna necesaria es contra el sindrome de la inmunodeficiencia ad-
quirida (SIDA) producido por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) que fue
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identificado en 1983. Las dificultades mas importantes para la obtencién de una
vacuna eficiente en este campo son las siguientes:

1. El virus presenta una gran variacion genética.
2. Elvirus destruye los linfocitos T helper.

3. Aungque se produce una cierta respuesta inmune, ésta no es suficiente
para destruir el virus.

4. Muchas células infectadas no expresan el virus, por lo que el sistema
inmune no las detecta.

o

Las células conteniendo el DNA proviral lo transmiten directamente.

Vacunas contra el cancer

No quisiera terminar este apartado sin comentar los esfuerzos que se de-
dican a obtener vacunas contra el cancer, esfuerzos que estan orientados a reforzar
la capacidad natural del organismo para defenderse de las células cancerosas me-
diante el sistema inmunitario. La identificacién de antigenos de superficie de algu-
nos tipos de cancer abre la posibilidad de desarrollar anticuerpos especificos capa-
ces de destruir las células tumorales. La Agencia Internacional para la Investigacion
del Cancer (IARC) ha identificado varios microrganismos como carcinogénicos; los
principales se encuentran resefiados en la Tabla 3 siguiente (International Agency
for Research on Cancer, 2011).

Tedricamente, la administracién previa de los antigenos de la superficie
de las células tumorales o de los microrganismos carcinogénicos puede inmunizar
al individuo frente a un cancer especifico. Estudios previos han demostrado que
frecuentemente es necesario el uso de adyuvantes fuertes ya que los antigenos ori-
ginales presentan poca capacidad de inducir la respuesta inmune.

Actualmente disponemos de dos tipos de vacunas contra el cancer:

1. Vacunas preventivas o profilacticas, cuya finalidad es impedir que se
inicie un cancer en personas sanas.

2. Vacunas terapéuticas, cuya finalidad es la de tratar de eliminar las cé-
lulas cancerosas reforzando las defensas naturales del organismo.

Este segundo tipo de vacuna tiene como finalidad que se detenga el cre-
cimiento de cancer o que eliminen aquellas células que no fueron destruidas con
tratamientos alternativos.

Las vacunas profilacticas se orientan a provocar la respuesta inmune
contra los microrganismos responsables o que ayudan a que se produzca el tumor
correspondiente. Estas vacunas son semejantes a las vacunas tradicionales. Los in-
vestigadores estan desarrollando vacunas sintéticas de los antigenos en el laborato-
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rio para usarlas en vacunas profildcticas. Estas vacunas sintéticas tienen por
finalidad estimular la respuesta inmune y para ello la estructura quimica de los an-
tigenos es modificada previamente.

Tabla 3. Microorganismos y tipos de cancer con los que estdn mas
estrechamente relacionados.

Ti

Gérmenes infecciosos |po'de Cancer relacionado
organismo

Virus de hepatitis B (VHB) Virus Carcinoma hepatocelular

Virus de hepatitis C (VHC) Virus Carcinoma hepatocelular

Cancer de cuello uterino (cérvix); cancer
vaginal; cancer vulvar; cancer orofaringeo
(cdnceres de la base de la lengua, de
amigdalas o de garganta superior); cancer
de ano; cancer de pene; carcinoma de
células escamosas de la piel

Tipos 16 y 18 de los virus del
papiloma humano (VPH), asi Virus
como otros tipos de VPH

Linfoma de Burkitt; linfoma no Hodgkin;

Virus de Epstein-Barr (VEB) Virus linfoma de Hodgkin

Virus del herpes asociado con
el sarcoma de Kaposi (VHSK),

. . } Virus Sarcoma de Kaposi
también conocido como virus
del herpes humano 8 (VHHS)
Virus linfotrépico humano de . . . ,
s 1 pico hu Virus Leucemia o linfoma de células T en adultos

células T tipo 1 (VLHT-1)

Cancer de estdmago; linfoma gastrico de
Helicobacter pylori Bacteria  tejido linfoide asociado con la mucosa
(MALT)

Esquistosomas (Schistosoma

. Parasito Cancer de vejiga
hematobium) /e

Trematodo hepatico

) L Parasito  Colangiocarcinoma
(Opisthorchis viverrini)
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El Instituto Nacional del Cancer de los Institutos Nacionales de la Salud
de los EEUU con fecha del 15 de Noviembre de 2011 confirmaba que la FDA ha
aprobado dos tipos de vacunas profilacticas (contra el virus de la hepatitis B y
contra los virus del papiloma humano tipos 16 y 18, los cuales son responsables de
70% de los casos de cancer de cuello uterino o cérvix ) y dos terapéuticas [una que
protege contra la infeccion por el virus de hepatitis B (VHB) y otra utilizada en el
tratamiento de cancer de prdstata metastatico].

En el grupo de las vacunas profilacticas se encuentran Gardasil® y Cer-
varix®, que protegen contra la infeccién por dos tipos de virus del papiloma hu-
mano (VPH) —los tipos 16 y 18— y que causan aproximadamente 70% de todos
los casos de cancer de cuello uterino (cervical o de cérvix) a nivel mundial. Los
tipos 16 y 18 de VPH causan también algunos canceres de vagina, vulva, ano, pene
y orofaringe (Parkin et al., 2002). Gardasil es producida por Merck, y se compone
de cuatro tipos diferentes de antigenos proteicos en forma de “particulas simi-
lares a virus” (virus-like particles, VLP), que corresponden a los tipos de VPH 6, 11,
16 y 18, afirmandose por ello que es una vacuna “cuadrivalente” (Lowy DR and
Schiller JT, 2006). La segunda vacuna, Cervarix, ha sido producida por GlaxoSmith-
Kline y es bivalente.

Hoy se sabe que estas vacunas también confieren proteccidén contra otros
virus préximos (HR-VPH), aunque las vacunas difieren en el grado de proteccidn
cruzada. El mecanismo mediante el cual se produce esta proteccion cruzada es ac-
tualmente desconocido (Draper et al., 2013).

Otra vacuna profilactica protege contra la infeccion por el virus de hepa-
titis B (VHB) responsable de un tipo de cancer de higado y fue aprobada en 1981,
siendo la primera vacuna preventiva virica comercializada con éxito. En la actuali-
dad, la mayoria de los nifos en los Estados Unidos son vacunados contra el virus
de la hepatitis B a los pocos dias de su nacimiento (U.S. Centers for Disease Control
and Prevention, 2005). La segunda vacuna (Provenge, producida por Dendreon) es
para el tratamiento de cancer en algunos hombres con cancer de préstata metas-
tatico. Esta vacuna estd orientada a estimular la respuesta inmunitaria a la fosfatasa
acida prostatica del propio paciente utilizando antigenos extraidos directamente
del mismo, si bien los resultados han sido relativamente limitados (Parmiani et al.,
2007).

Actualmente, y en distintos paises se encuentran investigadores desarro-
llando vacunas contra varios tipos de cancer y algunas de ellas se encuentran ya en
estudios clinicos finales.
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Desarrollos actuales en la produccion de vacunas

Como es sabido, las vacunas eficaces son aquellas capaces de inducir ade-
cuadamente las respuestas humoral y celular, responsables de la proteccidon frente
a lainfeccidn y por tanto, frente a la enfermedad. Hoy se modifican las técnicas cla-
sicas introduciendo variables que conducen a una verdadera revoluciéon en el des-
cubrimiento de vacunas capaces de encontrar soluciones a la variabilidad y a la ca-
pacidad de evadirse de la respuesta inmune de determinados microrganismos
(D’Argenio DA and Wilson CB. 2010). Estas modificaciones se basan en la informa-
cion adicional obtenida por los cientificos en tres lineas de investigacion concretas:
descubrimiento de nuevos antigenos, utilizaciéon de nuevos adjuvantes (Cooper et
al., 2008) y rutas de suministro de la vacuna y en el desciframiento de nuevos me-
canismos de la respuesta inmune (Koff, 2013).

Con referencia al primer aspecto, el descubrimiento de nuevos antigenos,
los investigadores utilizan la denominada “vacunacién reversa”.

Vacunacion reversa

Dado que hoy conocemos la secuencia completa del genoma de multi-
ples microrganismos patégenos, esta informacién ayuda a los investigadores a
encontrar dianas que permiten la obtencidn de vacunas de las que carecemos ac-
tualmente. Para ello se identifican, a través de la secuencia de ADN, los genes
gue codifican proteinas con capacidad antigénica potencial. Una vez identifica-
dos, estos genes se clonan en un microrganismo no patégeno que expresa las
proteinas antigénicas. Estas son secretadas o se incorporan a la superficie del mi-
crorganismo productor y se inyectan a ratones de los que se obtendrdn los anti-
sueros correspondientes. Finalmente, se determinara su capacidad neutralizado-
ra o de producir la lisis del microrganismo patdgeno original. Esta técnica se
denomina “vacunacién reversa”, denominacién que fue propuesta por Rappuoli
y colaboradores (Rappuoli, 2000; Sette y Rappuoli, 2010).

En relacidn con la identificacion de nuevos antigenos, hoy contamos con
algorismos que nos permiten identificar epitopos especificos, como se ha demos-
trado en el caso del virus vaccinia, y que nos permiten conocer los componentes
capaces de inducir proteccion en el caso de la vacuna contra la viruela. Antigenos
que son reconocidos por CD4+ difieren de aquellos reconocidos por CD8+ y esta
informacion se esta utilizando en vacunacién reversa a fin de obtener vacunas que
no son especificas de antigeno sino de epitopo (Moutaftsi et al., 2006, 2007).

Conociendo la secuencia del genoma, y mediante técnicas bioinformati-
cas, Piza y col. (2000) seleccionaron un pequefio grupo de proteinas de un total de
unos 600 antigenos potenciales de la superficie de Neisseria meningitidis B, agente
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productor del 50 % de las meningitis meningocdcicas, y el resultado fue la obten-
cién de una vacuna multivalente con resultados muy satisfactorios. Un resultado
similar ha sido descrito también en el caso de una cepa de Streptococcus pneumo-
nae hemolilico (Tettelin, et al., 2006) y de otra de E. coli patdégena intestinal (Moriel,
et al., 2010).

Es importante razonar que mediante la vacunacidn reversa se identifican
antigenos que las bacterias patégenas no expresan normalmente en las condicio-
nes de cultivo in vitro y que pueden ser definitivos en la obtencion de nuevas va-
cunas realmente protectoras (Asgarian-Omran et al., 2013).

Para terminar este apartado sobre vacunas cabria afiadir que las técnicas
de secuenciacion del genoma de los microrganismos y de los virus son cada vez mas
eficientes, rapidas y econdmicas, y se cree que la informacidn obtenida facilitara el
conocimiento de sus caracteristicas bioldgicas de un modo mejor que por el cultivo
in vitro tradicional. Se supone que en los proximos 3 a 5 afios la secuenciacion del
ADN y el ARN en una muestra clinica serd, en los hospitales, una cuestién de rutina.
Actualmente ya los analisis gendmicos y metagendmicos estan facilitando conocer
a nivel molecular la diversidad microbiana que se encuentra en distintos nichos eco-
l6gicos y fundamentalmente en el hombre. Este conocimiento va a facilitar la iden-
tificacion de determinantes moleculares de virulencia y el comportamiento de las
cepas patdgenas en tiempo real. También va a proporcionar una vision mas directa
de cdmo los agentes patdgenos se propagan y causan la enfermedad ayudando a
identificar dianas de interés terapéutico y por tanto la obtencién de nuevos antige-
nos fundamentales para la preparacion de vacunas mas eficientes.

Entre los aspectos a tener en cuenta en el estudio del microbioma hu-
mano como base para una medicina mas personalizada destaca precisamente el
relacionado con el desarrollo de nuevas vacunas, ya que aquel puede verse como
un factor limitante en la utilizacién de determinados modelos animales (Virgin et al.,
2009).

Movimiento ciudadano contra las vacunaciones

No quisiera terminar este apartado sin comentar la existencia de un mo-
vimiento ciudadano en contra de las vacunaciones. Algunas personas presupo-
nen que es preferible pasar la enfermedad a fin de inmunizarse. Las tesis contra-
rias a la vacunacidn infantil se extendieron inicialmente apoyadas por el articulo
del médico britanico Andrew Wakefield 1998 en The Lancet, en el que se vincu-
laba la vacuna virica triple (contra el sarampidn, las paperas y la rubeola) con el
autismo. Fruto de este estudio, las tasas de vacunacion en Gran Bretafia descen-
dieron a la vez que se incrementaron los casos de sarampidn. Dos afios después,
The Lancet retird el articulo de Wakefield al demostrarse que las conclusiones pu-
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blicadas eran errdneas. Sin embargo todavia hoy se detectan brotes de paperas
en los colegios privados de la Gran Bretaia por no utilizar la vacuna correspon-
diente (Calvert et al., 2013).

Entre los sectores que participan de estas tesis en nuestro pais se encuen-
tran personas con estudios elevados, incluyendo a sanitarios, y se concentran, segun
algunas encuestas, en la franja mediterrdnea. Se piensa que esta posicién se asocia
fundamentalmente con grupos sociales que defienden la medicina natural.

Los cientificos y responsables sanitarios debemos enfatizar los riesgos de-
rivados de este posicionamiento. Historicamente, el haber eliminado la viruela y
muchas de las plagas que barrieron histéricamente continentes enteros se debid a
la introduccién de la vacunacidén masiva y en este sentido hemos de resaltar el
riesgo derivado de la extensién del movimiento anti-vacunacion.

FARMACOGENETICA Y FARMACOGENOMICA:
BASES RACIONALES PARA EL DISENO DE NUEVAS DROGAS

Uno de los problemas con los que se enfrentan las autoridades sanitarias
es la necesidad de mejorar la seguridad y eficacia de los medicamentos debido a
las reacciones adversas, incluida la muerte, que estas pueden provocar. En los
EEUU se contabilizan anualmente en sus hospitales mds de 100.000 muertes y 2
millones de reacciones adversas graves (Lazarou , Pomeranz and Corey. 1998).

Riesgo a padecer una Desarrolloy Desarrollo de
enfermedad basado en prescripcion terapias
variaciones de medicamentos basadas en la
genéticas: basados en genética:
Farmacogendémica diferencias Terapia génica
genéticas:
Farmacogenética

Fig. 1. La informacion genética y su relacion con la farmacogendmica, la
farmacogenética y la terapia génica

La informacidn obtenida con la secuenciacion del genoma a nivel indivi-
dual puede ayudarnos a detectar enfermedades especificas (farmacogendmica), a
desarrollar farmacos individualizados (farmacogenética) o a facilitar la informacion
sobre la necesidad de introducir cambios de genes especificos (terapia génica).
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La farmacogendmicay la farmacogenética son disciplinas de suma impor-
tancia y como muchos de los aspectos que comento derivan de los avances de la
genética y sus técnicas analiticas:

1. La farmacogenética, que es la rama de la ciencia que estudia la varia-
bilidad genética de un individuo en su respuesta especifica a determi-
nados farmacos.

2. La farmacogendmica es la ciencia que estudia las bases moleculares y
genéticas de las enfermedades y como consecuencia la posibilidad de
desarrollar nuevos tratamientos terapedticos (Roses, 2000).

Los medicamentos son capaces de controlar determinadas enfermedades
pero frecuentemente son responsables de efectos secundarios no deseados capaces
de provocar un aumento en la morbilidad y mortalidad de los pacientes ademds de
un aumento de los costes de salud. Ello se debe a que se admite que el comporta-
miento de un grupo de pacientes ante una droga eficaz y bien tolerada es extensible
a todos los individuos como si formaran parte de un conjunto homogéneo. La expe-
riencia clinica diaria sefiala que medicamentos que son excelentes en algunos pacien-
tes resultan, sin embargo, ineficaces o causan secuelas no deseadas en otros,
secuelas que pueden ser incluso mortales. En algunos casos sabemos que la falta de
eficacia de algunas drogas es realmente elevada como ocurre con el tratamiento de
determinadas enfermedades como el Alzheimer (entre el 30 %y el 60%), |a hiperten-
sion (entre el 10 y el 70%) o la esquizofrenia (entre el 25 y el 75%).

Estas variaciones individuales en la respuesta a determinados farmacos
puede deberse a la influencia de:

1. Factores exdgenos, como son la dieta del individuo o la ingestion de
agentes xenobidticos como el café, el tabaco, el alcohol, medicamen-
tos, etc.

2. Factores enddgenos que son los derivados de su composicion genética,
incluyendo la edad y el sexo.

Factores que afectan la actividad de los farmacos

¢Qué ocurre cuando administramos un farmaco? La respuesta del orga-
nismo al farmaco es proceder a su eliminacion directamente, sin modificacion al-
guna, o bien modificdndolo mediante reacciones quimicas que se denominan bio-
transformaciones. Estas conducen a la formacién de metabolitos que pueden ser
bioldgicamente activos o inactivos.

En las biotransformaciones participan una treintena de familias de enzi-
mas cuya actividad depende del polimorfismo genético especifico del paciente, lo
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que resulta en proteinas con una actividad bioquimica diferente frente a las drogas.
Como resultado de ese polimorfismo encontramos pacientes con los siguientes fe-
notipos:

1. Metabolizadores lentos. La enzima codificada carece de actividad o es
solo limitada.

2. Metabolizadores normales. Son portadores de al menos una copia del
gen activo.

3. Metabolizadores rdpidos. Tienen duplicado el gen activo o mutado
provocando un aumento de actividad de la enzima codificada.

4. Metabolizadores muy rapidos. Tienen multiplicado el gen activo o se
encuentra mutado provocando un aumento aun mayor de actividad
de la enzima codificada.

¢Qué tipo de cambios sufren los farmacos en el organismo?

1. El principio activo sufre, originalmente, cambios en su estructura pri-
maria; cambios en los que participan reductasas, oxidasas e hidrola-
sas, por lo que el farmaco es oxidado, reducido o hidrolizado (reaccio-
nes de fase ).

2. El principio activo modificado por las reacciones de fase | sufren nue-
vos cambios catalizados por transferasas que transfieren grupos meti-
los, sulfatos,...etc. (reacciones de fase Il) .

Como ejemplo de las actividades enzimaticas implicadas en el metabolis-
mo de drogas citaré el citocromo P450, la glutation S-Transferasa (GST) y la
tiopurina metiltransferasa(TPMT). Ademas, hay que considerar que tanto los trans-
portadores como los receptores de los farmacos tienen también un efecto impor-
tante regulando la actividad final de las drogas.

Segun Maria Teresa Donato, del Centro de Investigacién del Hospital La Fe
de Valencia (Anales de la Real Academia Nacional de Farmacia): “el citocromo P450
es el principal responsable del metabolismo oxidativo de los xenobidticos. No se trata
de una enzima Unica, sino de una familia de hemoproteinas presentes en numerosas
especies vivas, desde bacterias a mamiferos, y de las que ya se han identificado mas
de 2.000 alelos diferentes. Todas las enzimas P450 conocidas se agrupan en familias
y subfamilias en funcién de la similitud en la secuencia del ADN que las codifica”. Po-
demos decir, por tanto, que el P450 2D6 es una de esas superfamilias y probable-
mente el polimorfismo genético mejor caracterizado. Esta fue la primera enzima hu-
mana metabolizadora de drogas clonada y caracterizada a nivel molecular.

El citocromo P450 2D6 es responsable de la biotransformacién de un gran
numero de agentes terapéuticos, entre los que se encuentran drogas utilizadas en
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el tratamiento de enfermedades psiquidtricas, neuroldgicas y cardiovasculares. En
la actualidad han sido descritos mas de 75 alelos del gen CYP2D6. Se considera que
una dosis diaria de 20-50 mg de nortriptilina, un antidepresivo triciclico cuyos efec-
tos adversos son debidos a su actividad anticolinérgica, es suficiente para un pa-
ciente metabolizador pobre, y sin embargo, un paciente metabolizador muy rapido
es aquel que herede multiples copias del gen y en este caso requeriria mas de 500
mg al dia con el incremento de los efectos adversos secundarios como son
agitacion, vémitos, rigidez muscular, taquicardia, shock, estupor,...

Las bases genéticas de la variabilidad en la actividad enzimatica del pro-
ducto del gen CYP2D6 se encuentran en sus distintos alelos. Este gen se halla loca-
lizado en el cromosoma 22, y la actividad de la proteina codificada va desde la nor-
mal a una incrementada, disminuida o incluso a una falta total de actividad
catalitica (Tabla 4).

Tabla 4
Alelos del gen CYP2D6 y actividad enzimatica
(Droll et al; 1998).
Alelo Actividad CYP2D6
CYP2D6*1 normal
CYP2D6%*2 incrementada
CYP2D6*3 nada
CYP2D6*4 nada
CYP2D6*5 nada
CYP2D6*9 disminuida
CYP2D6*10 disminuida
CYP2D6*17 disminuida

Es interesante indicar que se han encontrado factores étnicos en la varia-
bilidad de la actividad enzimatica de esta proteina. En pacientes de la raza blanca se
detecta una actividad metabolizadora escasa solo entre un 10y un 60 %. La actividad
de esta enzima es aln mds baja en grupos asiaticos (2%) (Australian Medicines
Handbook (AMH) 2004), solo inferior en pacientes negros (Gaedigk, et al., 2002)
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siendo, sin embargo, la poblacién de oriente medio y la africana las que presentan
un metabolismo ultrarrapido (McLellan, et al., 1997).

Otras enzimas directamente implicadas en biotransformaciones son la
glutation S-transferasa (GST) y la tiopurina metiltransferasa (TPMT). La primera in-
activa metabolitos reactivos. El glutation reacciona con muchos xenobiéticos cuyos
metabolitos oxidativos son toxicos. Los genes que codifican estas enzimas son al-
tamente polimérficos y la eficacia o toxicidad en la quimioterapia del cancer de-
pende del gen GST-M1 o del gen GST-T1.

En cuanto a la tiopurina metiltransferasa (TPMT), es de interés sefialar que
fue una de las primeras utilizada en el estudio la implicacién de la variacidn genética
en el metabolismo de las drogas. Esta enzima metaboliza la 6-mercaptopurina y aza-
tioprina, dos farmacos utilizados en una amplia gama de patologias que van desde
la leucemia infantil a enfermedades autoinmunes. En los pacientes con una deficien-
cia en la actividad de TPMT el metabolismo de la tiopurina debe realizarse por otras
vias, una de las cuales conduce a un metabolito que es téxico en altas concentra-
ciones para la médula dsea. La deficiencia de TPMT afecta a un pequefio porcentaje
de personas, aunque gravemente. Una de cada trescientas personas tienen dos ale-
los variantes y la actividad TPMT falta, por lo que estas personas necesitan solo 6-
10% de la dosis estandar de la droga, y, si son tratados con la dosis completa, estan
en riesgo de una alteracion grave o supresion de la actividad de la médula ésea. En
el caso de estos enfermos su genotipo predice cual va a ser el resultado del trata-
miento clinico.

Ademas de los factores relacionados con la estructura primaria de las dro-
gas y las enzimas metabolizadoras, se encuentran otros factores como son los
transportadores y los receptores de los farmacos. Los primeros son responsables
directos sobre los procesos de absorcion, distribucion y excrecion de los medica-
mentos y en el caso de los receptores son garantes de aquellos mecanismos que
deben unir las drogas fisicamente a las células diana o a proteinas involucradas en
la respuesta farmacoldgica. En todos estos procesos el efecto final de la droga de-
pendera de los alelos de los genes implicados.

Bases racionales para el disefio de farmacos personalizados
(farmacogenética)

Muchos investigadores dan por hecho, después de lo descrito en los pa-
rrafos anteriores, que la prescripcién de drogas en un futuro préoximo debe basarse
en la informacidén genética de cada paciente.

¢Cual es la razdén a nivel genético del efecto diferencial de las drogas en
pacientes distintos? Es el conocimiento de la genética del paciente el que informa
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de la respuesta diferencial a las drogas y ese marcaje se encuentra fundamental-
mente en el conocimiento de las mutaciones que se detectan por los SNP (acrénimo
del polimorfismo de un Unico nucledtido, se pronuncia snip) cuya presencia en un
gen puede pasar desapercibida, ser causante de una enfermedad o alterar el meta-
bolismo de los farmacos.

Comnsecuencia de
los SNPs

SNP
* Sin relevanda

+* Causantes de

LI
B ~ enfermedad
G

h S iy + Alteradones en

el metabolismo
de farmacos

Fig. 2.

La identificacion de SNP en el genoma humano es la base del disefio de
las preparaciones farmacéuticas que denominamos farmacogenéticas. Con el co-
nocimiento de la localizacion de los SNP en determinados genes podemos disefiar
farmacos a la medida del paciente. Ante esta realidad, quiza las farmacias deban
suministrar en un futuro préximo menos farmacos, ya que seran mas especificos.
Cuando se limite el uso de un fadrmaco a un grupo de pacientes éste debera etique-
tarse de la siguiente manera: «Este farmaco solo para pacientes con genotipo 54».
Algunas empresas farmacéuticas tienen miedo de que esta aproximacion a la me-
dicacidn por los clinicos plantee nuevas exigencias por parte de las autoridades sa-
nitarias en la legalizacidon de nueva drogas o preparados farmacéuticos. Ademas,
los intereses de las empresas farmacéuticas estdn en juego, ya que estaran intere-
sadas en desarrollar farmacos para un perfil genético amplio y que no expresen in-
terés en otros farmacos cuyo perfil genético de los pacientes sea reducido y espe-
culen que no son viables econémicamente.

Laboratorios farmacéuticos como Abbot, Merck, GlaxoSmithKline y otros
han tipado genotipicamente a pacientes con varias enfermedades a fin de desarro-
llar drogas que interfieran especificamente con la actividad del producto génico di-
rectamente implicado o responsable de la enfermedad. En el afio 2001 ya se habian
identificado unos 50 millones de SNP, en el genoma humano (Sherry et al., 2001)
y, como los SNPs se encuentran altamente conservados en una poblacién durante
la evolucion, esta informacién sirve como marcador de la poblacion correspondien-
te y por lo tanto de su genotipado.
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Las bases de datos de SNP son varias y sirven y servirdn para el desarrollo
de drogas personalizadas. Hoy los investigadores cuentan con varias que son y seran
las plataformas que ayuden al disefio de las nuevas preparaciones farmacoge-
néticas. Entre las bases actuales de SNPs he de destacar las siguientes:

1.

dbSNP, desarrollada por el National Center for Biotechnology Informa-
tion de los EEUU.

. SNPedia, con la anotacidn del genoma personal, interpretacion y ana-

lisis.

. OMIM, describe la asociacién entre los polimorfismos y las enferme-

dades.

Human Gene Mutation Database, que informa de las mutaciones de
genes que causan o se asociadas con enfermedades de tipo heredi-
tario y snps funcionales.

La oficial del Proyecto Internacional HapMap, en la que se encuentran
identificados snps marcadores capaces de determinar los haplotipos
presentes en cada individuo.

En algunos paises hoy ya es posible estudiar mas de un millén de poli-
morfismos o la expresion de mas de 25.000 genes por paciente participante en es-
tudios clinico y con costes asequibles. Este tipo de investigacién aun no ha produ-
cido cambios en la practica diaria pero hay clinicos empiezan a pensar que es

necesario.

En este punto quisiera sugerir los principios que en relacién con la farma-
cogénetica y farmacogendmica deberan tenerse en cuenta en un futuro préximo
en nuestros hospitales y que en parte estan siendo adoptados ya en otros paises
(Brockmoller y Tzvetkov, 2008):

1.

Cuando la seguridad de una droga dependa de polimorfismos genéti-
cos, la mejor alternativa es retirarla del mercado o conocer los poli-
morfismos especificos del paciente.

Las caracteristicas farmacogenéticas y farmacogendmicas de un grupo
étnico son las razones mas importantes para considerar la actividad
diferencial de las drogas a utilizar.

La aplicacion de los conocimientos farmacogenéticos no debe basarse
exclusivamente en el genotipo, ya que en ocasiones lo importante es
el fenotipo del paciente.

Muchos polimorfismos pueden tener consecuencias positivas o nega-
tivas en la salud humana dependiendo del contexto y protocolo a que
se someta el paciente.
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5. Todo farmacdlogo debe conocer los antecedentes y las consecuencias
clinicas de los polimormismos implicados en el metabolismo de las
drogas mas importantes.

6. La farmacogenética presenta, como tecnologia relativamente com-
pleja y novedosa, dificultades y retrasos en la aplicabilidad de sus co-
nocimientos a la clinica.

7. Necesitamos conocimientos farmacogenéticos adicionales, ademas
del estudio a nivel de genes especificos, para poder comprender las
razones de las variaciones de la actividad de las drogas a nivel indi-
vidual.

8. Los clinicos van a necesitar, debido a la informacién masiva en far-
magenética que se espera en un futuro relativamente préximo, co-
nocimientos bioinformaticos significativos a fin de poder detectar las
diferencias que se presentan a nivel individual.

9. Ademas de los conocimientos relacionados con la secuencia genémi-
cay de las proteinas, son también importantes los procesos epigené-
ticos a fin de poder comprender la variabilidad de la respuesta a las
drogas tanto en los aspectos positivos como en los adversos.

10. El futuro de la investigacién farmacogenética y farmacogendmica
debe ser un combinado de los estudios de los SNPs gendmicos, de
los conocimientos clinicos junto con la experimentacién in vitro y ex
vivo en células, organismos modelo y en el hombre.

La tarjeta farmacogenética

Actualmente, empresas de varios paises comercializan la tarjeta farma-
cogenética individual. Esta permite al titular compartir su perfil genético con todos
los profesionales sanitarios a fin determinar la prescripcion de farmacos mas ade-
cuada. Entre esas empresas se encuentran, por su proximidad, el centro médico
EuroEspes en Espafia y GoldFarma en Portugal,

Los datos incorporados en estas tarjetas se obtienen con un sencillo test
genético, elaborados a partir de sangre o de epitelio bucal del individuo. La tarjeta
EuroEspes ha sido lanzada al mercando con un precio medio de entre 200 y 300 €
e incorpora un listado de los medicamentos mas aconsejables para su titular, como
resultado del analisis personal de genes implicados en el metabolismo de los far-
macos. Se estima que la utilizacién de este tipo de tarjetas debe reducir el gasto
en medicamentos de un modo significativo ya que segun los propios autores «con
el uso de esta tarjeta se pueden ahorrar entre 2.500 y 3.500 millones de euros al
afio en gasto farmacéutico»,
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En este contexto quisiera destacar los estudios que sobre los tipos de va-
riantes genéticas relacionadas con los “SNPs” realiza el Centro Pfizer-Universidad
de Granada-Junta de Andalucia de Gendmica e Investigacién Oncoldgica (GENYO).

Por ultimo, quiero subrayar que los estudios de farmacogenética tienen
como objetivo exclusivamente mejorar la respuesta a los fdrmacos de un paciente
a nivel individual. La farmacogenética no pretende modificar la dotacion genética
del individuo mediante la introduccién de material exégeno o alteracién del ADN
gendmico sino solamente utilizar las drogas del modo mas eficiente. Sin embargo,
se pueden plantear problemas éticos en relacién con la codificacion de las
muestras, su almacenamiento, el control de acceso a la informacidn genética, el
derecho a saber y a no saber, la discriminacién en cualquier ambito de trabajo y
los intereses de las compafiias de seguros.

Como complemento de todos los problemas éticos derivados del marcaje
genético del individuo quiero comentar lo publicado hace unos afios en un articulo
por la “British Medical Association” en el que algunos investigadores sugerian que
el avance en el conocimiento de la farmacogenética social puede derivar en el di-
sefio de armas de “limpieza étnica” capaces de reconocer grupos sociales especi-
ficos y exterminarlos. Estas armas funcionan con agentes especialmente creados
gue reconocen secuencias especificas de ADN.

PRODUCTOS TERAPEUTICOS PRODUCIDOS POR LOS MI-
CRORGANISMOS DIRECTAMENTE EN EL HOMBRE

El microbioma humano

En este apartado me extenderé sobre algunos aspectos cuyo impacto en
la salud se apreciara en los préximos anos, en un futuro préximo. Recuerdo, ade-
mas, que esta Real Corporacién celebré el pasado 25 de Abril una mesa redonda
bajo el nombre de “Sinbiogénesis y bacteriomas” y en la que participaron el Excmo.
Sr. Académico y Vicepresidente de nuestra Academia, Don Antonio R. Martinez Fer-
nandez, el Prof. Andrés Moya Simarro y el que les habla, que expuso parte de las
ideas y resultados que les presentaré a continuacién.

Permitanme inicialmente introducir dos definiciones:

1. El microbioma humano es el acervo total de microorganismos (bacte-
rias, virus, hongos, y protozoos), sus genes y genomas dentro y/o
sobre cuerpo humano.

2. El metagenoma humano es el conjunto de genes y atributos funciona-
les codificados por los microrganismos presentes dentro y/ o sobre el
cuerpo humano.

49



El estudio del microbioma humano tuvo su origen en las experiencias rea-
lizadas hace mas de un siglo con animales libres de gérmenes, gnotobidticos o axé-
nicos, y en los que se encontraron que su desarrollo presentaba anomalias significa-
tivas. Entre éstas se detectd que el sistema inmunitario se desarrollaba pobremente,
que los érganos humanos que tienen poblaciones naturales de bacterias, y especifi-
camente el trato intestinal, se desarrollaba anormalmente, presentando una pared
muy delgada, problemas cardiacos y muy susceptibles a los gérmenes patdgenos. Es
interesante destacar que muchas de las caracteristicas que presentan los animales
gnotdbidticos se encuentran también como resultado de un tratamiento con antibio-
ticos. Ante esta observacion los investigares se preguntaron:

¢Qué microrganismos se encuentran en nuestro tracto intestinal?
¢Qué estan haciendo estos microorganismos?

Sin embargo, muchos de los gérmenes que pueblan nuestro organismo
no crecen in vitro, en condiciones de laboratorio, por lo que hubo que esperar hasta
la aparicion de las técnicas genéticas adecuadas que permitieran su estudio.

Fue necesario primero que Watson y Crick propusieran en 1953 la estruc-
tura del material genético y segundo, el desarrollo posterior de técnicas que per-
miten su secuenciacién masiva, rdpida y econdmica para que se pudiera abordar
el estudio de los microrganismos in situ, en su nicho ecolégico, sin necesidad de su
cultivo in vitro.

Woese y Fox, en 1977, propusieron que la secuencia del gen de 16S de
ARN ribosdmico de los organismos procariotas podia utilizarse en la taxonomia bac-
teriana. Posteriormente se demostré que el gen equivalente de 18S de los eucario-
tas también es valido en la taxonomia de los organismos superiores incluyendo al
Homo sapiens. Por otro lado, el desarrollo de las técnicas genéticas ha permitido
determinar el total de los genes que se encuentran en un nicho ecolégico, sin ne-
cesidad de crecer los microrganismos en el laboratorio, y deducir los productos co-
dificados.

Hoy sabemos que el cuerpo humano tiene unas 10 veces mas células bac-
terianas que células propias aunque se piensa que aquellas solo representan unos
200 gramos (algunos autores estiman que pudieran llegar incluso a 1.500 gramos),
pero es importante resefiar que no son patdgenos y que viven en harmonia y sim-
biosis con nosotros (Madigan, 2012).

En el aio 2001 el premio Nobel Joshua Lederberg sugirié que los microrga-
nismos que habitan en el cuerpo humano, y que llamé microbioma, deberian ser in-
cluidos como parte de su genoma debido a la influencia tienen sobre su fisiologia.

En 2007 los Institutos Nacionales de la Salud de los Estados Unidos pre-
sentaron el proyecto del microbioma humano (NIH HMP Working Group, 2009).
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Este es un proyecto de los Institutos Nacionales de la Salud de los EEUU que se
inicié con la finalidad de caracterizar completamente la microbiota humana y de-
terminar su papel en la salud y en la enfermedad. Ademas del proyecto de los
EEUU, se cred el International Human Microbioma Consortium, (IHMC), cuyos tra-
bajos se iniciaron oficialmente en setiembre de 2008 con 10 paises participantes.
En sus estatutos se especifica que este consorcio se encuentra abierto a cualquier
proyecto de investigacion que esté de acuerdo con los principios incorporados en
sus Estatutos.

El proyecto del Microbioma Humano del NIH esta constituido por cuatro
subproyectos que pretenden:

1. Estudiar los genomas de microrganismos previamente identificados y
utilizarlos como referencia para el resto de los encontrados durante el
proyecto.

2. Estudiar la diversidad de genes ribosdomicos de 16S del ARN, es decir,
el estudio taxondmico de todos los microorganismos identificados y
no identificados previamente.

3. Determinar el metagenoma en diversos nichos ecoldgicos del hombre,
es decir, el tipo de genes, enzimas, etc. de todos los microorganismos
del cuerpo humano.

4. Demostrar la correlacidon entre el microbioma en la salud y la enfer-
medad en el hombre.

En la Tabla 5 se muestran algunos de los proyectos financiados en este
ultimo grupo, el investigador principal y la Universidad en la que se desarrolla la in-
vestigacion.

Tabla 5. Algunos proyectos financiados por el HMP para demostrar la correlaciéon
existente entre el microbioma en la salud y en la enfermedad.

Project Title Principal Investigator(s) Institution(s)

Evaluation of the cutaneous . New York University

L . . Martin J Blaser .
microbiome in psoriasis School of Medicine
The Vaginal Microbiome: Cynthia Nau Cornelissen, Lindon | Virginia
Disease, Genetics and the J Eaves, Jerome Frank Strauss, Commonwealth
Environment Gregory A Buck University
Diet, Genetic Fact d th

e .ene .|c ac.ors, an , ¢ Frederic D Bushman, James D University of
Gut Microbiome in Crohn’s . .

) Lewis, Gary D Wu Pennsylvania
Disease
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Tabla 5. Algunos proyectos financiados por el HMP para demostrar la correlacién
existente entre el microbioma en la salud y en la enfermedad (ContInuacién).

Project Title Principal Investigator(s) Institution(s)
Eugene B Chang, Folker Meyer,
The Role of the Gut Microbiota Thomas M Schmidt, Mitchel L University of Michigan

in Ulcerative Colitis

Sogin, James M Tiedje, Vincent B
Young

at Ann Arbor

Urethral Microbiome of
Adolescent Males

Dennis J Fortenberry

Indiana University-
Purdue University at
Indianapolis

The Thrifty Microbiome: The
Role of the Gut Microbiota in
Obesity in the Amish

Alan R Shuldiner, Claire M Fraser-
Liggett

University of Maryland
Baltimore

Metagenomic Analysis of the
Structure and Function of the
Human Gut Microbiota in Crohn’s
Disease

Claire M Fraser-Liggett

University of Maryland
Baltimore

Effect of Crohn’s Disease Risk

Alleles on Enteric Microbiota Ellen Li Washington University
Metagenqmlc .StUdY of the S Unversity of California
human skin microbiome Huiying Li

associate with acne

Los Angeles

Foregut microbiome in
development of esophageal
adenocarcinoma

Karen E Nelson, Zhiheng Pei

New York University
School of Medicine

The Microbial Ecology of
Bacterial Vaginosis: A Fine Scale
Resolution Metagenomic

Jacques Ravel

University of Maryland
Baltimore

Skin Microbiome in Disease

U.S. National Human

States; Atopic Dermatitis and Julia Segre
. Genome Research Inst
Immunodeficiency
The human virome in children
and its relationship to febrile Gregory A Storch Washington University

illness
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El proyecto se inicié una vez decididos los puntos de toma de muestra, fi-
jandose éstos en cinco: nariz, boca, piel, tracto gastrointestinal y urogenital (Fig. 3).

Gastro-
| intestinal

Fig. 3. Localizacion en el cuerpo humano de los puntos de toma de mues-
tra para investigar el microbioma.

Las tomas de muestras se han realizado en individuos sanos de diferentes
etnias y sexo y son tratadas para obtener la informacién siguiente (Fig 4):

1. Identificacién de los microrganismos conocidos para su utilizacién
como referencia.

2. Muestras metagendmicas para :

2.1. Secuenciacion de los genes ribosdmicos de 16S que generan la
informacion necesaria para la clasificacién taxonémica de micror-
ganismos.

2.2. Secuenciacion del resto de genes y asi obtener informacidn sobre
los productos codificados por la comunidad microbiana.
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Fig 4. NIH HMP Working Group. 2009

El estudio ha demostrado que cerca de 29% de la microbiota detectada
se encuentran en el tracto gastrointestinal, un 26% corresponde al oral, un 21 % a
la piel, un 14% a los conductos aéreos y un 9% al conducto urogenital.

Los resultados mas significativos obtenidos hasta Julio de 2012 se en-
cuentran resumidos en las Tablas 6y 7.

Tabla 6. Integrated Microbial Genomes (Human Microbiome Project, NIH)

Genome Count

Situacion Bacterias | Archaea | Eukariotas | Plasmidos |  Virus Fragmentos | Muestras Total
Completos 2113 154 37 1186 2809 654 11 6964
Borrador 2282 22 151 0 0 0 1307 3762
ﬁ]‘é:;dﬁgto 818 20 0 0 0 0 6 844
Total 5213 196 188 1186 2809 654 1324 11570
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Tabla 6. Integrated Microbial Genomes (Human Microbiome Project, NIH)

(ContInuacion).

DNA Statistics

ADN Bacteria Archaea Eukariotas Plasmidos Virus Fragmentos Muestras
N.2 de bases 19,973,243,520 486,756,223 | 38,339,700,746 33,593,255 87,874,492 22,728,454 | 468,223,015,710
N.2 de bases

" 17,366,625,378 421,416,512 | 13,542,144,779 25,510,621 77,231,272 19,704,224 | 61,046,023,461
codificantes
N.2 de bases
G 10,395,502,588 242,228,003 | 14,621,934,711 16,238,213 39,337,990 14,530,743 | 233,578,796,134
Andario 491,303 2095 | 1,110,165 1,187 4,86 654 | 2,665160933
(scaffolds)
Total 47,735,862,789 | 1,150,402,933 | 66,504,890,401 75,343,276 204,448,040 56,964,075 | 765,512,996,238

Tabla 7. Integrated Microbial Genomes (Human Microbiome Project, NIH)

Gene Statistics

Genes Bacterias | Archaea | Eukariotas | Plasmidos | Virus | Fragmentos |  Muestras Total
Total Genes 19120368 | 511,261 | 2,765,661 34055 | 97817| 11865 | 2731,369,547 | 2,753,910,574
;:;at'effanses quecodicn | joocacan | soooss| 20| mome|  see|  11s6| 2701550724 272361037
Total genes transferidos
. 1056398 | 34762 | 230413| 3059 18313 1,045 0 1,343,990
horizontalmente
Genes fusionados 802,847 14,650 30,017 1,599 507 286 0 849,906
Genescomo | s | msss|  sade 0 0 0 ol 19903
componentes de fusion
SG:ﬁ”:IS con péptido 1432935 | 10408 | 20193 3051|6200  1695| 10767765 | 1245047
Genes consegmentos |y w071 | 106479 | as9777|  6102| 13150| 1850 6816716 | 11,826,545
transmembranales
;‘:;' genesque codfian | aec e | 6| ag3ss a|l  un 9] 2981883 | 30247153
Genes de rARN 50289 1031|2852 3 1 0| 293543 22989659
5 17,8% n 938 0 0 3 313,380 332,590
165 15,950 315 3 0 0 3 8,972,849 8,989,145
185 0 0 19 1 0 0 56 20
235 16,284 01 % 0 0 3| 13648994 | 13665626
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Tabla 7. Integrated Microbial Genomes (Human Microbiome Project, NIH)

(Continuacion).
Gene Statistics
Genes Bacterias | Archaea | Eukariotas | Plasmidos Virus | Fragmentos |  Muestras Total
Total Genes 19,120,368 511,261 | 2,765,661 34,055 97,817 11,865 | 2,731,369,547 | 2,753,910,574
Genes tARN 282,297 8,966 37,065 1 1,094 9 4,398,701 4,728,133
Otros genes ARN 33978 1,179 9,438 37 80 0 2,465,195 2,509,907
Pseudogenes 123,492 8,602 36,559 0 32 23 0 168,708
Genes obsoletos 1,036 1,056 6 5 1 0 0 2,104
Genes revisados 2,284 8,187 8 9 0 1 641 11,130

Entre el gran nimero de articulos publicados sobre el microbioma del hom-
bre, considero que tres destacan lo realizado hasta el momento de su publicacién por
el consorcio (Human Microbiome Project Consortium). Dos de ellos aparecieron en
Junio de 2012 y fueron publicados en la revista Nature y el tercero fue publicado el
afio anterior en la revista Nature Reviews of Microbiology. Los dos primeros estdn fir-
mados por 248 autores pertenecientes a 80 laboratorios. En el primero de ellos se
presentan los datos obtenidos por triplicado de una poblacién de 242 adultos sanos
sobre la base de muestras procedentes de 15 o 18 localizaciones del organismo y que
han generado 5.177 perfiles taxondmicos microbianos a partir de los genes de 16S y
mas de 3,5 terabases de secuencias metagendmicas. Ademads se han aislado y se-
cuenciado 800 cepas de referencia. En conjunto, estos datos, segun los autores, son
el mayor recurso que describe la abundancia y variedad del microbioma human
(Human Microbiome Project Consortium 2012. doi: 10.1038/nature11209).

El segundo articulo mencionado se describe que el microbioma humano
difiere notablemente, incluso en los individuos sanos, en los microbios que ocupan
habitats tales como el intestino, la piel y la vagina. Gran parte de esta diversidad
permanece sin explicacion a pesar de la dieta, el medio ambiente, el patrimonio
genético del hospedador y la exposicién temprana a microbios (Human Microbio-
me Projet Consortium. 2012. doi: 10.1038/nature11234).

El tercero de los articulos a que hecho referencia incluye los estudios re-
alizados sobre el microbioma de la piel y en su resumen se dice: “La piel es el
drgano mas grande del cuerpo humano, colonizado por una gran cantidad de mi-
croorganismos, la mayoria son inofensivos o incluso beneficiosos para su anfitrion.
Las respuestas inmunes innata y adaptativa de la piel pueden modular la microbio-
ta, pero la microbiota también funciona en la educacién del sistema inmune. Es ne-
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cesario ampliar nuestro conocimiento sobre la participacion de los microrganismos
en los trastornos de la piel humana a fin de encontrar nuevos enfoques tera-
péuticos utilizando tanto microrganismos como agentes antimicrobianos para una
mejor comprension del microbioma de la piel (Grice and Segre, 2011).

La interpretacidn a nivel personal de los resultados fundamentales ex-
puestos en esos trabajos puede resumirse en los siguientes puntos:

1.

El microbioma se adquiere individualmente en cada generacién mien-
tras que el genoma humano se recibe de los padres.

El microbioma tiene caracter dindmico, modificandose su composicion
durante la vida del individuo. El microbioma se adquiere al nacer
siendo diferente en el parto normal que el que se adquiere cuando el
parto es por “cesarea”. Los cambios se inician durante los dos primeros
afios en paralelo con la evoluciéon de la dieta de los nifios. Posterior-
mente se adapta y estabiliza en los adultos y se modifica de nuevo en
la ancianidad.

El microbioma es especifico y nos confiere propiedades que solo co-
nocemos parcialmente (educa al sistema inmunitario, produce un
efecto positivo sobre enfermedades autoinmunes como en la diabetes
juvenil, etc.).

El microbioma se altera en caso de enfermedad, pero la presencia de
organismos patdgenos no siempre significa un estado patolégico ya
que el individuo puede no padecer la enfermedad.

El microbioma del intestino contiene aproximadamente 5 millones de
genes (el genoma del hombre tiene unos 22.000) pero se conoce muy
poco acerca de lo que hacen o como interactian (el hombre para di-
gerir carbohidratos complejos tiene solo unas pocas enzimas, el mi-
crobioma mas de 100).

La relacién entre el microbioma humano y el medio ambiente es di-
recta debido a tres factores:

6.1. transferencia horizontal de genes entre las bacterias del micro-
bioma humano y las del medio ambiente.

6.2. modificacion con la edad y practicas sociales.

6.3. uso de antibidticos.

Es interesante comentar el resultado obtenido al analizar el microbioma
de los japoneses en comparacion con el de los europeos y americanos. Los primeros
presentan algunas actividades que no se encuentran en los otros dos grupos. En el
caso de los japoneses se ha demostrado la presencia de genes procedentes del alga
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nori (término japonés usado para referirse a variedades comestibles de diversas es-
pecies del genero Porphyra y en algunos casos de cianobacterias) que forma parte
del sushi, alimento diario con una base de arroz de muchos japoneses, y que se en-
cuentra en su tracto intestinal por transferencia horizontal.

En cuanto a las modificaciones debidas a la edad, ya se han descrito en
el punto segundo; y en lo que se refiere a las practicas sociales basta citar que se
puede variar por dieta alimentaria o determinados habitos como son entre otros,
el exceso de limpieza durante la lucha. Segun algunos investigadores, el habito de
la ducha frecuente puede empobrecer el microbioma en especies beneficiosas y
provocar un enriquecimiento en flora perjudicial. En cuanto al tratamiento con an-
tibidticos, baste recordar que solamente se conservan y multiplican los microrga-
nismos que poseen genes de resistencia y de ahi la necesidad de reconstruir el mi-
crobioma mediante probidticos.

Actualmente podemos decir que el microbioma tiene funciones importan-
tisimas, entre las que cabe destacar lo que contribuye a nuestro metagenoma y su po-
sible efecto positivo sobre enfermedades autoinmunes como en la diabetes juvenil,
colitis ulcerativa, artritis reumatoide, distrofia muscular, esclerosis multiple, la enfer-
medad de Crohn (Virgin y Todd, 2011), fibromialgia e incluso algunos investigadores
creen que quizas tenga influencia en el desarrollo de algun tipo de cancer. Otros as-
pectos de la posible participacién del microbioma pueden estar relacionados con la
obesidad, que podria agravarse por la ausencia de alguna especie microbiana deter-
minada. Finalmente, dado que los microrganismos pueden modificar la produccién de
neurotransmisores presentes en nuestro cerebro, logran, en consecuencia, suavizar
aspectos de la esquizofrenia, depresion, desorden bipolar y otros desequilibrios men-
tales debidos a las variaciones en la concentracion de sustancias neuroactivas.

Los objetivos actuales del consorcio HMP podemos resumirlos en tres:

1. Utilizar los cambios que se producen en el microbioma como marcador
de enfermedades especificas.

2. Utilizar el microbioma con fines terapéuticos, por producir sustancias
antibacterianas, antiinflamatorias y otras moléculas pequefias de in-
terés terapéutico.

3. Construir un nuevo microbioma por ingenieria genética (biologia de
sistemas) capaz de estimular las células T, citocinas, factores antimi-
crobianos, facilitar la liberacién de drogas, etc.

Alimentos funcionales

Alimentos funcionales son aquellos que proporcionan a la salud efectos
beneficiosos superiores a los que producen los alimentos tradicionales.
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Los estudios realizados en el proyecto del microbioma humano han su-
puesto un relanzamiento de las investigaciones sobre el beneficio de determinado
tipo de sustancias o de microrganismos que pueden ayudar a mejorar la salud hu-
mana. Se conocia este efecto beneficioso pero los estudios realizados con el micro-
biona lo confirman. A este respecto se utilizan tres tipos de complementos alimen-
tarios: prebidticos, probidticos y simbidticos.

1. Prebidtico es toda sustancia que resiste el pH acido del estémago, la
hidrdlisis enzimatica y la adsorcién gastro-intestinal; es, ademas, no
digerible y estimula selectivamente el crecimiento y la actividad de las
bacterias que contribuyen a la salud del hospedador (Gibson, et al.,
2004) o un componente alimenticio no viable que provoca efectos be-
néficos para la salud del hospedador modulando la microbiota (Pifiei-
ro, et al., 2008).

2. Probidticos son microrganismos vivos que cuando se administran en
cantidades adecuadas confieren beneficio a la salud de sus hospe-
dadores (FAO-WHO, 2002).

3. Los simbidticos combinan en sus formulaciones la unién de prebidticos
y probidticos, lo que permite aprovechar mas los beneficios de ambos.

Como ejemplo del interés que tienen para la salud la utilizacién de los pro-
bidticos y sus implicaciones econdmicas citaré un par ejemplos. El primero lo en-
contramos en la empresa Bidpolis. Esta fue fundada en 2003 como un spin-off del
CSIC. Los cientificos de Bidpolis aislaron una cepa Bifidobacterium longum ES1 en
un nifio de tres meses de edad, sano y sometido a lactancia materna. Posterior-
mente esos cientificos demostraron que esta cepa bacteriana presenta la propiedad
de resistir el paso por el tracto digestivo, la secrecidon de bilis y se adhiere a la mucina
que recubre el tracto digestivo. Esta cepa es capaz de generar una respuesta anti-
inflamatoria frente a péptidos del gluten e inhibe parcialmente el crecimiento de
bacterias patégenas aisladas de heces de enfermos celiacos. Actualmente la Central
Lechera Asturiana comercializa Pro Celiac, un producto pensado para la comunidad
celiaca que incorpora precisamente la cepa probidtica Bifidobacterium longum ES,
aislada por Bidpolis (Laparra y Sanz, 2010; Laparra et al., 2012).

El segundo ejemplo se refiere a los resultados obtenidos con el estudio
del micobioma y que sugieren que la obesidad se encuentra asociada con una re-
duccidn, en el tracto intestinal, del nimero de bacterias Gram-negativas, especifi-
camente Bacteroidetes, y un incremento en algunas bacterias Gram-positivas Fir-
micutes (Ley, et al., 2006). Se ha demostrado, ademas, que la microbiota intestinal
de los individuos obesos presenta una diversidad menor que la de los no obesos
(Turnbaugh, et al., 2009). La revista Science publicé este pasado mes de septiembre
que las bacterias del género bacteroides obtenidas del intestino humano son res-
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ponsables, al menos en ratones, de la peculiaridad de estar grueso o delgado, y que
en este caso ultimo caso, protegen contra las consecuencias de la acumulacién de
grasa corporal (Ridaura, et al., 2013).

Segun lo publicado por Didier Raoult en la revista Nature Reviews of Mi-
crobiology en el afio 2009, los yogures y otras bebidas lacteas con probidticos que
se comercializan desde hace mas de quince afios son responsables en gran parte
de la epidemia de obesidad que presentan los niflos en paises europeos. La
empresa Danone que comercializa los yogures Activia y Actimel aseguraba en el
ano 2012 en una nota de prensa que las bacterias en el primero ayudan a aliviar el
estrefiimiento y que Actimel (DanActive en EEUU y Canada) poseia bacterias que
refuerzan el sistema inmunitario.

La Comisidn Federal de Comercio de los EEUU sefald que no existian evi-
dencias cientificas que avalasen las bondades que la marca anunciaba en su publici-
dad y por tanto exigid eliminarla a menos que fueran comprobadas por la FDA. Entre
esas propiedades se decia que estos productos ayudan a evitar resfriados y gripes, o
que contribuyen a la regulacion del tracto intestinal. Dannon Co, la empresa filial es-
tadounidense de la francesa Danone, aceptd pagar 21 millones de délares por exa-
gerar las propiedades saludables de su yogur Activia y la bebida lactea DanActive.

La manipulacién de la microbiota intestinal, a través de la administracién
de probidticos y antibidticos, ha sido utilizada para estimular el crecimiento en ani-
males de granja durante mas de 40 afos y esta regulada por la FDA en EEUU y por
la Comisidn Europea. En este caso la administracidn se hace sin la adicidn de anti-
bidticos. Los probidticos utilizados incluyen Firmicutes, y en particular Lactobacillus
spp., Bifidobacterium spp. y Enterococcus spp.

El Dr. Raoult en este contexto comentaba: “Se han autorizado para la ali-
mentaciéon humana potenciadores de crecimiento utilizados en la cria (de anima-
les), sin pararse a pensar e investigar cual seria el efecto sobre los nifios “ Este re-
clamé nuevos estudios para conocer el papel preciso de todos los productos
lacteos en la epidemia de obesidad infantil. Los investigadores creen que se han
autorizado probidticos para alimentacién humana sin una investigacién previa de
sus efectos. El problema es importante y general ya que aquellas personas que
queriendo regular su peso, controlan su alimentacion tomando varios yogures al
dia, reconocen que contindan engordando sintiéndose cada dia mas cansadas y
fragiles.

Los problemas derivados de estas observaciones son muy relevantes y
parece ser que algunas autoridades han ejercido presidn a este respecto. Yo suge-
riria que se requiera algo mas que presién (en nuestro pais la propaganda de Acti-

” u

mel dice “ el desayuno de las defensas”, “el consumo diario de Actimel ayuda a su
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sitema inmunitario” sin justificacidon experimental) sobre el grupo Danone para que
revise las formulas de sus yogures y evitar los grandes efectos negativos que desde
un punto de vista econdmico pueden derivarse para una empresa con los grupos
Actimel Europa y Activia Europa que valen, en conjunto, mds de 15.000 millones
de euros.

La pildora viva

Pero no es solo el suministro, como probidticos, de cepas bacterianas de-
terminadas las que pueden ayudar a pacientes sino que hoy es posible la construc-
cién de un nuevo microbioma utilizando bacterias modificadas con caracteristicas
programadas. Para su obtencion se utilizan las técnicas disefiadas por la “biologia
de sistemas”; ésta estudia interacciones complejas en los sistemas biolégicos, con
una perspectiva holistica en lugar del reduccionismo mas tradicional y de forma
cuantitativa, lo que puede conducir a disefiar “organismos nuevos” (Bu y Callaway,
2011). Esta ciencia parte de la hipétesis de que las células son realmente maquinas
de Turin de modo que para que funcionen necesitan un programa, un codificador
y la maquinaria que lo lea y ejecute.

La biologia de sistemas elimina las limitaciones de la ingeniera genética
clasica al utilizar genes sintetizados de novo. Con el disefio de genes artificiales se
puede modificar el metabolismo de las células de tal manera que produzcan una
funcionalidad artificial (Roy y Noad, 2012). La biologia de sistemas permite progra-
mar las células a fin de dotarlas con las caracteristicas genéticas que se deseen (lsa-
lan, et al., 2008) y para que puedan, por tanto, utilizarse como productos terapéu-
ticos; en otras palabras, nos encontramos ante la “pildora viva”. Luis Serrano, en el
Centro de Regulacién Gendmica de Barcelona consiguio tres millones de euros del
Consejo Europeo de Investigacion para un proyecto revolucionario. El proyecto
consiste en disefiar una cepa bacteriana sintética que pueda ser introducida en cé-
lulas humanas en cultivo y permitir su adaptacién con tres caracteristicas:

1. Pocas copias de la bacteria por célula,
2. que la bacteria responda al entorno del huésped, y
3. que segregue al hospedador moléculas que le aporten algo util.

Una vez conseguido esto, segun Serrano, sera facil ajustar los detalles de
la pildora viva a cada enfermedad concreta. Esta bacteria, de obtenerse, sera un
auténtico chip bioldgico, porque podra insertarse en las personas sin modificar su
genoma y también eliminarse de ellas por el tratamiento con un antibidtico ade-
cuado.
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Breve relacion de investigaciones publicadas en estos afios sobre esta te-
matica por grupos espafioles y que presentan a mi juicio mayor interés.
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me, probiotics and prebiotics in neurogastroenterology. Nat Immunol. 14:101-105.
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Lopez-Lépez A, Richter M, Pefia A, et al., 2013. New insights into the archaeal
diversity of a hypersaline microbial mat obtained by a metagenomic approach. Syst
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Health Research and Cavanilles Institute for Biodiversity and Evolutionary Biology,
University of Valéncia.

Gonzalez-Pastor JE, Mirete S. 2011. Novel metal resistance genes from
microorganisms: a functional metagenomic approach. Methods Mol Biol. 668, 273-
285. Centro de Astrobiologia (CSIC-INTA), Madrid.

Navarro-Fernandez J, Nechitaylo TY. et al., 2011. A novel platelet-activating
factor acetylhydrolase discovered in a metagenome from the earthworm-associated
microbial community. Environ Microbiol. 13, 3036-3046. University of Murcia.

Ghai R, Rodriguez-Varela F, McMahon KD. et al., 2011. Metagenomics of
the water column in the pristine upper course of the Amazon river. PLoS One.
6:€23785. Universidad Miguel Hernandez, San Juan de Alicante.

Torres-Cortés G, Millan V, Ramirez-Saad HC. et al., 2011. Characterization
of novel antibiotic resistance genes identified by functional metagenomics on soil
samples. Environ Microbiol. 13,1101-1114. Estacion Experimental del Zaidin, CSIC,
Granada.

GENES CON INTERES TERAPEUTICO (terapia génica)

Los genes son las unidades fisicas y funcionales de la herencia y secuen-
cias especificas de ADN son las que codifican las proteinas. Estas son las responsa-
bles de realizar las reacciones quimicas fundamentales que hacen posible la vida 'y
forman, ademads, parte de la mayoria de las estructuras celulares. Cuando la se-
cuencia de bases de los genes se altera, las proteinas codificadas presentan estruc-
turas anormales y son incapaces de realizar funciones necesarias dando origen a
la enfermedad.
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La terapia génica pretende corregir o sustituir los genes defectuosos por
genes normales y que las proteinas codificadas por éstos tengan funcion bioldgica
correcta y sustituyan a las responsables de la enfermedad; en otras palabras, que
las proteinas terapéuticas se sinteticen directamente en el interior del organismo
del enfermo.

El tratamiento con farmacos recombinantes no consistird en la administra-
cién sustitutiva de la proteina defectiva, sino en la insercién del material genético
para que sean las propias células las que fabriquen la molécula correspondiente.
Con ayuda de vectores adecuados, el ADN penetrara en el interior de las células del
organismo enfermo y dirigira la trascripcién y traduccion de la molécula necesaria.

Los investigadores y clinicos que trabajan en terapia génica siguen varias
lineas de experimentacion, entre las que podemos destacar:

1. Insertar un gen normal en una localizacidn determinada dentro del ge-
noma de las células para reemplazar uno no funcional.

2. Cambiar un gen anormal por un gen normal a través de recombinacion
homéloga.

3. Reparar un gen anormal mediante una mutacion inversa selectiva, que
devuelva al gen su secuencia original y por tanto a su funcion.

4. Modificar la regulacién de la expresion de un gen determinado.

El futuro de la terapia génica es extremadamente prometedor para solu-
cionar un alto nimero de enfermedades, muchas de las cuales actualmente no tie-
nen tratamiento alternativo y por tanto curacién. Entre estas enfermedades se in-
cluyen algunas que son de origen infeccioso, otras de defectos hereditarios y por
ultimo algunos tipos de cancer. Las técnicas actuales no estan lo suficientemente
desarrolladas y en consequencia no son utilizadas en la practica clinica diaria y su
utilizacion es aconsejable solo en el caso de enfermedades para las que actualmen-
te no existen terapias alternativas.

Para insertar un gen exdgeno en el organismo de un paciente deben uti-
lizase vectores y los actuales son fundamentalmente de naturaleza virica pero tam-
bién se han utilizado liposomas, electroporacion, precipitacién con CaPO,, ADN
desnudo, etc.

Sabemos que en la naturaleza los virus protegen su material genético en-
capsuldandolo frente a enzimas degradativas, pero son capaces de transferir sus
genes a las células diana provocando la enfermedad. Los cientificos aprovechan
esta caracteristica de los virus para manipular su genoma eliminado los genes res-
ponsables de la enfermedad e introduciendo, en su lugar, genes terapéuticos. Entre
los virus que se han utilizado tradicionalmente como vectores se encuentran:
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1. Retrovirus capaces de integrar su genoma, incluyendo el gen(es) tera-
péutico(s), en algin cromosoma de la célula diana.

2. Adenovirus que se integran en el nucleo de las células diana pero su
material genético no se incorpora al de la célula hospedadora.

Los virus vectores, en ambos casos, no provocan la enfermedad ya que
han sido previamente modificados y, ademas, deben cumplir dos caracteristicas
fundamentales para que puedan ser utilizados en terapia génica:

1. La seguridad del paciente debe estar totalmente garantizada.

2. Elvirus debe ser capaz de insertar los genes terapéuticos en las células
del paciente.

El virus vector, para cumplir la primera caracteristica, debe estar inactiva-
do a fin de eliminar el riesgo de provocar la enfermedad y para cumplir la segunda
debe ser capaz de reconocer las células diana.

El vector con el gen de interés es inyectado por via intravenosa en el
tejido u érgano elegido para que las células correspondientes lo incorporen. Alter-
nativamente, mediante un procedimiento ex vivo, las células del paciente son ex-
traidas, en el laboratorio se les introduce el vector y posteriormente las células
transformadas se devuelven de nuevo al paciente. Por cualquiera de las dos técni-
cas, si el gen terapéutico se expresa adecuadamente, la proteina terapéutica que
se sintetiza debe producir la curacion del paciente.

La técnica descrita parece sencilla, si bien, son bastantes los problemas
gue se presentan, por lo que la terapia génica no es actualmente de uso clinico ru-
tinario en los hospitales sino experimental. Entre los problemas pendientes de re-
solver para su utilizacion practica y rutinaria se encuentran:

1. La necesidad de desarrollar mejores vectores.
2. La necesidad de encontrar mejores érganos o tejidos diana.

3. La necesidad de que el gen al incorporase en las células diana se ex-
prese debidamente regulado.

Esta ultima caracteristica es capital ya que los niveles de expresion de la
proteina terapéutica deben ser los adecuados a fin de evitar una produccién
excesiva o limitada. Un exceso de la proteina puede inducir efectos negativos en la
salud del paciente y una produccién limitada puede no alcanzar los niveles terapéu-
ticos adecuados. Ademas, el sistema inmune del paciente debe funcionar correcta-
mente a fin de controlar la progenie del virus vector impidiendo su liberacién al
medio ambiente y la posibilidad de ser trasferido a otros pacientes.

Entre los problemas identificados con el uso de los retrovirus como vec-
tores se ha detectado que, en ocasiones, la transcripcion del gen terapéutico es tan

64



potente que activa genes adyacentes. Si la insercion del nuevo gen se produce en
la proximidad de un oncogen silencioso puede provocar su activacién e iniciar el
desarrollo de un tumor. Esto parece haber sido la causa de lo ocurrido en Paris en
2004 cuando se hizo una prueba con 13 niflos que sufrian deficiencia en la enzima
adenosina desaminasa (nifos burbuja) de los cuales 11 se curaron y 2 de ellos des-
arrollaron leucemia.

Hoy se utilizan adenovirus y lentivirus como nuevos vectores que a dife-
rencia de los previamente utilizados tienen una tendencia menor a integrase en
zonas del genoma que tienen la capacidad potencial de inducir el desarrollo de tu-
mores. Ademas, las secuencias reguladoras son mads débiles y por tanto presentan
una menor capacidad de activar genes préximos en donde el gen terapéutico ha
sido insertado.

Por lo dicho podemos concluir que en el futuro las proteinas terapéuticas
se sintetizaran directamente en el interior del organismo del enfermo, y que el tra-
tamiento con farmacos recombinantes consistird en la insercion del material gené-
tico para que sean sus propias células las que fabriquen la proteina requerida. Con
ayuda de vectores adecuados, el ADN penetrara en el interior de las células del or-
ganismo vy dirigird la produccion de la molécula codificada.

Terapia génica en células somaticas

Al iniciarse los trabajos en terapia génica, los cientificos valoraron las ra-
zones que debian considerarse para decidir el tipo de enfermedad o enfermedades
gue deberian ser objetivo de un tratamiento con genes. El conocimiento de las
bases moleculares de las enfermedades sugirié que el reemplazamiento de genes
defectivos por normales deberia ser mas sencillo en el caso de las enfermedades
monogénicas, es decir, aquellas en las que la enfermedad se debe exclusivamente
a la presencia de un solo gen alterado. Estas enfermedades, aunque numerosas,
mas de 5.000 segin OMS, son, a nivel individual, poco frecuentes pero afectan a
millones de personas.

Como es obvio, la manipulacion de enfermedades dependientes de mas
de un gen como asi mismo las caracteristicas fenotipicas dependientes de la expre-
sién de varios genes son muchisimo mas dificiles de corregir. Hoy es imposible pen-
sar que caracteristicas, como la personalidad o la inteligencia, puedan ser modifi-
cadas por manipulacion genética.
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Tabla 8. Ejemplos de enfermedades genéticas en las que los genes defectivos
han sido identificados

Enfermedad Producto del gen defectivo
Hemofilia A Factor VIII

Hemofilia B Factor IX

Talasemia B-globina

Anemia falciforme B-globina

Regulador transmembranal

Fibrosis cistica ) .
de la Fibrosis cistica

Fenilcetunuria Fenilalanina hidroxilasa
Hiperanomenia Ornitina transcarbamilasa
Galactosemia Galactosa-1-fosfato uridil transferasa

El procedimiento para reemplazar un gen defectuoso debe realizarse ba-
sicamente de la siguiente manera: el alelo normal del gen defectuoso que ha de
ser reemplazado es primeramente aislado a partir de las células de un donante o
sintetizado quimicamente. A continuacidén, el gen normal se introduce en células
adecuadas del enfermo mediante la ayuda de un vector. Si el tratamiento va a re-
alizarse ex vivo las células a las que se incorporara el gen se obtienen previamente
en el laboratorio, se trasforman y si lo expresa correctamente se re-introducen en
el paciente. Se cree que estas células se desarrollardn mejor que las células origi-
nales del enfermo y reemplazaran a las defectuosas.

Esta técnica de terapia génica implica exclusivamente a células somaticas,
ya que el procedimiento no afecta a los genes de las células germinales del individuo
y es, desde un punto de vista conceptual, semejante a cualquier otro tipo de terapia
que se ha utilizado hasta ahora en Medicina. La Unica diferencia estriba en que en
vez de utilizar drogas se utilizan moléculas de ADN. Esto es importante porque
algunos criticos piensan que el reemplazamiento de genes representa un cambio re-
volucionario en la Medicina tradicional. Desde luego, la terapia génica para corregir
anomalias somdticas no se diferencia, como decia, de cualquier otro tipo de terapia.

La sintesis de la hemoglobina es desde el punto de vista genético uno de
los sistemas mas estudiados y las hemoglobinopatias son unas de las enferme-
dades monogénicas mejor conocidas. La hemoglobina es producida por células
troncales pluripotenciales de la médula ésea y los genes de las células eritropoye-
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ticas, en los casos de las hemoglobinopatias, seran sustituidos por genes normales
obtenidos de un donante sano o por sintesis quimica. Si el gen normal es incorpo-
rado por las células y éstas se introducen en la médula dsea del enfermo, deben
proliferar y producir una hemoglobina normal. Mediante este procedimiento una
cura total o parcial de la enfermedad puede conseguirse.

En Diciembre de 2011 se informd de un trabajo realizado entre el Univer-
sity College de Londres y el St. Jude Children’s Research Hospital de los EEUU con
pacientes afectados por la hemofilia B cuyo gen alterado es el F9, que da lugar al
factor de coagulacién IX. Como vector se empled un adenovirus para introducir el
gen sano. El resultado fue muy esperanzador ya que los enfermos consiguieron au-
mentar la produccidn del factor IX de coagulacién un 12%, suficiente para que no
necesitaran las dos inyecciones semanales en que consiste el tratamiento de la en-
fermedad. Actualmente los investigadores estan modificando las condiciones de
experimentacién, tratando de obtener una mayor sintesis de la proteina requerida.
He de enfatizar, sin embargo, que el resultado obtenido es ya altamente satisfac-
torio a pesar de lo limitado de la sintesis de la proteina terapéutica.

Otro de los ensayos “importantes” en terapia génica estd relacionado con
el tratamiento de un caso raro de ceguera hereditaria que consiguié mejorar la vi-
sién a pacientes. La enfermedad que se abordé es la amaurosis congénita de Leber,
que afecta a uno de cada 35.000 nacidos y que deja sin visidn a quienes la padecen,
como muy tarde, a los 40 afios. El gen responsable de la patologia es el RPE65 y
una mutacidn en este gen impide que el paciente produzca una proteina clave en
el proceso de la visidn. Sin ella, las células fotosensibles son incapaces de captar la
luz y enviar al cerebro las sefiales nerviosas correspondientes.

El ensayo consistid en inyectar directamente en la retina de pacientes la
copia normal del gen encapsulado en un adenovirus. Se inoculd en el ojo de peor
visién y parte de los pacientes volvieron a ver con poca luz. En una segunda fase,
los investigadores lo repitieron en el otro ojo. “Los pacientes ahora son capaces de
ir de compras al supermercado y reconocer los rostros de la gente, algo que no po-
dian hacer antes”, sefiald Jean Benett, uno de los autores de la investigacién (Testa
et al., 2013).

Mas recientemente, en el Instituto San Raffael Telethon de Mildn y bajo
la direccidn de Luigi Naldine se ha utilizado como vector el virus VIH inactivado,
que es un tipo de lentivirus responsable del SIDA, y en el caso de tres nifios con
leucodistrofia metacromatica causada por una mutacién en el gen ARSA, y dos afios
después de la terapia génica correspondiente la progresion de la enfermedad ha
sido detenida (Biffi, et al., 2013). En un segundo caso, otros tres nifios con sindrome
de Wiskott-Adrich causado por una mutacidn en el gen WAS y utilizando el mismo
vector los sintomas de la enfermedad han disminuido o parece que ha desapare-
cido totalmente (Aiuti et al., 2013)
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Los resultados descritos nos indican que los experimentos realizados en te-
rapia génica van en la buena direccion y que sus riesgos pueden ser controlados. Sin
embargo para que sea un tratamiento clinico normalizado alin deben resolverse bas-
tantes problemas. Uno de los mas acuciantes es, como ya he comentado, controlar
el lugar de insercion del gen terapéutico y que se evite su insercidn en zonas del ge-
noma que puedan presentar problemas posteriormente. Una solucién que se penso
que podia ser definitiva sugeria que el gen se insertase en zonas no codificantes de
genoma humano y basta recordar que solo el 2% del ADN contiene regiones codifi-
cantes. Con todo la Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) indica que aproxima-
damente el 80% del genoma sirve para ayudar a activar o desactivar los genes.

Otra de las soluciones dirigidas a aumentar los margenes de seguridad
consiste en sustituir el gen defectuoso por el correcto en la misma localizacion del
ADN en vez de que este Ultimo se incorpore en un lugar indeterminado de la doble
hélice. Actualmente se construyen enzimas de restriccion artificiales generadas por
la fusion del dominio dedo de zinc de unién al ADN con un dominio de hidrdlisis
del ADN. Dominios de dedo de cinc pueden ser disefiados para dirigirse a secuen-
cias de ADN especificas y esto permite a nucleasas de dedos de zinc reconocer se-
cuencias diana Unicas dentro de un genoma [Transcription activator-like effectors
nucleasas (TALEs) (Boch, 2011]. Una vez el gen ha sido construido se ensambla en
un plasmido con el que se transfecta la célula diana y penetrando en el nlcleo tiene
acceso a su genoma.

Los investigadores han ocultado frecuentemente los fracasos en terapia
genética. Un ensayo de la Universidad de Harvard fue suspendido en secreto des-
pués de morir tres pacientes. En una ocasién el Instituto Nacional de la Salud de
los EE UU solo habia sido informado de 39 de los 691 experimentos fracasados con
terapia genética en hospitales y universidades del pais, pese que la ley obliga a co-
municar todos los incidentes de este tipo.

Otra aproximacién a la terapia génica un tanto diferente se basa en
utilizar células troncales con una copia del gen activo facilitado por un donante. En
el hospital Virgen del Rocio de Sevilla en 2009, un nifio de 7 afios que padecia B-
talasemia mayor, que requeria trasfusiones de sangre periddicamente, fue tras-
plantado con células troncales del cordén umbilical de un hermano recién nacido.
El Diagndstico Genético Preimplantatorio habia demostrado que éste ultimo no
solo se encontraba libre del error genético correspondiente sino que ademas era
absolutamente compatible con su hermano, puesto que tenia idéntico perfil de his-
tocompatibilidad, por lo que era el donante idéneo para posibilitar la curacion me-
diante trasplante de células troncales de corddn umbilical”. Portavoces del hospital
indicaron en su momento que el nifio enfermo habia superado con éxito el tras-
plante, no necesitaba ningun tipo de transfusién y el 18 se Febrero de 2009 fue
dado de alta.
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Hay que hacer constar que este tipo de tratamiento génico fue posible
con la aprobacion en Espafia de la ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre técnicas de
reproduccion humana asistida, que abria paso a esta nueva opcién terapéutica.
Esta ley fue muy criticada por la jerarquia catdlica y dos afios después, en diciem-
bre de 2008, Ricardo Blazquez, vicepresidente de la Conferencia Episcopal, sefiald
que las técnicas aprobadas suponen «fabricar personas”.

¢Cual es la situacion actual sobre la utilizacidn clinica de la terapia génica?

¢Por qué el desarrollo de la terapia génica tropieza con diversas dificul-
tades?

Los investigadores y clinicos se preguntan la razén de por qué se han obte-
nido resultados tan limitados y sugieren que se debe a varios a factores:

1. Los vectores utilizados no son satisfactorios y deben mejorar sus ca-
racteristicas, entre ellas las de conseguir que sean capaces de interac-
cionar especificamente con las células diana.

2. Laregulacion de la expresion de los genes una vez trasferidos a las cé-
lulas objeto de la terapia presenta problemas no solucionados.

3. Desconocemos los mecanismos que permiten a las células del cancer
evadir la repuesta inmune.

4. Algunas enfermedades monogénicas implican mas de un érgano o te-
jido, complicando los mecanismos de trasferencia del gen.

5. Las pruebas clinicas se realizan generalmente con pacientes en proce-
sos terminales, con pocas esperanzas de sobrevivir con las terapias
convencionales.

6. Las empresas farmacéuticas tienen mas interés en su utilizacién en en-
fermedades como el cadncer debido a que el nimero de pacientes con
enfermedades hereditarias es relativamente modesto para la inversion
a realizar.

Debemos considerar que hace bastante mas de dos décadas que se ini-
ciaron los primeros trabajos y que hasta el afio 2010 no hubo terapia génica alguna
aprobada ni en los EEUU ni por las autoridades de la Unidn Europea.

Terapia génica del cancer

A pesar de lo dicho anteriormente, muchos de los tratamientos de terapia
génica realizados en varios paises y especialmente en los EEUU se han orientado no
a curar defectos genéticos heredados sino a eliminar diversos tipos de cancer. Las
primeras pruebas para curar el cancer mediante terapia génica se iniciaron en la ul-
tima década del siglo pasado y las pruebas realizadas tuvieron como objetivo ase-
gurarse de la aplicabilidad de la técnica en el tratamiento de una amplia variedad
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de tipos de cancer. Entre éstos se encuentran el de mama, de ovario, renal, colo-
rrectal, de pulmén y melanoma maligno.

Varias han sido las estrategias utilizadas por los grupos de investigacion
implicados y que pueden resumirse en las siguientes:

1. Modificar las células del tumor para que aumente su respuesta inmu-
nogénica.

2. Insertar genes supresores del tumor dentro de las propias células del
cancer.

3. Incorporar genes a las células cancerosas que produzcan toxinas que
provoquen su destruccion.

4. Insertar genes suicidas en las células del cancer.
5. Evitar la expresion de los oncogenes insertando genes antisentido.

Aunque actualmente no se ha conseguido curar cdncer alguno a través
de estas técnicas, los resultados obtenidos dan esperanza de que su curacion pueda
conseguirse en el futuro.

Grupos espafioles trabajando en terapia génica

Entre los grupos espafioles debemos resefiar el coordinado por Juan A.
Bueren del CIEMAT (Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y
Tecnoldgicas) en colaboracion con el University College de Londres, el Hospital Vall
d’Hebron de Barcelona y el Hospital Nifio Jesus de Madrid. Dicho grupo se encuen-
tran trabajando en la utilizacién de células pluripotentes inducidas (iPS) y con ellas
han demostrado por primera vez que células somaticas procedentes de pacientes
con anemia de Fanconi se pueden reprogramar, previa correccién de su defecto ge-
nético, para generar células iPS (Rio, et al., 2012).

El proceso consiste en extraer células hematopoyéticas del paciente y co-
rregir el gen alterado mediante un vector adecuado. Las células, una ver corregido
el gen, se infunden para que produzcan los distintos linajes sanguineos. El vector
que se utiliza en estos tratamientos es un lentivirus modificado adecuadamente.

Entre los objetivos generales del proyecto descrito se encuentran:

1. Generacién de células iPS corregidas genéticamente, tanto de mode-
los animales como de pacientes con enfermedades genéticas del sis-
tema hematopoyético e inmune.

2. Desarrollo de condiciones optimizadas que permitan la diferenciacién
linfo-hematopoyética de células iPS corregidas genéticamente.

3. Desarrollo de métodos de generacion y diferenciacién de células iPS
compatibles con su aplicacién clinica.
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Otro ensayo de terapia génica ha sido disefiado por Fatima Bosch, del
centro de Biotecnologia Animal y Terapia Génica de la Universidad Auténoma de
Barcelona, y esta orientado al tratamiento de la mucopolisacaridosis de tipo IlI1A
(MPSIIIA). Esta es una enfermedad rara, que implica al depdsito lisosomal y es cau-
sada por mutaciones en el gen de la sulfamidasa. La acumulacién de glicosamino-
glicanos en el interior de los lisosomas se asocia a una neurodegeneracién severa,
asi como a cambios patoldgicos en érganos periféricos que conducen a la muerte
de las personas afectadas durante la adolescencia y de la que actualmente no hay
cura.

Después de la administracion sistémica de un adenovirus (AAV9) que co-
difica la sulfamidasa bajo el control de un promotor ubicuo, los autores han con-
seguido la expresion del gen terapéutico en el cerebro y en los drganos periféricos
de ratones machos y hembras. Esta expresion fue acompafiada por la normaliza-
cion de los niveles de almacenamiento de glicosaminoglicanos en la mayoria de los
6rganos periféricos. La correccion de fenotipo de la enfermedad dio como resul-
tado un aumento notable de la supervivencia de los ratones tratados. Este trabajo
de investigacion se realiza en colaboracidn con los laboratorios Esteve.

En la clinica Universitaria de Navarra se trabaja la profiria aguda intermi-
tente, una patologia poco frecuente que afecta al metabolismo.

Manuel Ramirez, del Hospital Nifio Jesus de Madrid, en colaboracién con
Ramdn Alemany, han modificado varios tipos de virus y determinado su capacidad
para multiplicarse en diversas lineas de células del neuroblastoma y con ello pro-
vocar su lisis (oncolisis) (Garcia-Castro, et al., 2010). Los autores destacan los resul-
tados obtenidos con un adenovirus que ha inducido la lisis esperada y confirman
gue aungue no han realizado este tipo de experimentos a nivel clinico los resulta-
dos obtenidos son esperanzadores y abren una nueva via para su desarrollo clinico
(Ramirez, et al., 2010). Esta linea de investigacién fue aprobada en su dia por la
Agencia Espafiola del Medicamento.

Diversos autores piensan que, después de un periodo de luces y sombras,
los éxitos recientes en el tratamiento de enfermedades desbastadoras como la B-
talasemia o la ceguera hereditaria o diversas enfermedades de sistema inmunitario
parece permiten vislumbrar una nueva era en la utilizacién de la terapia génica para
solucionar definitivamente esas enfermedades incurables.

ARN antisentido y triplices

La enfermedad se produce en algunos casos porque las proteinas se ex-
presan en gran cantidad o sin el control adecuado, asi:
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1. La sobreexpresion de citocinas en algunos sistemas patoldgicos agra-
van la enfermedad primaria.

2. La expresion de oncogenes conduce a la formacion de tumores

En estos casos en los que se ha perdido la regulacién de la expresién de
algunos genes, ésta puede reducirse o incluso bloquearse mediante técnicas “an-
tisentido”.

Esta linea de obtencién de farmacos se basa en utilizar como dianas, no
a las proteinas responsables de las enfermedades, sino a los acidos nucleicos que
las codifican.

Con las estrategias basadas en ARN antisentido y triplices se intentan di-
sefiar drogas que se unan a sitios escogidos de los acidos nucleicos (ARN y ADN)
que dirigen la sintesis de las proteinas relacionadas con la enfermedad. Este tipo
de terapia no se basa en el bloqueo de las proteinas que pudieran ser defectuosas
sino que impiden su sintesis.

El tratamiento con oligonucledtidos de ARN antisentido se basa en el
hecho de que si estas moléculas se unen con sus complementarias de ARN mensa-
jero, se bloquea la maquinaria celular encargada de traducir éste ultimo en la pro-
teina codificada.

En el caso de triplices, el bloqueo se produce antes de la sintesis del ARN
mensajero. Son oligonucledtidos que detienen la transcripcién (proceso de sintesis
del ARN mensajero a partir de ADN cromosdmico) porque se unen a la doble hélice
del ADN formando una triple hélice. Estas estrategias pudieran ser utilizadas am-
pliamente para inhibir la expresidon de oncogenes en tumores o para combatir las
infecciones virales de las que actualmente no tenemos buenas drogas.

Las estrategias actuales que utilizan cadenas de ARN antisentido y forma-
cion de triplices deben mejorarse, pero los resultados obtenidos sugieren que estos
farmacos llegaran a constituir el tratamiento ordinario de algunas enfermedades
de las que carecemos de otras terapias.

Es importante resenar que el 26 de Agosto de 1998 se aprobd por el FDA
el primer medicamento basado en la técnica antisentido. Este medicamento, cuyo
nombre comercial es Vitravene, tiene como componente un nucleétido de 21 uni-
dades de fosforotiolato cuya secuencia es:

5'G-C-G-T-T-T-G-C-T-C-T-T-C-T-T-C-T-T-G-C-G-3’

Este medicamento se usa en el tratamiento de la retinitis producida por
citomegalovirus en enfermos de SIDA y actua inhibiendo la replicacidn del virus ya
gue su secuencia es complementaria a una regién temprana del virus. Mediante
este procedimiento se inhibe la transcripcién de varios mMRNA necesarios para la
replicacién del virus.
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Identidad conceptual entre terapia génica y los procedimientos
tradicionales utilizados en el tratamiento de enfermedades

El tratamiento de las anemias por transfusion de las células rojas de la
sangre es una forma de terapia conocida por todos. Este fue, desde el punto de
vista histdrico, el primer tipo de trasplante que se realizd con éxito, y existen pocos
argumentos éticos contra su utilizacién. Un nuevo procedimiento de terapia expe-
rimental es el trasplante de médula ésea. En los casos en que las células producto-
ras de hemoglobina son genéticamente defectuosas y médula dsea del tipo ade-
cuado puede ser trasplantada al paciente, es de esperar que las células de la
médula trasplantada proliferen normalmente y sinteticen la hemoglobina que el
paciente era incapaz de producir.

De nuevo no se plantean problemas éticos especiales contra el trasplante
de la médula ésea. Una etapa légicamente posterior en el tratamiento de las hemo-
globinopatias va a ser la que utilice genes normales de la hemoglobina aislados en
vez de células enteras del donante. Esta técnica no se diferencia conceptualmente
del uso de trasplantes de médula dsea. Desde este punto de vista la terapia con
genes no representa mas que el desarrollo natural de una técnica que se produce
por incremento de nuestro conocimiento sobre los mecanismos de la enfermedad.
La reaccidén de la sociedad ante este tipo de terapia debe ser muy limitada si se ex-
plica que la misma no supone una ruptura radical con las técnicas tradicionalmente
utilizadas. Aunque el uso del ADN en este tipo de terapia no produce problemas éti-
cos adicionales, éstos se pueden provocar si no se realizan de acuerdo a principios
racionales. Se necesita una experimentacién muy elaborada en animales de tal ma-
nera que cuando se realice la prueba en el hombre, la probabilidad de éxito sea muy
elevada. Otro factor a considerar antes de introducir la nueva terapia es la gravedad
del enfermo. Con pacientes leves uno dudaria en introducir una terapia completa-
mente nueva en la que los efectos secundarios no son conocidos. Sin embargo, en
enfermos muy graves, uno puede ser menos dubitativo, particularmente si el pa-
ciente se encuentra en las Ultimas etapas de la enfermedad y no existen tratamien-
tos alternativos. Grandes cientificos como Jenner y Pasteur realizaron los primeros
tratamientos en enfermos con viruela y rabia sin sujetarse a las precauciones que
actualmente se toman con las nuevas técnicas terapéuticas. Ambos tuvieron éxito
y han salvado muchisimas vidas. Actualmente recordamos sus éxitos, pero debemos
de reconocer que no era seguro que los individuos vacunados por ellos no sufrieran
efectos secundarios importantes. Sin embargo, la falta de técnicas alternativas ha-
cian tales tratamientos altamente aconsejables. La situacion actual con respecto a
la terapia génica en células somaticas es extraordinariamente parecida. Las reglas
por las que se rige la investigacion en humanos son muy estrictas y se basan en el
respeto a la dignidad del hombre. Sin embargo, debemos pensar que un exceso de
conservadurismo puede retrasar o incluso prevenir la introduccidn de tratamientos
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gue pueden resultar extraordinariamente eficaces. Esperemos, por tanto, que este
conservadurismo no imposibilite la introduccion de las nuevas técnicas que con gran
imaginacion se estan desarrollando y cuya finalidad es la prevencion o el tratamien-
to de las enfermedades del hombre.

“La terapia génica ofrece la posibilidad de equipar al organismo del pro-
pio paciente con la capacidad para sintetizar las drogas requeridas por él mismo.
Podemos concluir légicamente que la terapia génica ofrece el potencial de conver-
tir en obsoletos muchos de los preparados farmacéuticos actualmente en el mer-
cado. La tecnologia de los acidos nucleicos tendrd, sin ninguna duda, la mas pro-
funda influencia en la practica de la medicina molecular” (Walsh, 2003).

Olimpiada genética

Con referencia a los problemas éticos que la utilizacién de la terapia
génica puede originar me gustaria llamar la atencién sobre lo que puede ocurrir
entre los deportistas de alta competicion.

En algunas bases de datos se incluyen los polimorfismos y sabemos que
son unos doscientos genes los que influyen en caracteristicas como la potencia, la
resistencia o la masa musculary que los que condicionan la velocidad o la resistencia
no son los mismos. Hay grupos sociales que han recibido, a través de la evolucion,
los genes de la velocidad por lo que pueden ser grandes velocistas; otros, sin em-
bargo, han heredado mayor resistencia a la fatiga y pueden correr el maratén.

El Homo sapiens, segun diversos autores, se encuentra cerca de sus limites
bioldgicos y biomecanicos en el deporte de alta competicidn. Asi que para seguir
mejorando récords indefinidamente solo hay dos alternativas: el dopaje quimico o
manipular algunos genes clave responsables en parte del rendimiento deportivo, a
través de lo que podemos denominar “dopaje genético”. La proteina a-actinina-3 es
responsable de que los musculos se contraigan enérgicamente y los individuos que
poseen el polimorfismo R577X en las dos copias del gen que la codifica son
incapaces de sintetizarla por lo que su aptitud como velocistas es limitada. En Ja-
maica, y especificamente en la poblacién negra afroamericana, ocurre lo contrario
y la a-actinina-3 se sintetiza en mas cantidad y es precisamente donde se encuen-
tran los campeones de esta especialidad atlética.

En condiciones limitantes de oxigeno, como ocurre cundo nos trasladamos
a una ciudad muy elevada como México capital o mds aln cuando nos vamos a los
Andes, el organismo reacciona fabricando mas eritropoyetina. Semenza y colabora-
dores descubrieron una proteina, que llamaron el Factor de Induccién de Hipoxia
(FIH), que es responsable de la regulacion de la expresion del gen de la eritropoietina
(EPO) (Manalo et al., 2005). Es evidente que un FIH hiperactivo seria ideal para los

74



deportistas de élite, incluyendo los corredores de maratén. Si se pudiera actuar sobre
el factor de induccion de la hipoxia para activar la produccién de la EPO seria mara-
villoso para el tratamiento de ciertas enfermedades, pero peligroso para el deporte,
seria un dopaje genético indetectable. Una empresa de California, los laboratorios Fi-
broGen, tienen en fase 1 de experimentacién un medicamento contra la anemia lla-
mado PHD-I FG-2216 (inhibidor de la prolil-hidroxilasa, cuya funcién es suprimir el
FIH) y ha probado que suministrado oralmente incrementa la sintesis endogena de
EPO. Desde el punto de vista del dopaje en el deporte su toma seria indetectable ya
que es exactamente igual a la que sintetiza el organismo.

Algunos especialistas suponen que es probable que ya se esté utilizando
por algunos deportistas en sustitucién de la EPO sintética, que es detectable en la
actualidad.

Pero hay mas, se supone que en un futuro préximo lo que se producira
es la transferencia directa a los deportistas de mas de un gen incluyendo el de la
EPO. “Las olimpiadas mejoradas genéticamente estan al llegar« (Enriquez and Gu-
llans, 2012).

Se ha descrito que el 94% de los sherpas del valle de Katmandu en Nepal,
poseen el alelo | del gen ACE (enzima conversor de la angiotensina), alelo que no es
frecuente en otras poblaciones. Los escaladores que poseen este alelo tienen mas
facilidad para realizar la escalada de los 8.000 metros que sus colegas con otros ale-
los. Este es uno de los genes importantes para los deportes de resistencia.

Hoy se calcula, como se ha dicho mds arriba, que unos 200 genes son res-
ponsables de los mecanismos biolégicos basicos implicados en los distintos depor-
tes; sabemos, ademas, que entre los participantes en las Olimpiadas la dotacidn
genética es desigual y la pregunta que se desprende es la siguiente: ¢Se deberan
conocer las caracteristicas de determinados genes de los atletas previamente a las
competiciones deportivas y celebrar éstas exclusivamente entre aquellos dotados
con atributos genéticos similares?

TERAPIA GENICA EN CELULAS GERMINALES Y CIGOTOS

Los desarrollos técnicos confirman que no sélo las células sométicas pue-
den ser manipuladas genéticamente sino que esta manipulacion es posible también
en el caso de cigotos y células germinales. En 1982 el gen que codifica la hormona
de crecimiento de la rata fue introducido mediante microinyeccién en el pronucleo
masculino de un zigoto de ratén poco después de su fecundacién. Algunos de los
ratones obtenidos sintetizaron posteriormente la hormona del crecimiento codifi-
cada por el gen de la especie donadora. Ademads, en algunos casos, el gen fordneo
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se incorpord en las células germinales, detectandose en ratones de las generaciones
siguientes. Actualmente, las técnicas de introduccion de genes foraneos, a nivel de
cigoto se han mejorado sustancialmente y pueden disefarse mecanismos para in-
sertar genes especificos en cromosomas determinados. Sin embargo, esto no es su-
ficiente, pues la expresion de los genes fordneos debe ser, ademas, la adecuada, ya
que la produccidon excesiva de una proteina puede provocar desequilibrios
bioldgicos importantes. Como puede deducirse de lo anterior, y aun sabiendo que
falta mucho por hacer, estos experimentos demuestran que es posible la manipula-
cién genética de los cigotos de los mamiferos.

Las aplicaciones practicas de estas técnicas pueden ser muy importantes
en ganaderia, ya que algunas caracteristicas resultan de gran interés comercial como
es el crecimiento rapido o la produccidn de gran cantidad de leche y ya han sido in-
troducidas en animales mediante la manipulacién de los cigotos correspondientes.
Actualmente, y con esos fines, el suministro de la hormona del crecimiento o de la
prolactina se realiza directamente a los animales y podria evitarse este suministro
mediante incorporacion de los genes correspondientes a huevos fertilizados.

¢Cual es la situacion en el hombre? Actualmente es dificil visualizar la
aplicacion de éstas técnicas en el hombre, ya que la manipulacion de cigotos y em-
briones humanos requeriria conocimientos de los que hoy carecemos, por los que
las posibilidades reales se encuentran todavia en el campo de la hipétesis. Sin em-
bargo, los estudios realizados indican que la manipulacidn genética a nivel de las
células germinales o del cigoto es posible y algunos autores apuntan que la mani-
pulacién genética de ovocitos antes de ser fecundados eliminarian los problemas
éticos relacionados con la manipulacidon de embriones.

LA SOCIEDAD ANTE LA TERAPIA GENICA EN CELULAS
GERMINALES

La modificacion de la informacion genética, a nivel de células germinales
o cigotos, debe verse con preocupacién. Como he dicho anteriormente, la modifi-
cacion del genoma humano puede ser éticamente tolerable cuando esté orientada
a la eliminaciéon de caracteristicas patolégicas y se realice a nivel de células
somaticas. Dado que algunas enfermedades pueden diagnosticarse durante las pri-
meras etapas del desarrollo del embrién (anemia falciforme, etc.) e incluso antes,
en las células germinales de los progenitores y la introduccién de modificaciones ge-
néticas a este nivel constituye una ruptura cualitativa con los tipos de terapia utili-
zados hasta ahora y que afecta a las generaciones futuras. Muchos investigadores
creen que aun cuando puede pensarse en los grandes beneficios que podrian deri-
varse de la terapia génica en estos casos, reservas muy importantes y discusiones
publicas seran necesarias antes de que estas técnicas puedan ser aplicadas.
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Se piensa que cada persona tiene el derecho fundamental a que su ge-
noma sea inviolable y que este derecho debe ser protegido de manera eficaz uni-
versalmente. La Convencion Europea de Derechos Humanos reconocié en su sesion
del 2 de Enero de 1982 «el derecho de cada individuo a una herencia genética libre
de cualquier forma de manipulacidn sobre su ADN». Este reconocimiento se otorgd
basandose en aspectos legales, éticos y sociales y supone, en opinion de muchos,
un derecho de rango superior al de la procreacion.

Con todo, este criterio tan absoluto no es mantenido unanimemente por
todos los cientificos y la division existente en este campo fue ya indicada por el Office
of Technology Assesment del Congreso de los EEUU en un estudio publicado dos afios
después, en 1984. Ademas, este criterio coincide con el del Prof. Marciano Vidal, te-
6logo redentorista y Catedratico de la Universidad de Madrid, que en su obra Bioética,
publicada ya en 1998, dice: «la terapia genética es un medio mucho mdas humano que
las alternativas que se ofrecen para curar enfermedades hereditarias: no atender al
recién nacido que viene con taras hereditarias, provocar el aborto eugénico, impedir
drasticamente la procreacion a tarados, etc.». Podriamos pensar por ello, que la
terapia génica a nivel de cigoto en casos de trastornos bioldgicos extremos como los
que afectan a diversos érganos, pudiera ser éticamente aceptable siempre y cuando
no se persigan otros fines que los de evitar o aliviar la enfermedad. Una situacion se-
mejante seria la actuacion a nivel de células germinales a fin de eliminar la transmision
en determinadas familias de genes defectuosos como los de la hemofilia, la enferme-
dad de Lesch-Nyhan, etc. En estos casos, lo Unico que se persigue es el interés del hijo,
que debe primar por encima de cualquier otra consideracién.

Algunos cientificos opinan que la acumulacidn de genes defectuosos
puede tener efectos negativo, “disgéneticos», graves sobre el futuro de la especie
y que la Medicina se ha vuelto en contra suya al haber hecho desaparecer la selec-
cién natural.

Una situacion a considerar seria la referente a la acumulacién de genes
defectuosos debido a los tratamientos médicos y medidas de salud publica, que,
segun algunos autores, parece recomendar algun tipo de terapia génica. Pero creo
gue en estas situaciones todas las intervenciones en el patrimonio genético del
hombre deberian respetar absolutamente la dignidad personal, la unicidad del in-
dividuo y «no atentar contra la unidad de la especie humana como proyecto inte-
gral» (Vidal, 1998); seria también necesario un seguimiento exhaustivo a través de
comisiones independientes del cumplimiento de estos fines para evitar cualquier
intervencién de naturaleza eugenésica. Pero hay cientificos que opinan que en un
futuro mds o menos proximo serd posible modificar muestro patrimonio genético
de una manera aln mas substancial:”La posibilidad de convertirnos en dioses ya
es una realidad. La sustitucion definitiva de la seleccién natural por la seleccidon téc-
nica puede ser posible durante el transcurso del tercero milenio. El proceso que
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progresivamente nos aleja de la madre naturaleza —para convertirla en hija
nuestra— nos conduce a la pérdida de su tutela y puede convertirnos en huérfanos
o creadores, todo depende de los planteamientos y de la capacidad de los humanos
de responsabilizarnos de nuestro destino” (Carbonell y Sala, 2003).

Los cientificos deben elevar su voz para denunciar los problemas que pue-
dan derivarse del uso indebido de la manipulacién genética del hombre y ademas
deben oir la opinién de la Sociedad antes de utilizar este tipo de innovaciones. A
fin de ser capaces de tomar decisiones sabias e informadas en estos problemas, la
sociedad debe tener conocimientos basicos sobre la Biologia Humana incluyendo
su Genética. Esto significa que es necesaria una educacion adecuada a todos los ni-
veles desde los mas elementales hasta la Universidad. Cursos adecuados, exentos
de aspectos técnicos, sobre Biologia en general y Genética en particular y sus im-
plicaciones, deben desarrollarse en las Facultades Universitarias independiente-
mente de su orientacidn cientifica y profesional. Decisiones que no se encuentren
correctamente informadas pueden impedir el desarrollo de innovaciones discuti-
bles pero no peligrosas.

La revolucién biolégica basada en la manipulacién del ADN se encuentra
entre nosotros desde hace menos de 70 afios y la sociedad dificilmente ha captado
todo el impacto potencial que tiene. Cuanto mds aprendamos acerca del ADN y de
la Genética del hombre mas problemas pueden surgir si no tenemos una idea clara
de sus implicaciones.

Como dijo Frangois Jacob: «El hombre, con la acumulacién de conoci-
mientos, ha llegado a ser el primer producto de la evolucion capaz de controlarla.
No solamente la de los otros seres, favoreciendo las especies que le interesan y eli-
minando las que le molestan, sino también la suya propia« (Jacob, 1973). Es preci-
samente esta capacidad de dirigir su propia evolucion la que esta produciendo re-
acciones particularmente intensas en algunos grupos sociales y la preocupacion
gue se siente entre lideres sociales, religiosos, politicos y gobernantes. Considero
gue una caracteristica del hombre es la de poseer el programa genético mas
abierto y flexible de la Naturaleza. Esto le independiza de las reacciones mecanicas
y obligadas que se producen en los animales y que denominamos instintos; la go-
londrina siempre ha fabricado y fabricara su nido del mismo modo. En el caso del
hombre, su programa genético le permite una gran flexibilidad y capacidad de re-
accion. Posee una mente cultural, conciencia de futuro y capacidad de eleccién. El
potencial cientifico en manos del hombre, es enorme pudiendo planificar el futuro
de la Humanidad, ya que tiene capacidad de eleccidn. Si elige correctamente, ésta
le conducira hacia su felicidad; en caso contrario hacia su destruccién. El progreso
de la «Ciencia», es decir, el aumento del conocimiento de las reglas por las que se
rige la Naturaleza, por si mismo no valora o establece la bondad del fin en que se
emplee este conocimiento.
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Las instituciones cientificas como nuestra Real Academia, las Universida-
des, los centros de investigacion, y en general personas cultas de las sociedades
democraticas deben favorecer el uso de las nuevas tecnologias del ADN de una ma-
nera responsable y confio en que el hombre sepa elegir sabiamente su futuro para
gue nos conduzca a nosotros, a nuestros hijos, y a los hijos de nuestros hijos, hacia
un mundo mas feliz, por libre, justo y fraterno, que en el que hoy vivimos.

He dicho
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Excelentisimo Sefior Presidente
Excelentisimos Seforas y Sefiores Académicos
Autoridades

Sefioras y Sefiores

SEMBLANZA DEL PROFESOR SENTANDREU

Me cabe el honor y la satisfaccion de dar la bienvenida al Excelentisimo.
Sefior Don Rafael Sentandreu Ramoén, como nuevo miembro de nimero de esta
Real Corporacién, contestando a su discurso de ingreso. Es un grato deber que cum-
plo con mucho gusto, tras haber avalado recientemente su presentacién como can-
didato para ocupar la medalla 18, que tan dignamente desempefiara el Excelenti-
simo Sefior Don Guillermo Tena Nunez.

Primeros trabajos

Como nada mejor para referirse a la obra de un cientifico que recoger al-
guna de sus aportaciones relevantes, comenzaré con el parrafo siguiente:

Nuestros resultados indican que el gluco-péptido portador del manano de
la pared celular de la levadura contiene dos tipos de enlaces péptido-car-
bohidrato. Uno de ellos conecta numerosas unidades de monosacdridos o
disacdridos al péptido mediante uniones glucosidicas con los grupos hidro-
xilo de la serina o la treonina, mientras que el otro une el manano alta-
mente ramificado, de elevado peso molecular, al péptido, tratdndose pro-
bablemente de un enlace nitrégeno-glucosidico entre N-acetilglucosamina
y aspartamida [N-(B-aspartil)-p-D-(N-acetil)glucosaminido]. Es probable
que las tres fracciones glucopeptidicas (fracciones A, By C) y el manano
de levadura, que se aislan de la pared celular, constituyan tres formas de
degradacion de la compleja estructura glucoprotéica de la pared.

Sentandreu, R y Northcote, D.H. Biochemical Journal 109, 419 (1968).
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Hasta aqui la cita de uno de los primeros trabajos del nuevo académico.
Como todos los trabajos seminales, es decir, fecundos por lo que son capaces de ge-
nerar, el que acabo de citar constituia una de las primeras descripciones quimicas
de componentes de la pared celular de células microbianas eucaridticas, que abria
un notable campo, un campo nuevo que, por cierto, continda de actualidad. De
hecho, a pesar de haber sido publicado en 1968, este articulo que menciono sigue
siendo citado a dia de hoy.

Conoci al Profesor Sentandreu durante mi periodo doctoral en la Univer-
sidad de Salamanca, en el Departamento de Microbiologia que fundara el Profesor
Julio R Villanueva. Nuestro académico se incorporaba por entonces al centro sal-
mantino tras dos estancias de intenso trabajo investigador postdoctoral, en el
Reino Unido y en Estados Unidos. De las primeras cosas que recuerdo de él, es pre-
cisamente su interés por profundizar en estudios de glicoproteinas; una motivacion
cientifica muy acertada, como el tiempo habia de confirmar con creces. Hoy cons-
tatamos que estas proteinas covalentemente modificadas representan componen-
tes esenciales de todo tipo de células, con implicaciones muy variadas en fendéme-
nos de reconocimiento bioquimico y con consecuencias fundamentales para la
biologia de las mismas. Mi encuentro con nuestro académico, en las circunstancias
gue comento, seria el inicio de una amistad basada sobre todo en los ideales cien-
tificos y académicos compartidos. Una entrafiable amistad que igualmente me vin-
cula con la Dra. Maria Victoria Elorza, Toyi, su mujer y mas constante colaboradora,
gue tanto significa también para quienes nos sentimos amigos y compafieros de
ambos.

Nada mejor para entender la trayectoria vital de cualquier persona que
contextualizar —orteguianamente— sus resultados en las circunstancias que le ha
tocado vivir. De ahi es de donde mejor puede deducirse el mérito de sus esfuerzos
merecen, en este caso los de nuestro nuevo académico, en pro de la Ciencia y la
Universidad. Rafael Sentandreu se licencié en Farmacia en la Universidad de Bar-
celona. Pronto se habria de incorporar a un puesto en la industria farmacéutica,
pero este interés inicial daria paso enseguida a su verdadera y definitiva vocacion:
la investigacion y la docencia universitarias. Comenzd entonces a recorrer el largo
y trabajoso camino que exige el consolidar con solidez una formacién doctoral y
postdoctoral. Fue su incorporacién al grupo del Profesor Julio R Villanueva lo que
le introdujo en los estudios basicos de las la célula microbiana, en este caso de es-
pecies eucaridticas que habian de constituir el objetivo permanente de sus inves-
tigaciones. Profundizar en la relacion estructura-funcién ha sido la base de su tra-
yectoria investigadora. Es decir entender e interpretar la fenomenologia bioldgica,
a partir las aproximaciones que los datos y observaciones que la metodologia ex-
perimental disponible permite obtener. Y han sido ya varias las etapas recorridas
por el Dr. Sentandreu en su destacada trayectoria académica y cientifica.
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Tras su doctorado en Madrid, en el nicleo que promoviera el Prof. Villa-
nueva, siempre con la colaboracion de la Dr. Garcia Acha, Rafael Sentandreu llevd
a cabo dos estancias postdoctorales con excelentes resultados que habian de con-
figurar su actividad ulterior. En la Universidad de Cambridge —inada menos!—, de
la mano del Profesor Northcote, alcanzd un segundo doctorado y se pudo centrar
en las glicoproteinas de la pared celular, entre ellas los componentes complejos de
la pared celular de la levadura, realizando hallazgos pioneros. A continuacion, se
traslado a la Universidad de Rutgers (New Jersey, USA), precisamente al instituto
de Microbiologia que llevaba el nombre del premio nobel Waksman, uno de los
grandes pioneros en el descubrimiento de antibidticos, que afiadié los aminoglu-
cosidos a la lista de antimicrobianos de origen natural. En el Instituto Waksman,
colaborando con el Dr. Lampen, nuestro nuevo académico proyectd su experiencia
en bioguimica microbiana en aspectos funcionales propios de una biologia celular
microbiana. Centrandose en los procesos de construccion de la pared celular de la
levadura pudo mostrar la implicacién de componentes intermediarios, de natura-
leza de lipidos complejos, en la biosintesis del componente de manano de las gli-
coproteinas de la pared celular. Fue ese otro hallazgo que lo situé en la vanguardia
de estudios funcionales de la pared celular de la levadura.

Catedratico de Microbiologia

Tras regresar a Espafia, en 1972, ya como miembro de la plantilla del Con-
sejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Rafael Sentandreu alcanzé en no
mucho tiempo la condicion de catedratico de Microbiologia y pudo ocupar en 1978
una catedra en la entonces joven Facultad de Farmacia de la Universidad de Valen-
cia. Se puede decir que el destino se alié para que el Dr. Sentandreu, tras afios de
preparacion, tras una extensa experiencia en otros centros de Europa y Estados
Unidos, pudiera asentarse definitivamente en su tierra valenciana, oportunidad
que ciertamente agradecid y supo aprovechar. Yo recuerdo esos sus primeros afios
en la Universidad de Valencia, en que pudo hacer valer su autoridad cientifica y su
solida preparacién para movilizar notables recursos y lograr el equipamiento nece-
sario para sus investigaciones. Eran logros de los que teniamos noticia sus amigos
gue trabajamos en Madrid y que recibiamos con frecuencia sus visitas. Como tam-
bién recuerdo el privilegio que suponia visitar Valencia con Rafael y Toyi como an-
fitriones.

Contextualicemos de nuevo lo que supuso el acceso del catedratico Sen-
tandreu a su desempefio en la Universidad de Valencia. A los comienzos de la dé-
cada de los ochenta, la Microbiologia, como disciplina cientifica, iniciaba lo que
Schaechter ha denominado su tercera edad de oro. Es la etapa en la que aun nos
encontramos, caracterizada por un enfoque ecolégico-evolutivo y unas posibilida-
des metodoldgicas notables. De hecho, la filogenia molecular revolucionaba en
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esos momentos nuestra perspectiva sobre la emergencia y evolucién de las prime-
ras formas de vida en la tierra, proponiendo la separaciéon temprana de los tres
grandes troncos (bacterias, archaeas, eucariotas). Emergia, ademads, un nuevo con-
cepto de microorganismo patdgeno, inherente a las estirpes capaces de interactuar
con el organismo animal, en funcidn de propiedades que se podian caracterizar
como factores de virulencia. Los avances en Ingenieria Genética (IG) determinaban
ya la utilizacién de los microbios como factorias celulares, porque la nueva Biotec-
nologia era ya una realidad para beneficio de la produccién de farmacos, como se
nos acaba de mostrar en el excelente discurso.

Pero, también quedaba claro, en esos momentos que ahora evocamos,
gue no estdbamos a salvo de nuevas, y desconocidas, infecciones; la emergencia
en aquel entonces del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), asi lo ponia de
manifiesto. Aunque también se demostraba que los instrumentos para su caracte-
rizacion, la de cualquier patégeno que surgiera resultaban potentes y precisos,
mucho mds que lo habian sido en el pasado reciente. Asi se puso de manifiesto por
aquella época, con la emergencia de la Legionella, en 1976, o del mencionado VIH
a finales de los 70. Pronto se pudieron conocer detalles de la Biologia y patogeni-
cidad de estos microbios. Ademas, la expansidn en horizontal de la IG permitia ya
empezar a hablar de secuenciacidon de genomas, incluido el genoma humano, meta
gue para ser conquistada precisaba el pasar primero por el genoma de organismos
sencillos, los microbios.

Creador de escuela en Valencia

Esa era la situacion de la Microbiologia como disciplina, en la transicidn
de los 70 a los 80, cuando el Profesor Sentandeu se incorpora a su catedra de la
Universidad de Valencia. Por lo que respecta a nuestro pais podemos decir que la
Microbiologia espafiola crecia (exponencialmente), con la configuracion de depar-
tamentos nuevos en universidades, al tiempo se especializaba (grupos transver-
sales —virus, bacterias, eucariotas—, por aplicaciones —clinica, industrial, alimenta-
ria—, por metodologias —sistematica, molecular—, etc.). La produccidn cientifica
microbioldgica espafiola se revelaba como notable en Europa (en muchas revistas
europeas, sélo detras de Reino Unido, Alemania y Francia), al tiempo que diversas
empresas internacionales identificaban a Espafia como pais de notable desarrollo
de los estudios microbianos.

No son ajenas estas circunstancias, las que describo para nuestro pais, al
hecho de que el cultivo de la Microbiologia tuviera desde muchos afios antes una
notable pujanza en las facultades de Farmacia, ni al influjo ejercido por la escuela
promovida por el Profesor Villanueva, en Madrid y en Salamanca, en épocas en que
la movilidad del profesorado era una realidad. Por aquel entonces se consolidaron
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la especializaciones farmacéuticas de cardcter sanitario, los licenciados en Farma-
cia empezaron poder obtener la titulacidon de farmacéutico especialista en Micro-
biologia y Parasitologia, un proceso en el que el nuevo académico y quien les habla
empefiamos esfuerzos e iniciativas.

Rafael Sentandreu desde Valencia pudo proseguir una extensa e intensa
labor que sin duda ha contribuido notablemente a configurar el panorama de la in-
vestigacion y la docencia de la Microbiologia en Espaiia, al tiempo que ha logrado
una notable proyeccién internacional. La calidad y coherencia de su trabajo cienti-
fico convirtié al grupo de Sentandreu en una referencia internacional, en lo que
respecta al conocimiento de aspectos fundamentales de la Biologia de las
levaduras, en especial de la envoltura celular externa, la pared celular, una estruc-
tura tan esencial para la morfogénesis el desarrollo y la interaccién con el medio
ambiente cualquier microorganismo.

Tratando de sintetizar el conjunto de los trabajos de tanto tiempo, sefia-
lamos dos aspectos en los que consultar la bibliografia de Sentandreu y colabora-
dores resulta obligado para abarcar el acervo de conocimiento acumulado:

— Uno es el de la biogénesis de la pared celular de los hongos, a través de
estudios centrados en hongos unicelulares o dimérficos. Sus estudios
sobre secrecidn de proteinas, asi como su modificacién covalente a tra-
vés de complejos procesos de glicosilacion, todos ellos esenciales para
su incorporacion y ensamblaje a una estructura que se ha de mantener
integra a lo largo de todo su desarrollo, para asegurar la viabilidad de la
célula. Todo un bloque de conocimientos que proporciona las claves
para plantear la inhibicién por parte de agentes capaces de bloquear la
biogénesis de dicha pared y, por tanto, la posibilidad de disefiar estra-
tegias para el desarrollo de antifungicos.

— El otro aspecto, estrechamente relacionado con el primero, es la defi-
nicion de este tipo de procesos en un hongo dimérfico, capaz por tanto
de desarrollarse como organismo unicelular de forma oval, pero tam-
bién de crecer en forma de hifas, caracteristicas de los hongos filamen-
tosos. La generacién de la estructura de la pared celular en Candida al-
bicans, la especie a la que me refiero, ha sido estudiada también bajo
la 6ptica del caracter patégeno de esta especie. En especial la caracte-
rizacion inmunoldgica de muchos de sus componentes tiene el interés
adicional de contribuir a definir las bases de la interaccion hospedador-
patdgeno, asi como disponer de materiales, como anticuerpos mono-
clonales, con aplicaciones también para el diagndstico.

Son estudios que el grupo de Sentandreu hizo posibles al utilizar las meto-
dologias mas avanzadas, en especial la caracterizacién de genes, incluso en la escala
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gendmica, abarcadora de totalidad de dotacién genética de cualquier organismo, asi
como las estrategias protedmicas que permiten definir y caracterizar conjuntos de
proteinas de los organismos, o subconjuntos de gran interés como las proteinas de
la pared celular. Son investigaciones que han continuado hasta el momento generan-
do resultados y avances en el conocimiento de fendmenos de interés para la Biologia
microbiana y sus aplicaciones.

Una destacada trayectoria

Una dedicacidn tan plena e intensa a la universidad y la investigacidn,
como la que ha caracterizado al Profesor Sentandreu, habia de materializarse en
resultados propios de una auténtica creacion de escuela. Sirva para glosarlos, el si-
guiente resumen:

Ha dirigido 42 tesis doctorales. Entre sus discipulos se encuentran 10 ca-
tedraticos, un full professor en los EEUU, 2 catedraticos mas surgidos de entre los
posdoctorales incorporados a su grupo de investigacién y varios Profesores Titula-
res de Universidad. Ha servido en los consejos de redaccion de varias revistas in-
ternacionales, entre ellas Current Microbiology (Springer-Verlag), Cell Biology Re-
views (Springer International y Universidad del Pais Vasco), Revista Iberoamericana
de Micologia y Revista Mejicana de Microbiologia (1992-).

Como miembro de la International Yeast Commission ha participado en
la definicidn y ejecucidn mundial de muchas de las iniciativas de colaboracién in-
ternacional en su campo de investigacion. Igualmente, se ha responsabilizado de
la organizacidon de diversos congresos nacionales e internacionales.

Su extensa experiencia en la evaluacién de proyectos de investigacion,
tanto en evaluacién individual como en paneles de priorizacion, se ha extendido
largos afios; puestos a destacar, sefialemos su pertenencia al jurado del Plan de Bio-
logia Molecular y sus aplicaciones de la Fundacion Juan March (1981-88) y a la Co-
mision “Collaborative Research Programmes” de la Organizacién del Tratado del
Atlantico Norte (OTAN), Bruselas (1988-1991), entre otras muchas actividades que
llevaron a asesorar como evaluador de numerosos proyectos nacionales e interna-
cionales.

Generaciones de farmacéuticos formados en la Facultad de Valencia han es-
tudiado Microbiologia con los profesores integrantes de su grupo. E igualmente hay
gue destacar sus aportaciones a la profesién como miembro de la Comisién Nacional
de Microbiologia y Parasitologia del Consejo Nacional de Especializaciones Médicas
(1980-1984), miembro de la Comisidon Promotora de la Comisidon Nacional de Micro-
biologia y Parasitologia de Farmacéuticos Especialistas (1984-1989), asesor de la Di-
reccion General de Farmacia y Productos Sanitarios del Ministerio de Sanidad y Con-
sumo (1989-92) y miembro de diversas comisiones de la Real Farmacopea Espaiiola.
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De gran relevancia son también sus servicios cientificos en el ambito de
la Comunidad Autédnoma de Valencia como Vocal del Consejo de Politica Cientifica
y Tecnoldgica de la Generalitat Valenciana (1989-1994), Consejero de Numero de
la Institucion Valenciana de Estudios e Investigacion (1988-1993), y, en especial,
Presidente Ejecutivo de la Fundacidn Valenciana de Investigaciones Biomédicas y
Presidente de su Comité Cientifico. Generalitat Valenciana y Caja de Ahorros de Va-
lencia (1991-1993) y Director de la Fundacion Valenciana de Investigaciones Bio-
médicas, Instituto de Investigaciones Citoldgicas (Generalitat Valenciana y Bancaja)
(1993-1995).

Esta semblanza no quedaria completa sin sefialar que el Profesor Sentan-
dreu ha publicado 27 capitulos de revision en libros de la especialidad y mas de
170 articulos en revistas internacionales. También ha desarrollado modelos de uti-
lidad como el kit BICHRO-LATEX CANDIDA, con la empresa Fumouze Diagnostics,
26, rue des Fréres Chausson, 92600 Asnieres, Francia, que utiliza el anticuerpo mo-
noclonal 3H8 desarrollado por su grupo de investigacidon y el convenio es adminis-
trado por la Universidad de Valencia; y la patente que corresponde a la Universitat
de Valéncia de una micromatriz que contiene todo el genoma de Candida albicans
(6039 genes) como uno de los resultados del trabajo realizado por el Consorcio Eu-
ropeo NOVEL APPROACHES FOR THE CONTROL OF FUNGAL DISEASE (QLK2-CT-
2000-00795) del que formd parte. La empresa que construye las micromatrices es
Eurogentec S.A. Liege Science Park, 4102 Seraing, Belgica.

Comentarios al discurso: la racionalidad biolégica

Los afios 50 del pasado siglo presenciaron el triunfo de la Biologia expe-
rimental. La Bioquimica de enzimas habia proporcionado infinidad de datos sobre
como estas enzimas catalizan miles de reacciones quimicas de las células. Pero,
cabia aspirar entonces a una comprension global, integrada, de los fendmenos bio-
I6gicos en lo que tienen de valor general aplicable a todos los seres vivos. Elabora-
ciones tedricas, como la doble hélice de Watson y Crick (1953), o formulaciones
posteriores como la de Jacob y Monod sobre el mensajero, o la propuesta de Crick
de que el cédigo genético se organizaba en tripletes, permitian avanzar explicacio-
nes con esa vocacion de interpretacion global.

La légica del avance investigador imponia verificar, comprobar, en defini-
tiva, demostrar experimentalmente la validez de muchas de estas formulaciones.
Las sintesis de acido ribonucleico (ARN) y 4cido desoxirribonucléico (ADN) en el
tubo de ensayo, llevadas a cabo por primera vez por Ochoa y Kornberg respectiva-
mente, representan algunos de esos momentos estelares en que la experimenta-
cion bioldgica conduce a resultados de validez universal. Desde entonces se pudo
hablar de disponer de una piedra Rosseta, es decir, un conjunto de claves para in-
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terpretar los, hasta entonces, enigmas bioldgicos y asi poder explicar —racional-
mente— los fendmenos que muestran como es la vida bioldgica. Se ha dicho que
con el conocimiento del ADN, efectivamente, la racionalidad pudo ser parte inte-
grante de las explicaciones sobre los seres vivos.

Esa misma racionalidad aplicada a la experimentacién se fue ampliando
en todas sus posibilidades. La Biologia Experimental triunfé con el desarrollo de la
Biologia Molecular, y su posterior progreso fue imparable, al abordar la compren-
sidn, el control y la modificacion del funcionamiento de los seres vivos. El avance
en el conocimiento integrado de la informacién (ADN, ARN) y su relacion con la fun-
cionalidad (proteinas) fue decisivo. La Biologia, como “conocimiento”, devino pron-
to en “intervencién”, que eso es la moderna Biotecnologia, la posibilidad de inter-
venir en los seres vivos, modificando sus caracteristicas de manera permanente.

La Biotecnologia irrumpe en la Farmacia

De las posibilidades, pasadas, presentes y futuras, que tiene esa Biotec-
nologia intervencionista, nos acaba de hablar el Dr. Sentandreu, bajo el prisma de
su impacto en la Farmacia. Apenas tres décadas han transcurrido desde que
algunas células microbianas, y también de otros organismos, empezaran a conver-
tirse, gracias a la IG, en factorias celulares que proporcionan proteinas idénticas a
las que el organismo humano produce y utiliza por su accién hormonal. A pesar del
corto tiempo transcurrido —las tres décadas que menciono— ha sido tal el progreso
gue ya nos hemos acostumbrado a razonar que es posible disponer de una cantidad
ilimitada de farmacos “biolégicos” que la tecnologia del ADN recombinante nos
puede proporcionar. Una vez identificadas las bases de ciertas patologias, asi como
la accidn de sustancias bioldgicas para atajarlas, caben pocas dudas de que se
podra seguir ampliando ese arsenal de farmacos bioldgicos, de calidad farmacéu-
tica, cuya Unica limitacion estara en hacer compatible su eficacia con una adecuada
tolerancia.

A partir la disertacién del académico al que hoy recibimos, podemos re-
flexionar sobre lo que han supuesto los desarrollos subsiguientes al de las hormo-
nas, entre ellos los de antigenos utilizables para vacunacion, o productos inmuno-
moduladores cuyo impacto en el manejo de diversas patologias autoinmunitarias,
tan patente ya en muchos casos, esta aun por calibrar en toda su extension.

El campo de los anticuerpos monoclonales para su aplicacién terapéutica
se nos revela tan amplio, casi ilimitado, como diversa es la enorme cantidad de es-
pecificidades que pueden generarse en el repertorio de la respuesta inmunitaria. Son
ya bastantes los anticuerpos monoclonales introducidos en Farmacia gracias a la Bio-
tecnologia, pero se puede decir que el campo apenas esta en su infancia, nos esperan
muchos mas logros en este terreno que irdn floreciendo, como ya de hecho ocurre.
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Sin embargo, los desafios a los que se puede enfrentar la Biotecnologia,
basada en las claves que la piedra Rosetta nos abrid, para un manejo racional de
los sistemas bioldgicos, no sdélo siguen siendo amplios, sino que se ensanchan. Si
grandes han sido los logros a través de la introduccion de proteinas recombinantes,
también las limitaciones se mantienen en otros frentes, tras reiterados intentos.
Pensemos por ejemplo en la terapia génica, una estrategia que se pudo formular
también hace las mismas tres décadas, pero que sigue pendiente de soluciones
practicas que hagan posible la correccién de alteraciones genéticas en las células
mediante la introduccién del gen funcional, que corrija o sustituya al mutante.

He aqui un ejemplo de limitaciones con las que no se contaba al comienzo
de la andadura de la Tecnologia del ADN recombinante. Podemos entender que in-
troducir un gen funcional, en una célula, supone mucho mas que administrar un
simple reactivo. Se trata de generar una modificacién que, para ser adecuada, tiene
también que producirse de forma regulada, en ese microcosmos que constituye
cada célula, integrada en el macrocosmos del organismo del que forma parte.

Por ello, la disertacion del Profesor Sentandreu nos introduce finalmente
en los territorios que caracterizan a la Biomedicina actual. Podemos aspirar a
mucho mas que a entender y manejar fendmenos aislados. Se puede plantear el
abarcar la complejidad bioldgica, integrando los datos —los que se generan en tri-
llones de unidades de informacién— en una imagen coherente de los sistemas bio-
I6gicos. De ahi el término Biologia de Sistemas, como aspiracion a convertir la in-
formacion, los datos, en conocimiento aplicable, es decir en modelos que integren
esa informacién de manera coherente. Y que nos permitan, mas pronto que tarde,
lograr las aplicaciones que cabe esperar de la aproximacién farmacogenética y far-
macogendmica, términos que ya forman parte de nuestro lenguaje pero que han
de desarrollarse con intensidad y amplitud. Y, dada la especializacion que comparto
con el nuevo académico, no debo dejar de mencionar sus referencias al
microbioma humano un campo del que semanalmente aprendemos nuevos datos
gue integran a la microbiota de nuestro organismo, en una auténtica vision funcio-
nal de las bases de nuestra salud. Y que nos acercan cada dia mas a verdaderas in-
tervenciones basadas en estos conocimientos.

Para concluir, Sefior Presidente, quisiera glosar la alusién a la ética que
forma parte del discurso del Profesor Sentandreu. Capacidades, como las que se
derivan del conocimiento alcanzado, ponen en manos del hombre la realizacion de
intervenciones insospechadas hasta hace no mucho. Es tal el poder y las posibili-
dades suscitadas que la reflexidon bioética ha de acompanar a la Humanidad
durante el resto de tiempo que le queda de existencia. Sin duda, esa reflexién sobre
el bien obrar ha de estar impregnada de la sabiduria que posibilite el adecuado dis-
cernimiento. Para eso estan las reales academias, para cultivar el saber que se de-
riva del dominio del conocimiento cientifico. El sabio renacentista valenciano —
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como el Prof. Sentandreu— Juan Luis Vives, tan estudiado por otro sabio espafiol,
Marcelino Menéndez Pelayo, que da nombre la universidad que en estos
momentos tengo el honor de regir, pudo afirmar: muchos habrian podido llegar a
la sabiduria si no se hubiesen creido ya suficiente sabios. Al recibir al Doctor Rafael
Sentandreu Ramon, entre los miembros de nimero de esta Real Corporacion, po-
demos felicitarnos porque su aportacion, sin duda sabia, contribuira al esfuerzo en
pro de la tarea académica que tiene lugar en los muros de esta casa, y en el espacio
virtual que de ella se deriva. Excelentisimo Sefior Don Rafael Sentandreu, sea usted
muy bienvenido.

He dicho
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