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DECLARACION DE LA GRANDA 2009

En el cincuenta aniversario de la concesion del Premio Nobel de Fisiologia a los Dres. Ochoa
y Kornberg por el descubrimiento de la sintesis de los acidos nucléicos, los participantes en el Curso
de La Granda “Bases Moleculares del Futuro de la Salud” desean manifestar:

1. El conocimiento de la secuencia del genoma tanto humano como de otros seres vivos, ha
supuesto un hito histérico que no debe considerarse un objetivo en si mismo, sino la ob-
tencion de una herramienta poderosa para el desarrollo de lineas de investigacion que han
mejorado ya notablemente |a calidad de vida y pueden continuar haciéndolo.

2. Desde la antigliedad, los humanos han manipulado, aun desconociéndolo, el genoma
de otros seres vivos, con el objeto de mejorar la alimentacién, Sélo muy recientemente,
gracias a la biotecnologia de los organismos modificados genéticamente, conocemos los
genes que modificamos y estudiamos exhaustivamente sus consecuencias, |0 que ha per-
mitido unas garantias hasta ahora no posibles.

3. Parece fundamental mantener los genomas de especies silvestres en todos los reinos,
puesto que desconocemos todavia muchas de sus cualidades potenciales.

4. Las nuevas técnicas derivadas del conocimiento obtenido por la Biologia Molecular per-
miten estudiar nuevas formas de tratamiento de enfermedades tanto oncoldgicas, como
viricas o degenerativas, por lo que servirdn para paliar los problemas que ocasiona el
envejecimiento.

5. Estas nuevas investigaciones se veran muy beneficiadas por un abordaje interdisciplinario
amplio e internacional, como el que permitid la secuenciacion del genoma.

6. Es ademas necesario que la inversién en estas investigaciones no se vea limitada por
prejuicios o intereses comerciales, sino que se mantengan los fondos puablicos y privados.
En el caso espafiol, la creacion de empresas de capital-riesgo que apoyen estas tecnolo-
gfas tiene ademas un interés econémico fundamental para el mantenimiento de nuestra
competitividad.

7. Algunas de las tecnologias desarrolladas han mostrado ya a la sociedad su utilidad pd-
blica, como la asignacion de paternidades, la identificacién de cadaveres, y el analisis de
vestigios bioldgicos de interés criminal por técnicas de ADN; o el aumento de produccion
de alimentos con un elevado control sanitario -gracias, entre otros, a los organismos mo-
dificados genéticamente-.

8. Las ventajas potenciales de las tecnologias con aplicaciones en oncologia, vacunacién o
tratamiento de diversas patologias por ingenieria genética, generacion de nuevos farma-
COS en microorganismos, o prevencion y tratamiento de procesos degenerativos, asi como
las posibilidades todavia potenciales de la medicina regenerativa apoyan la necesidad de
una investigacion de calidad a fin de buscar un futuro méas saludable.

LA GRANDA, 20 de agosto de 2009.

Firmantes por orden alfabético: Angel Carracedo, Santiago Grisolia, José Lépez Barneo, Teodoro
Lépez-Cuesta, M? Dolores Mifiana, Guillermo Montoya, Luis Navarro, Daniel Ramdn, Mercedes Ruiz More-
no, José Antonio Salas Fernandez, Juan Velarde Fuertes.






PROLOGO
“BIODIVERSIDAD, BASES MOLECULARES DEL FUTURO DE LA SALUD”

Manuel Cervera Taulet
Conseller de Sanitat

El futuro de la medicina, hoy ligado a disciplinas de la ciencia como la genética o la biologia mo-
lecular, empez6 a fraguarse hace ahora cinco décadas con el descubrimiento de la estructura de la doble
hélice del ADN por parte de los doctores James Watson y Francis Crick.

A partir del impulso inicial que supuso dicho modelo, cientificos de la época como Ochoa, Korn-
berg, Jacob, Monod, Nirenberg o Matthaei ayudaron a ampliar el horizonte de la investigacion genético-
molecular y de la biomedicina. Esos cientificos fueron pioneros en el descubrimiento de una nueva frontera
de la ciencia. Una frontera que en aquella época se dejaba vislumbrar de una manera tenue y que hoy,
apenas cincuenta anos después, se ha convertido en una realidad dindmica y en plena expansion.

El sorprendente avance que ha registrado la biologia molecular, la genética o la bioinformatica en
este arranque del siglo XXI y cuyo resultado mas tangible ha sido la decodificacién del genoma humano,
permite augurar la creacion de herramientas terapéuticas y diagnésticas mucho mas eficaces que las ac-
tuales; pues esas herramientas estaran adaptadas al perfil genético de cada individuo.

El reciente anuncio de que en muy poco tiempo seremos capaces de obtener un mapa génico
individualizado, permite aventurar un rapido desarrollo de la medicina predictiva y con ello de nuestra
capacidad para detectar a tiempo aquellas patologias que somos susceptibles de padecer.
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Estos avances influirdn también en otras vertientes, de enorme impacto social, como pueden ser
la nutricién o la productividad agricola o ganadera. Pues una vez seamos capaces de definir la funcién de
cada uno de los genes que hay codificados en el ADN de cualquier ser vivo, podremos hacer frente a mu-
chas enfermedades y mejorar notablemente nuestra calidad de vida.

Estamos viviendo, por tanto, el arranque de una nueva era. La era de la genémica funcional. Una
era que se va a convertir en el nuevo paradigma de la ciencia.

No obstante, resulta paraddjico pensar que estos avances, que aparentemente entrafian un be-
neficio tangible para el ser humano, generan al mismo tiempo multitud de dudas sobre influencia a largo
plazo. Esas dudas vienen derivadas del temor a que la manipulacién genética pueda llegar a afectar a
nuestra biodiversidad y con ello la sostenibilidad del planeta.

Hoy el mundo se esta globalizando y esto favorece la transferencia genética horizontal. Ya se han
detectado agentes patdgenos que tras mutar y recombinarse han logrado atravesar con éxito los limites de
las especies. Esto ha derivado, por ejemplo, en la dispersion de la resistencia a los antibidticos. Pues bien,
este efecto inesperado ha coincidido, en gran medida, con el desarrollo de la ingenieria genética.

La comunidad cientifica ha sido la primera en reaccionar y lo ha hecho advirtiéndonos que todos
los seres que habitan este planeta son parte de un gran sistema interdependiente. Un maravilloso sistema
cuyos componentes fisicos, quimicos y biolégicos son capaces de autorregularse para mantener con ello
un perfecto equilibrio.

De esta certeza es de la que deriva la sensacion de que todos aquellos que habitamos la Tierra
tenemos la enorme responsabilidad de defender eficientemente ese rico patrimonio en biodiversidad que
hemos heredado.

La pérdida de la diversidad genética, de especies y de ecosistemas es uno de los mayores peligros
que acechan al futuro de la humanidad. Cada afio desaparecen miles de especies y con ellas perdemos
un enorme potencial en fuentes de medicamentos, de nuevas culturas agricolas o de nuevos productos
industriales.

Con la pérdida de la diversidad biolégica, aumenta la uniformidad, la dependencia de una escasa
variedad de plantas y sobre todo crece la vulnerabilidad ante las plagas y sobre todo las enfermedades.

Desde esta perspectiva, iniciativas como la promovida por el Alto Consejo Consultivo en
[+D+i de la Generalitat al programar el curso sobre “Bases moleculares del futuro de la salud”;
encierran un enorme valor simbélico, pues ademéas de darnos a conocer la dimensién exacta del
problema, nos invitan a analizar y debatir de una manera ahierta y constructiva los limites que debe
tener la ciencia, asi como evaluar las estrategias que se estan poniendo en practica para hacer
frente al mismo.



La Declaracion de la Granda de 2009, surgida en el marco de dicho encuentro, es un primer fruto
en este sentido. En mi opinién sus ocho propuestas, avaladas por la enorme calidad y dimension cientifica
de sus promotores, nos van a ayudar a definir con mayor precision ese largo y arduo camino que vamos a
tener que recorrer en defensa de nuestra biodiversidad y, por tanto, del futuro de nuestro planeta.
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DESDE LA ENZIMOLOGIA Y LOS CICLOS METABOLICOS A LA BIOLOGIA
MOLECULAR

Santiago Grisolia

Catedréatico Emérito “Sam Roberts” de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Medi-
cina de la Universidad de Kansas.

Vicepresidente Ejecutivo del Alto Consejo Consultivo en I+D+i de la Presidencia de la Generalitat
Valenciana.

Sin duda alguna, la bioquimica empieza, como demuestran historias biblicas tales como el des-
cubrimiento de la fermentacidn alcohdlica por Noe, en tiempos muy remotos, aunque fuera de forma em-
pirica. El pensamiento racional, el método cientifico, tendrd que aguardar a la llegada de René Descartes
en el siglo xvi.

Pero es el siglo xvill, el de la ilustracidn, y, sobre todo, el del despegue de la tecnologia con inven-
tos como la maquina de vapor, o la consecucion de acero fundido, la que permite a hombres como Lavoisier
establecer las bases de la Quimica tal como la conocemos. Las leyes de Newton empiezan a conocerse
mundialmente y a aceptarse. Y al desarrollo de la Fisica, se unen el de la geologfa, las matematicas y la
biologfa, con figuras como Linneo o Lamark, o, Jenner y su vacuna de la viruela, o el descubrimiento de la
fotosintesis por Ingenhouz, Priestley, Saussier y Senebier.

Todos ellos contribuyeron con sus pensamientos y trabajo al florecimiento en la Francia de la Re-
volucién Francesa de figuras esenciales para el desarrollo de la medicina: Claude Bernard, quien desarroll6
la fisiologia como una ciencia, y Louis Pasteur, quien tanto contribuyé a la quimica organica y al desarrollo
de la microbiologfa. Su pasién por los microbios le llevé, a pesar de sus brillantes estudios, a cometer una
de los errores cientificos mas memorables cuando aseverd que para que ocurriera la fermentacién de los
azlcares eran necesarios organismos Vvivos.

Poco después de la muerte de Pasteur, los hermanos Biichner falsean esta afirmacion al preservar
unos extractos de levadura con azlcar, con la esperanza de mantenerlos sin que se estropeasen. La solu-
cién fermenté, y Eduard y Hans Biichner aislaron una sustancia a la que denominaron “zimasa alcohdlica”.
Una muestra méas de que en ciencia hay que ser, como en todo, muy precavido con lo que se asegura.
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De todas formas, fue Wéhler, en 1828, quien debid producir una verdadera revolucion en el pen-
samiento cientifico cuando sintetizd la urea en el laboratorio, es decir, jla transformacién de una sustancia
inorganica en organica!. Naturalmente, W&hler fue uno de los defensores de la naturaleza estrictamente
quimica de las reacciones enzimaticas, en detrimento de la importancia de los seres vivos en que éstas
ocurrieran y se le acusa de ser el responsable del fin de las teorias vitalistas.

NH2
NH4+0O +CN - > 0C <

Sintesis de la urea

Figura 1. Reaccidn quimica para sintetizar la urea descrita por el Dr. Friedrich Wéhler

Conviene recordar el origen de la bioquimica como asignatura universitaria, porque sélo desde un
conocimiento de la historia se pueden aventurar predicciones.

A principios de siglo Xx todavia habfa personas como el Premio Nobel de Quimica de 1915, el
aleman Richard Willstatter que no creian que los enzimas fuesen proteinas, a pesar de su extraordinaria
labor de caracterizacion de la clorofila. Willstatter, como comentaba Birgit Vennesland, habia escogido
para su purificacién, la peroxidasa, de la que descubrié que tenia un efecto oxidante y que demostraba
actividad en cantidades en que no se podia reconocer proteina con los métodos entonces utilizados en su
época. El prestigioso cientifico aleman mantuvo sus creencias a pesar de que en 1926, James Batcheller
Sumner cristalizé la ureasa, a partir de extractos obtenidos de Cannavalia enzyformis, las judias o frijoles
(1), y muchos otros enzimas fueron rapidamente estudiados, aislados y cristalizados (2).

Curiosamente, una de las primeras Catedras de Bioquimica del mundo se creé en Espafia y la
ocup6 el Prof. José Rodriguez Carracido, en la Facultad de Farmacia de Madrid, el afio 1898. Poco después,
las pocas catedras que habian de bioguimica estaban en las también escasas facultades de farmacia, que
no creo pasasen de 6 en toda Espafia. Al principio no habia departamento de bioquimica en las facultades
de medicina, por lo que D. Severo Ochoa decia frecuentemente que hubiera sido mucho mejor haber em-
pezado con una formacién quimica, ya que en las facultades de medicina lo que se ensefiaba era fisiologia
general.

La primera catedra de bioguimica en los Estados Unidos se constituyé en la Universidad de Yale
por Russell Chittenden, también a finales del siglo xix, y en 1906 Chittenden se convirtié en el primer
presidente de la Sociedad de Bioquimica Americana. Los departamentos de bioquimica se establecieron
paulatinamente en todo el mundo, asi, por ejemplo, en un inicio, el departamento donde yo trabajé con D.
Severo era el Departamento de Quimica en la Facultad de Medicina de Nueva York, que ensefiaba bioqui-
mica a los estudiantes de Medicina. Después, en Chicago, cuando yo llegué en el 46, ya habfa Catedra de
bioguimica; mientras que en Wisconsin, en la misma época, aln se llamaba quimica fisiolégica.

La bioguimica moderna cuenta con 3 figuras claves:

1. Otto Warburg (1883-1970), que se consideraba el descendiente cientifico de Lavoisier, y entre
cuyos hallazgos més relevantes hay que recordar el descubrimiento de que las células utilizan
oxigeno y el disefio de un artilugio manométrico, el “aparato de Warburg-Barcroft”, instrumento
de gran importancia. (3);



2. Otto Meyerhof (1884-1951), Premio Nobel de Medicina en 1922 por su descubrimiento del con-
sumo de oxigeno para la degradacion del &cido lactico en el mdsculo, procedente de la combus-
tion de glucosa. Meyerhof, quien formé a un gran ndmero de alumnos en Alemania, incluyendo
a Severo Ochoa, se vio obligado a abandonar Alemania por su condicién de judio e inmigrar a
Estados Unidos, donde fue profesor de la Universidad de Pensilvania. (4); y

3. Elmer V. McCollum (1879-1967), que descubrié no sélo las vitaminas A y D sino que también
establecié un nuevo método crucial para estudios de nutricion. (5) Hasta que McCollum llegé
a la Universidad de Madison, en Wisconsin, los cientificos utilizaban animales de granja
como vacas, cerdos, etc... De hecho, sus primeros experimentos al llegar a Madison, se
enmarcaron en el estudio de la nutricion de los novillos que la Universidad llevaba a cabo
con cuatro manadas. Las tres primeras se alimentaban exclusivamente con un tipo de pienso:
trigo, maiz, o cebada, mientras la cuarta ingiri6 una mezcla de los tres cereales observan-
dose que crecia mas y mejor. McCollum decidi6 que dedicarfa su tiempo a investigar en qué
eran deficientes las dietas restringidas a un solo cereal. Naturalmente, comprendid que la
reproductibilidad de los experimentos requeria de animales mas pequefios que los novillos y
con una vida mas corta, por ello decidid utilizar ratas en experimentacion, lo que le produjo
grandes problemas, porque su decano decia que la rata era el enemigo del granjero y como
ellos trabajaban en una de las universidades Land-grant, creadas con el propdésito de poten-
ciar el desarrollo agrénomo y ganadero, tendrian problemas. El desarrollo de la bioquimica
en los Estados Unidos ocurrié con fuerza, debido a estas Land-grant fruto de las donaciones
de terrenos para la construccién de estas Escuelas de Agricultura por el Presidente Lincoln.
McCollum compré una docena de ratas albinas de su bolsillo e introdujo este animal en ex-
perimentacion. Como no existian entonces jaulas apropiadas en que estudiarlas, McCollum
tuvo que pedir la ayuda de un carpintero. Pero no crean que la inversion de McCollum se
debfa a la ausencia de fondos de las Escuelas de Agricultura: concretamente la Universidad
de Wisconsin obtuvo afios més tarde un gran capital por la patente del método de irradiacion
de la leche para enriquecerla en provitamina D.

Pero Warburg, Meyerhof y McCollum no fueron figuras aisladas. La ciencia que durante el siglo
xvill floreciera en Francia, habia cedido la primacia a Alemania, especialmente en Quimica, durante los
siglos XIX y comienzos del XX. La tragedia de la guerra civil espafiola y la segunda guerra mundial, llevarian
a muchos cientificos europeos, especialmente judios, a los Estados Unidos, donde, junto a las eminentes
figuras de aquel pais, constituirian en los afios cuarenta y principios de los cincuenta del siglo XX la masa
critica necesaria para crear lo que se ha dado en llamar “La Gran Ciencia”.

Personajes como el fisiélogo hingaro Albert Szent-Gyorgyi (1893-1986), llegaron desde Europa
huyendo de la opresion y la guerra, y se encontraron el ambiente perfecto para desarrollar sus estudios.
Szent-Gydrgyi estaba interesado en la quimica de la respiracion celular. En 1927 identificé la vitamina C,
a la que llamd acido ascorbico por su capacidad de prevenir el escorbuto. Estos hallazgos le llevaron a
conseguir el Premio Nobel de Medicina en 1937; el mismo afio en que se dio el Premio Nobel de Quimica
a Haworth y Karrer por sus trabajos sobre las estructuras de diversas vitaminas. Pero Szent-Gyérgyi seguia
interesado en los procesos metabdlicos intracelulares. Llegé asf al entendimiento de la oxidacion de los
carbohidratos, al estudiar la catélisis del cido fumérico.

Este estudio le introdujo en los ciclos metabdlicos, empezando por el ciclo del dcido citrico descubierto
por Hans Krebs (6) que completara afios mas tarde Severo Ochoa con el aislamiento de la enzima condensante.
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Es importante sefialar que en la primera mitad del siglo xx no existian ayudas econémicas a la
investigacion cientifica, ni siquiera las grandes subvenciones de los Institutos Nacionales de la Salud, que
empezaron hacia principios de los afios 50y, por tanto, el nimero de personas y los grupos de investigacion
en bioguimica eran muy pequefios. Generalmente cada investigador se encargaba por si mismo de todo,
desde limpiar el material del laboratorio, hasta de disefiar el experimento en su conjunto. Los investigado-
res debfan ser personas con una gran habilidad manual, limpias y muy cuidadosas, dado el uso corriente
de técnicas altamente sofisticadas como la ya mencionada de manometria de Otto Warburg, muy utilizadas
para mantener tejidos respirando a fin de estudiar su nivel de captacién de oxigeno o la eliminacion de
CO,, las técnicas de tincion tisulares o las de purificacion de proteinas y su cristalizacion. Por entonces,
se requeria frecuentemente de cada cientifico la sintesis o aislamiento de muchos de los reactivos que
necesitaban, puesto que la mayoria de ellos no se podian obtener comercialmente. Esto tenfa ventajas e
inconvenientes. Una de las ventajas es que asi aprendias, a la fuerza, quimica en el banco de ensayo y
también conocias con absoluta certeza el grado de pureza de tus compuestos, lo que no sucede ahora. Por
eso, no puedo evitar el contar una anécdota deliciosa y es que cuando Dan Broida, que habfa ganado bas-
tante dinero vendiendo sacarina durante la Segunda Guerra Mundial, fue en el 49-50 a ver al joven Arthur
Kornberg, que acababa de ser nombrado Jefe del Departamento de Microbiologia en la famosa Universi-
dad de Washington, en San Luis, le pregunt6 qué le parecia la idea de hacer una compafiia dedicada a la
produccion de productos bioguimicos. Arthur le dijo que era la tonteria méas grande que habia ofdo, puesto
que él, en un dia de trabajo y con un conejo, era capaz de obtener suficiente ATP para todo el afio. Broida no
le hizo caso y asi se formd la compafifa quimica Sigma que pasé de producir Gnicamente sacarina a ser la
empresa que, como los bioquimicos y bidlogos moleculares saben, abastece de reactivos a la mayor parte
de laboratorios de todo el mundo, hasta el punto de que, si cerrase, los investigadores lo pasarian muy mal
y muchos deberian abandonar sus lineas de trabajo. Afios més tarde, el muy inteligente Arthur Kornberg ya
advertia a sus estudiantes y colaboradores de los peligros de los llamados kits comerciales, para cuando
no funciona algo, y también él fue una persona muy importante en la creacién de la compafia DNX.

Otros avances técnicos para el desarrollo de la bioguimica fueron los homogenados celulares,
que permitieron reemplazar a los cortes de tejido; la utilizacién de is6topos radiactivos, particularmente
el Carbono 14; y el empleo de métodos cromatograficos para la identificacion y purificacion de muchas
sustancias.

Quiza la introduccién de la penicilina en el tratamiento de las infecciones en los afios treinta v,
especialmente, su empleo durante la segunda guerra mundial, supusiera un salto radical en la percepcin
de la ciencia por la sociedad.

Fleming, Chain y Florey consiguieron en 1945 el Premio Nobel de Medicina por el descubrimiento
de la penicilina. Pero, sobre todo, la sociedad entendi6 que la ciencia tenia un objetivo y que podia ser (til
para el conjunto de la humanidad, no sélo para el entretenimiento de unas clases “ociosas”. Quizd eso
explique la creacion de las ayudas estatales a la investigacion.

Curiosamente este rapido desarrollo de la bioquimica, a finales de los 40 y 50, condujo pocos afios
después al inicio del desarrollo de la biologia molecular.

En este desarrollo es fundamental el estudio de la estructura tridimensional de las moléculas, v,
atn hoy, un laboratorio brilla en este campo con luz propia: el laboratorio de Cavendish, en la Universidad
de Cambridge. Pero la historia del material genético comienza mucho antes.
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Figura 4. Placa conmemorativa colocada en la entrada del Laboratorio de Cavendish en la Universidad de Cambridge

Obviaré los estudios de genética realizados por Mendel, por su profunda divulgacion social, e in-
cluso mencionaré sélo de pasada los trabajos de Augustin Sageret, quien, segun afirma el Dr. Enrique Cer-
da, fue quien propuso en 1826 que la informaci6n genética se almacenaba en unidades independientes.

Supongo que los expertos en genética podran citar un largo listado de excelentes investigadores,
pero, para los bioquimicos, es indiscutible la importancia del trabajo de Oswald Avery, investigador del
Instituto Rockefeller, que demostrd a lo largo de varios trabajos publicados entre 1944y 1946 (7, 8, 9y 10)
que el “principio transformante” es el &cido desoxiribonucleico, el ADN. El descubrimiento de Avery y sus
colaboradores, que detalla la figura 5, fue crucial: en 1944, Oswald Avery, Colin McLeod y Maclyn McCarty,
fraccionaron el extracto celular de neumococos “S” muertos y agregaron cada uno de estos componentes
a cultivos de neumococos “R”. Ellos observaron, que el fenémeno de transformacion sélo se presentaba
cuando a los neumococos “R” le agregaban la fraccion de ADN de los neumococos “S”; esto los llevé a
concluir que el principio transformador descubierto por Griffith era el ADN y por lo tanto, el ADN es el
material que contiene la informacion que se hereda. La identificacion del ADN como portador de
la informacion genética lo convirti6 en el centro de las investigaciones de la segunda mitad del siglo XX,
indispensable para entender a los seres vivos, y fundamento de muchas aplicaciones practicas que se
desarrollaran a lo largo del siglo XXI.

Pero volviendo a la bioquimica, la biologia molecular, y las estructuras tridimensionales de las
moléculas, es necesario mencionar al bioquimico exiliado Erwin Chargaff, descubridor de la estructura pri-
maria del ADN, es decir, que establecié que éste era una larga cadena en que se alternaban cuatro bases
nucledtidas distintas, y que éstas se hallaban en proporciones idénticas dos a dos, los llamados pares de
bases. También demostrd que la proporcion de las bases purinicas coincide con la de bases pirimidinicas,
aunque puede tener diferentes valores segin la especie estudiada (esto contrastaba con la idea de PH.
Lavin, quien fue profesor de mi primer maestro, D. José Garcia-Blanco, de que los cidos nucleicos eran



una repeticion monétona de un tetranucledtido). También confirmé que el ADN no cambia con la nutricion
ni el envejecimiento (11 12). De la misma forma que esta bien establecida la influencia de los trabajos de
Avery en las investigaciones de Chargaff, parece claro que los comentarios que éste hizo a Watson y Crick
durante una comida en mayo del 52, ayudaron a los cientificos a fijar la estructura.
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Figura 5. Esquema de las deducciones del experimento en que Se determinaba la importancia del ADN como almacén de la herencia
genética
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Al igual que lo hicieran las fotografias realizadas por la cristalgrafa britanica Rosalind Franklin
del ADN hidratado, que Watson consiguié para que Crick las estudiara de forma poco ortodoxa, segin
confes6 él mismo. Franklin escribié en sus notas de laboratorio que los grupos fosfato se encontraban en el
exterior de la molécula y que le parecia que debian formarlo dos cadenas. En realidad, la idea de la hélice
Alfa ya habia sido expuesta por Linnus Pauling en las proteinas. (13)

Figura 6. Fotografia de difraccion de rayos X tomada en 1952 por Rosalind Franklin en que se muestra la forma B de! ADN. Esta
es la primera imagen que indujo a pensar que se trataba de una estructura helicoidal

En el laboratorio de John Randall, donde trabajaba Rosalind Franklin, habia otro brillante cristalé-
grafo: Maurice Wilkins, quien proporcioné las fotografias de sus experimentos a Watson y Crick. Los dos
dltimos publicaron en 1953 el articulo que mds impacto ha tenido en el siglo XX. (14) Por cierto, el modelo
del ADN, que segin Dalf puede rivalizar con la Mona Lisa, fue en realidad dibujado por Qdile Crick, la mujer
de Francis, y se publicé como tal en el cortfsimo trabajo inicial de Watson y Crick aparecido en Nature en
1953.

En 1962 Crick, Watson y Wilkins recibieron el Premio Nobel por la estructura de la doble hélice,
que rapidamente se introdujo en la cultura popular y el arte. Franklin habia muerto para entonces.

El Prof. Severo Ochoa, con su interés y conocimientos bioquimicos, descubrié la sintesis de un
acido nucleico en el tubo de ensayo. (15) Ochoa siempre estuvo interesado en la fosforilacién oxidativa,
incluso durante la segunda Guerra Mundial, cuando trabajé en el laboratorio de los Cori en Sant Louis, que
estudiaban el metabolismo de los aziicares y el efecto de las hormonas en el mismo.

Ochoa trabajé en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos de Krebs, donde aisl6 la enzima responsable
de la oxidacion del 4cido pirdvico, completando el ciclo que Krebs descubriera en 1932. En 1954 Ochoa
descubrid la polinucleétido fosforilasa, capaz de sintetizar ARN in Vitro (16). Apenas un afio después, pu-
blicaba en JBC el método para aislar del E. colila hoy denominada ARN-polimerasa. (17)

Uno de sus discipulos, Arthur Kornberg, demostrd que también el ADN se sintetiza por una poli-
merasa (18). Kornberg contaba que los experimentos iniciales los realizé su esposa Silvia. Por el descubri-
miento de las polimerasas en la sintesis de los &cidos nucleicos, Ochoa y Kornberg recibieron el Premio
Nobel de Fisiologia en 1959.

El laboratorio de Marshall Nirenberg comenz6 a utilizar la polinucleétido fosforilasa para producir
polinucledtidos sintéticos, la relacién de su secuencia con la unién de diversos aminodcidos, condujo a
descifrar el cédigo genético (19), en que Severo Ochoa desempefi6 una parte importante.



Figura 7. Dibujo de la doble hélice aparecido en el nimero de Nature de 1953

Severo Ochoa continud con los mecanismos de reproduccion de los virus ARN por una parte, y con
los mecanismos de sintesis de proteinas por otra, donde descubrié los factores que inician la traduccion
de la proteina.

Desde los afios 50-60, cuando se descubren la mayor parte de los ciclos metahélicos, la bioquimi-
ca ha avanzado no s6lo metodoldgicamente.

Posiblemente, fui uno de los primeros en detectar la imbricacién cada vez mas profunda entre la
bioguimica y la biologia molecular; asf, que cuando llegué en 1962 a Jefe de Departamento de bioquimica
en la Universidad de Kansas, propuse que el nombre del Departamento fuera de bioguimica y biologia mo-
lecular, ain a costa de las criticas de grandes bioquimicos tales como E. Racker que llamaba a los biélogos
moleculares “bioquimicos sin carnég”.

Sin embargo, como mi viejo amigo Edmond Fischer, he mantenido una pasién por la enzimologia
estudiando los mecanismos de regulacion de las enzimas, la forma en que se activan e inhiben y la impor-
tancia de algo que descubri trabajando en el primer paso del ciclo de la urea: la actividad enzimatica de
algunas proteinas, que actdan de reguladoras, depende de la unién reversible de moléculas que las activan
porque, al unirse cambian su conformacién, es decir, los grupos que tienen expuestos para reaccionar (20).
Monod lo denominé el alosterismo proteico.

Naturalmente, como bioquimico cada vez mas interesado en los avances de la medicina molecu-
lary, por mi participacion en las primeras y profundas reuniones del Genoma Humano realizadas en Espafa
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desde el afio 1988, he tenido la suerte de conocer a muchos lideres de esta area. Y, como todos, he visto el
desarrollo convulso de la ciencia desdecir a los maestros. Edward Tatum y George Beadle, ambos Premio
Nobel de Fisiologia en 1958 junto a Lederberg por sus descubrimientos del control genético de los ciclos
metabélicos, postularon el dogma de |a biologia molecular: un gen, una proteina. Francis Crick afiadié que
s6lo el ADN puede reproducirse y transmitir informacién a la descendencia. Ambas ideas permitieron un
rapido avance de la ciencia, pero sus discipulos las han demostrado falsas.

(a)

Figura 8. Estructuras tridimensionales de dos enzimas de restriccion representadas como lineas curvas. a) es Pvull DNA,
con un fragmento de ADN en su sitio catalitico representado por medio de las lineas rectas. b) es EcoRv DNA, también
con un fragmento de ADN en su sitio catalitico

Los microbidlogos Arber, Nathans y Smith descubrieron la existencia de las enzimas de restric-
cion. Ellas han sido la herramienta que ha permitido el estudio de los genes y su comparacién (21 22). Uno
de los asistentes a las charlas de Nathans, Richard Roberts, se sinti¢ tentado por esas enzimas y descubri6
el ensamblado alternativo de los genes: los genes estan compuestos de diferentes porciones y, cuando
se transcriben a ARN, pueden dar lugar, segin qué fragmentos se transcriban y empalmen, a diferentes
proteinas (23 y 24). Fred Sanger y Walter Gilbert habian descubierto métodos para secuenciar el ADN (25)
que han permitido un mas rapido avance de la biologia molecular.

De nuevo el estudio de las enfermedades infecciosas dio un vuelco a los dogmas establecidos,
cuando Prusiner describi6 el agente causante de patologias neurodegenerativas infecciosas en cerebros
de mamiferos: unas protefnas capaces de infectar las neuronas y replicarse en su interior en ausencia de
acidos nucleicos, los priones. (26)

Y, Mellow y Fire encuentran que, en gusanos y plantas, el ARN mensajero puede transformarse e
interferir la expresion de las proteinas (27). Es el comienzo de una nueva linea de investigacién plagada de
Premios Nobel: el ARN de interferencia. (28)

En medicina, desde los afios setenta parece esperarse una revolucion, que, en casos como el de la
terapia génica, de la que esperabamos mucho, todavia se ha avanzado muy poco — no obstante, personal-



mente, creo que con el tiempo se avanzard —. También el prometedor descubrimiento de que los individuos
adultos de diferentes especies, incluidos los humanos, disponemos, ademéas de en nuestras génadas en
la mayor parte de los tejidos de células totipotentes, las llamadas células madre, que en el imaginario
popular han sustituido a los magicos ungiientos de los vendedores ambulantes como panacea universal.
James Thomson, el primero que aisl6 las células madre embrionarias humanas (29) en la Universidad de
Wisconsin, mostraba su preocupacion ante tan altas expectativas al afirmar: “espero que no se diga en
poco tiempo lo mismo que se dijo de |a terapia génica”.
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Figura 9. Ensamblado alternativo: en un gen siempre se descartan los intrones y e respeta el orden en que se transcriben los exo-
nes al ARN mensajero, pero no todos los exones son copiados, y esto genera diferentes proteinas de la transcripcién de un gen

Figura 10. Corte de cerebral de un enfermo de Creutzfeldt-Jakob. Los espacios blancos son las caracteristicas lesiones espongi-
formes que origina el prién
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Figura 12. Craig Venter a bordo del Sorcerer I/




El Presidente Obama ha dado luz verde al uso de fondos federales para el estudio y uso de células ma-
dre. Para los interesados en medicina regenerativa, recomiendo el monogréfico de Mayo del 2008 de NATURE:
“Regenerative Medicine”. Las posibilidades terapéuticas de estas dos técnicas conjuntas son delirantes.

En el momento en que los cientificos seamos capaces de controlar la diferenciacion celular para

reestructurar tejidos dafiados y de incorporar en las células los genes de los que son deficitarias, estaremos
en condiciones de realizar “curaciones biblicas”. Y o mismo ocurre con las posibilidades diagnésticas.

La segunda reunién sobre el Genoma Humano, celebrada en Valencia en 1990, se centrd en la
ética, dando lugar a la Il Declaracién de Valencia; fue patrocinada por la entonces recién creada Fundacion
BBV, que se ocupaba de la ciencia de una forma ejemplar, y contd con la presencia de Craig Venter, al que
invité a participar como miembro de su Patronato, como recuerda él mismo en su libro “Life Decoded. My
Genome: My Life”. Por entonces Venter ya empezaba a destacar por sus estudios del genoma virico. En
Bilbao, en 1993, durante la tercera reunién del Genoma Humano, Venter conocié a Hamilton Smith, Premio
Nobel por el descubrimiento de los enzimas de restriccion, la herramienta que ha permitido dividir la larga
molécula de ADN en fragmentos adecuados para su andlisis. Durante una cena, Venter convenci6 al doctor
Smith de las posibilidades comerciales de los descubrimientos del Genoma Humano, a las que nadie ha-
biamos hecho mucho caso. Ya habia problemas sobre su proyecto de generar patentes antes de que lograra
la primera secuencia completa del genoma humano. Por todo ello, no es de extrafiar que Craig Venter nos
hablara en dicha reunién en Bilbao, sobre “La rentabilidad de patentar los descubrimientos genéticos”.
Venter fue tan convincente que Hamilton Smith dej6 su Catedra en la Universidad Johns Hopkins y se fue
a trabajar con él al Instituto de Ciencias Genémicas que Venter habia creado en el 92 y, desde entonces,
siguen trabajando juntos. Asi, apenas cinco afios después de la reunion de Bilbao, se cred Celera con el
objeto de realizar el primer mapa completo del genoma humano.

La fama de Craig Venter se debe a su desarrollo de tecnologias importantisimas para secuenciar
rapidamente el genoma, como la llamada identificacién de secuencias diana. Muy simpatico y claramente
“inconformista”, no se lleva bien con otros cientificos, incluyendo al también iconoclasta James Watson,
quien dijo que lo que Venter hacia con dicha técnica “lo podia hacer un mono”. Venter no lo ha olvidado. Su
creatividad, diligencia y originalidad en la secuenciacion, le llevaron a publicar en el afio 2003 en la revista
Science la primera secuencia del genoma humano (30).

Las nueva tecnologias, como el High throughput DNA sequencing, han abaratado mucho los cos-
tes y permiten realizar las secuencias con una increfble rapidez (31 y 32). La consecucion de la tecnologia
necesaria para obtener la secuencia del Genoma de cada individuo por unos mil délares, permitira un gran
avance a la medicina en areas como las “enfermedades raras”, o la medicina predictiva o personalizada.

Una de las nuevas propuestas de Craig Venter es el trasplante gendmico (33): el genoma de una
bacteria es sustituido por el de otra, con lo que una especie se transforma en otra especie bacteriana
resultando en nuevas células que tienen el genotipo y el fenotipo dictado por el genoma introducido. Lo
més importante a distinguir en este aspecto de trasplantes es que el genoma del receptor es enteramente
reemplazado por el genoma del donante y no hay recombinacién entre los cromosomas de uno y de otro.

En mi opinidn, los dos aspectos mas importantes del reciente trabajo de Venter — que empezd como
hioquimico vy sigue siendo basicamente un bioguimico —, incluso por encima de la secuenciacion del genoma
humano, son a) la identificacién de mas de 60.000 nuevos genes y b) la sintesis de un genoma en el laboratorio.

En efecto, con los afios, Craig Venter se ha dedicado a recorrer los mares en su yate Sorcerer I,
analizando genomas de bacterias con el objetivo de conseguir nuevos recursos, especialmente energéticos
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(34). Con sus proyectos de metagendmica utilizando su famosa tecnologfa de la escopeta — shotgun—ha
obtenido datos de méas de seis millones de proteinas y, sobre todo, el gran interés es la posible obtencion
de bacterias capaces de producir energia, especialmente a partir de la induccion de la sintesis de hidroge-
no, derivado de la fijacién de Anhidrido Carbénico y la luz solar.

Craig Venter estudiard el Mediterraneo desde finales del 2009, tal como acordamos durante su
visita a Valencia del pasado mes de mayo.

Venter acaba de anunciar, como ya he mencionado, la sintesis del genoma de un ser vivo, el de la
bacteria Mycoplasma laboratorium, (35) el primer paso para crear vida en el laboratorio, lo que provocara
no sélo importantes avances cientificos sino también grandes discusiones éticas y filoséficas.

Como he tenido la fortuna de identificar y cristalizar varios enzimas, puedo decirles que, segin
los datos de la biologia evolutiva, las enzimas han evolucionado Gnicamente para acelerar reacciones bio-
l6gicas bajo un escaso nimero de condiciones que son compatibles con la vida. Dos articulos diferentes
de un mismo grupo, por Rohtlisberger et al. (36) y en Science por Jiang et al. (37), muestran cémo estas
limitaciones se pueden vencer. Dichos articulos describen un método para disefiar enzimas que catalicen
reacciones no — naturales, demostrando su utilizacion en dos reacciones quimicas distintas.

Las enzimas trabajan disminuyendo la energia de activacion de las reacciones, especificamente
mediante el confinamiento de los sustratos en sitios de unién que disminuyen la energia de activacion.

Asimismo, protegen a las sustancias reaccionantes de tal forma que se previene cualquier re-
accion secundaria. La idea que sirve de base para disefiar una enzima es simple — modelar el estado de
fransicion para una reaccion, estabilizarla rodeandola cuidadosamente con grupos quimicos, insertar el
centro activo resultante dentro de una proteina existente, alterando la secuencia de aminoacidos de la
proteina para alojar los cambios. Sin embargo, en la practica, se trata de un proceso complicado. Para
un principiante, construir un modelo lo suficientemente exacto requiere un conocimiento detallado de los
mecanismos de reaccién, conocimiento del que no siempre se dispone. Ademés, la modelizacién de los
estados de transicion requiere de complejos célculos mecanico-cuanticos que con frecuencia exceden de
nuestras capacidades de computacion.

El disefio de enzimas esta todavia lejos de la tasa de mejora de reaccion de las enzimas naturales,
que se fija en torno a las 10,000 millones de veces mayor que aquellas enzimas artificiales descritas. Ade-
mas, las reacciones que se han escogido son, todavia, relativamente objetivos faciles.

Sabemos bastante de las proteinas que se encuentran en cantidades medibles y aislables pero
muy poco de las proteinas que existen en cantidades muy pequefias, ni tampoco de sus muchas interrela-
ciones. Ademas, después de los importantes avances en el tercio medio del siglo pasado, existe un olvido
casi absoluto de vitaminas y cofactores que sin duda existen en muchos tejidos. Como descubridor, por
casualidad, de uno de estos cofactores importantes, el acetilglutdmico, pienso que debe haber muchos
maés todavia desconocidos.

Otro campo en el que el descubrimiento de nuevas protefnas esta siendo decisivo, es el del enve-
jecimiento. La aparicién de conceptos como el de “degradoma” (38) como conjunto de proteasas que man-
tienen la actividad celular correcta, o la importancia de las proteinas de membrana y las proteinas carabina
del ntcleo celular en el envejecimiento, junto a la afamada telomerasa, pueden suponer un primer paso en
el entendimiento de por qué envejecemos y, espero que en breve plazo, en el desarrollo de mecanismos de
prevencion. Me complace recordar que existen grupos espafioles de muy reconocido prestigio internacio-
nal en estos temas, como los liderados por Maria Blasco y Carlos Lépez Otin, ambos Premio Rey Jaime I.



Carlos Lopez Otin, interesado en las funciones de las metaloproteasas, ha encontrado numerosas
relaciones entre diversas proteinas y el envejecimiento celular. Y, Gltimamente, algunos mecanismos por
los que el envejecimiento parece dificultar que las células adquieran capacidad de proliferacion indefinida.
En cierta medida, Lépez Otin esta descubriendo las vias de regulacién genética de la actividad proteica, el
equivalente a las vias metabdlicas con las que Krebs revoluciond la bioguimica. (39)

Y de nuevo Cambridge y sus magnificos laboratorios de estructura tridimensional de moléculas
pueden revolucionar la ciencia: Aaron Klug, formado en el mismo laboratorio Cavendish en que se descu-
brié la estructura de la doble hélice, esta analizando las funciones de las proteinas carabinas de la cro-
matina con estructuras en dedos de zinc. Sus Gltimos experimentos le han llevado a bloguear la expresion
de algunos genes de células eucariotas con nucleasas con estructuras en dedos de zinc modificadas en el
laboratorio (40).

Desde hace aproximadamente unos 4 afios, hay un gran interés en la biologfa sintética y la pro-
duccién de nuevos productos quimicos y energéticos, por medio de la utilizacién de bacterias modificadas
por ingenieria genética. En un articulo de Nature (41), Paul Berg recordaba los comienzos de la ingenieria
genética, cuando los lideres de aquella época en esta area se reunieron en Asilomar y se abordaron los po-
sibles riesgos tanto medioambientales como de salud. Entonces, afortunadamente, se vio que no existian
los problemas que en un principio se temian.

Drew Endy, responsable del Grupo de Biologia Sintética del Massachussets Institute of Techno-
logy, ha puesto de manifiesto que su grupo esta trabajando con fragmentos de ADN, intentando disefiar
y construir nuevos sistemas in vivo conocido como proyecto alfa. (40 y 41) Afortunadamente, los jévenes
espafioles estan desarrollando un importante trabajo en este campo, como el grupo multidisciplinar de la
Universidad Politécnica de Valencia, la Universidad de Valencia y el proyecto ingenio Mathematica i-Math,
que ha participado cuatro veces en las competiciones anuales iGEM desarrolladas en el MIT.

Por todo este avance, quiza, se hace necesario otro Asilomar, porque no podemos renunciar al
conocimiento, siempre que se desarrolle desde el respeto a la vida y a la humanidad.
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Una parte importante de la sociedad y de los medios de comunicacién estan convencidos de que la
mejora genética o transformacion genética de las plantas cultivadas es un proceso reciente que se realiza
mediante la utilizacion de la biotecnologia, particularmente mediante técnicas de ingenierfa genética. Sin
embargo, esta idea esta totalmente alejada de la realidad ya que este proceso se ha producido de forma
ininterrumpida desde el inicio de la agricultura hace unos 10.000 afios. Lo que es cierto es que durante este
periodo la mejora ha tenido distintas fases y los actores encargados de la misma han ido cambiando. Los
primeros “mejoradores” fueron los recolectores-cazadores que realizaron la domesticacion de especies
silvestres e iniciaron la agricultura. Posteriormente los agricultores sometieron a las plantas a un proceso
de seleccion empirica durante varios milenios creando las variedades locales. Los descubrimientos sobre
la hibridacion, la herencia y la genética hacen que los cientificos tomen el relevo en la mejora de las plan-
tas, timidamente durante el siglo XIX y de forma generalizada durante el siglo XX creando las variedades de
alto rendimiento mas resistentes a plagas y enfermedades. Los desarrollos biotecnoldgicos de la segunda
mitad del siglo XX incorporaron una nueva pléyade de cientificos en diversas disciplinas al proceso de me-
jora genética de las plantas cultivadas con nuevas estrategias que abren horizontes insospechados en el
desarrollo de la agricultura, especialmente con la irrupcién de las plantas transgénicas. La domesticacién
de las especies y su mejora a través de las distintas fases constituyen un proceso evolutivo totalmente
artificial desde sus origenes que nunca hubiese sucedido de forma espontanea en la naturaleza (Garcia
Olmedo, 1998).

La domesticacion de las plantas cultivadas

La especie humana pasé unos dos millones de afios alimentandose de la recoleccion de plantas
silvestres y de la caza, hasta que hace tan solo unos 10.000 afios inici6 la domesticacion de distintas es-
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pecies vegetales y con ella la agricultura, que probablemente es la revolucion tecnol6gica mas importante
de la historia de la humanidad. No se conacen las causas de este cambio tan radical del sistema de vida.
De los datos arqueolégicos y del estudio de tribus primitivas que han permanecido aisladas hasta tiempos
recientes se deduce que los recolectores-cazadores tenian una dieta muy variada y se alimentaban de
centenares de plantas, aunque probablemente unas pocas de ellas constituian el sustento principal en
cada una de las distintitas zonas geograficas habitadas. Debian tener un conocimiento detallado sobre la
botanica de las planas de su habitat. Ademéas debieron desarrollar procedimientos basados en el fuego y
la maceracion para eliminar o disminuir la toxicidad de muchas de ellas, lo que les permitia aumentar el
alimento disponible. Los datos existentes parecen indicar que el tiempo que necesitaban para buscarse
el sustento no debia ser superior a unas cuatro horas diarias, lo que no representa un gran esfuerzo. La
poblacién de cada zona probablemente estaba controlada por la cantidad de alimentos disponibles, por
lo que en circunstancias normales la escasez de alimentos no debi6 ser un desencadenante para el inicio
de la agricultura, que ademas se realizd de forma independiente en distintas zonas del planeta. Se puede
especular que grandes cambios climéaticos redujeron la cantidad de alimentos disponibles, lo que indujo
a nuestros antepasados a realizar algo tan trascendente como recolectar semillas de plantas silvestres
de las que se alimentaban habitualmente, sembrarlas en un campo preparado, cuidarlas y protegerlas y
recoger la cosecha para alimentarse guardando una parte de la semilla para repetir el ciclo.

El simple hecho de sembrar semillas de una especie silvestre supone cambios muy importantes
en su ambiente natural. Las semillas se siembran a mas profundidad en un suelo mas mullido, lo que le da
mas proteccion y facilita la germinacién. La planta probablemente tiene mas agua disponible y no tiene
la competencia de otras plantas que se eliminan. La simple adaptacidn a las condiciones de cultivo causa
modificaciones genéticas y consecuentemente cambios en la informacién hereditaria.

En el proceso de domesticacion el hombre indujo modificaciones genéticas de gran importancia
que cambiaron totalmente el comportamiento y caracteristicas de las plantas en distintos aspectos. Por
ejemplo, en las especies silvestres hay una gran variabilidad en la época de maduracion con la finalidad
de que existan semillas maduras en un periodo prolongado de tiempo que faciliten la supervivencia de la
especie ante condiciones adversas. Cuando se cultivan estas especies se produce la misma variabilidad,
pero la recoleccion se realiza en una época determinada en la que hay plantas cuyas semillas no han ma-
durado y no se recolectan y otras que han madurado con anterioridad y cuyas semillas se han diseminado.
Esto implica que de la poblacion inicial solo se recolectan las plantas que maduran en la época de recolec-
cion. Una parte de la semilla recolectada se dedica a alimentacion y otra se siembra para la cosecha del
afio siguiente. Este ciclo se repite en afios sucesivos ejerciendo una fuerte presion de seleccion sobre la
poblacion primitiva hasta que se consiguen poblaciones cada vez mas homogéneas que maduran de forma
sincronica.

Algo parecido se repitid con la dehiscencia de los frutos de las espigas. En las especies silvestres
los frutos se desprenden y se dispersan en el momento de la maduracién para favorecer le supervivencia
de las mismas, lo que es un desastre para la agricultura, ya que en el momento de la recoleccion los gra-
nos estarian dispersos en el suelo en vez de en las espigas. Durante la domesticacion se seleccionaron de
forma generalizada poblaciones con frutos indehiscentes, que favorecen la agricultura pero dificultan la
supervivencia natural de las especies.

Los caracteres que se modificaron de forma general durante la domesticacion, denominada selec-
cién automatica, fueron la maduracion sincrénica, la formacion de frutos o infrutescencias indehiscentes,
la perdida del periodo de latencia de las semillas, el aumento del tamafio de las inflorescencias, el aumen-



to (trigo, cebada) o la disminucién (maiz, girasol) del ndmero de inflorescencias, el aumento del tamafio de
las semillas (Cubero, 2003).

Un aspecto muy interesante es el estudio del lugar de domesticacién de las plantas cultivadas.
Este tema no se aborda hasta la mitad del siglo XIX. Darwin fue el precursor de estos estudios y en su obra
“El origen de las especies” describe la seleccion artificial en plantas y animales realizada por agricultores
y ganaderos y posteriormente especulé con el posible origen a partir de especies silvestres. El botanico
Alfonso De Candolle, contemporaneo de Darwin, escribié por primera vez un tratado sobre el tema titu-
lado “El origen de las plantas cultivadas”, publicado en 1882. En sus estudios utilizé datos boténicos,
arqueoldgicos, histéricos y etnograficos para determinar las zonas de origen de las plantas cultivadas. El
ruso Nikolai Vavilov realizé extensisimos estudios sobre el origen de las plantas cultivadas basandose en
criterios fitogeograficos y al servicio de la mejora vegetal, creando el concepto de Centros de Origen de
cada especie cultivada y proponiendo siete centros de origen de las especies cultivadas: China, Sudeste
asiatico, Sudoeste asiatico (creciente fértil), el Mediterraneo, Etiopfa, Mejico y los Andes (Vavilov, 1926).
Estos estudios pioneros se han completado posteriormente con utilizacion de técnicas genéticas, de bio-
logia molecular y genémicas, que son herramientas muy poderosas para explicar la domesticacion vy la
evolucion de las plantas cultivadas (Burger et al., 2008). La mayoria de los Centros de Origen no son tan
localizados y concretos como se crefa y se ha creado el concepto de Centros de Origen Difusos, ya que hay
evidencias de que la domesticacion de algunas especies se realizé de forma simultanea e independiente
en distintas zonas préximas. Actualmente se considera que el nimero de especies domesticadas en cada
zona responde esencialmente a las necesidades y la actividad humana, mas que a la riqueza de especies
de potencial interés agricola.

Los numerosos estudios recientes sobre diversos aspectos de la domesticacién estan dando resul-
tados muy interesantes (Burger et al., 2008). Una de las preguntas sin respuesta concreta es el periodo que
cada especie necesitd para su domesticacion. Tradicionalmente se habia considerado que el proceso habia
sido extraordinariamente lento durante milenios, pero diversos estudios sugieren que en algunas especies,
como el maiz, el proceso se llevé a cabo en apenas unos pocos centenares de afios. También se estan
identificando genes relacionados con la domesticacion y curiosamente se estan encontrando genes equi-
valentes en distintas especies que han tenido un papel fundamental en la misma (Paterson et al., 1995).

Como ejemplo se puede citar el caso del maiz. Gracias a la integracién de diversas metodologfas,
desde la arqueologia y la paleontologia a la biologia molecular, es la especie de la que mejor se conoce el
proceso de domesticacién (Matsuoka et al., 2002; Piperno et al, 2009). Tuvo lugar hace 9.000 afios a partir
de la especie silvestre teosinte en el valle del rio Balsas en México (Figura 1).

Desde que se inicid la domesticacion se produjo una continua evolucion artificial de las especies
cultivadas para adaptarlas a las necesidades de la agricultura, que generalmente fue en direccion distinta
de la evolucién natural que favorece su supervivencia en condiciones naturales. Las modificaciones gené-
ticas que se realizaron en esta época fueron muy superiores a las producidas en los milenios posteriores
cuando se seleccionaron numerosas variedades a partir de las poblaciones iniciales. La perdida de diversi-
dad genética también fue muy superior en el proceso de domesticacion.

Seleccion de variedades locales

La agricultura se establecié como actividad permanente después de la domesticacion y aparecié
la figura del agricultor, que es clave en la evolucion de las especies cultivadas. La agricultura se fue exten-
diendo paulatinamente y de forma lenta en nuevos territorios fundamentalmente como consecuencia de
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la presion demogréfica, difundiendo simultaneamente las especies domesticadas. Las grandes conquistas
aceleraron la expansion de las especies a nuevos territorios, ya que los pueblos llevaban consigo su mas
valiosa tecnologia, que era el conocimiento del cultivo de las plantas para producir alimentos. La difusién
de las especies se aceleré enormemente con los grandes viajes de exploracién, fundamentalmente a partir
del siglo Xv, ya que sisteméaticamente se transportaban semillas y plantas entre zonas muy alejadas. De
esta forma las especies salieron de sus centros de origen para implantarse en todos los territorios que
tenian condiciones adecuadas para su cultivo.

En este periodo de varios milenios los agricultores sembraban semillas de las distintas especies
y de la cosecha obtenida reservaban una parte de las semillas para cultivo del afio siguiente, que ademas
pasaban de generacion en generacion. Durante el cultivo se produce una variacién continua como con-
secuencia de la recombinacion de genomas por cruzamientos sexuales espontaneos y por mutacion de
genes. En consecuencia en cualquier campo aparecerian individuos distintos que el agricultor seleccionaba
para cultivar el afio siguiente en base a sus propios criterios que debfan estar relacionados con los gustos
de la poblacién y por la adaptacién a los distintos ambientes. Al cabo de los afos los caracteres se fijan
formando plantaciones de plantas bastante homogéneas, es decir, se han creado las variedades locales.
Este tipo de mejora o seleccion artificial continua realizada por millones de agricultores en el mundo, lla-
mada seleccién masal, dio lugar a las innumerables variedades locales de las distintas especies (Figura 1).
Aunque el fenotipo de estas variedades sea bastante diverso, en realidad la variabilidad genética de las
variedades locales es muy inferior a la de las especies silvestres originales, ya que se originan a partir de
poblaciones mucho mas homogéneas.

En la actualidad la seleccién de sus propias semillas por los agricultores se produce fundamen-
talmente en la agricultura de subsistencia. No obstante, los agricultores siguen hoy seleccionando nuevas
variedades en algunos cultivos altamente tecnificados. Por ejemplo, en los citricos, que son el principal cul-
tivo frutal del mundo, la mayor parte de las variedades cultivadas se han producido por mutaciones espon-
taneas en campo, que son detectadas e incluso protegidas o patentadas por los agricultores y luego pro-
pagadas por injerto masivamente en modernos viveros. En la figura 2 se muestran como ejemplo diversas
variedades de mandarino clementino producidas por mutacién espontanea en campo y seleccionadas por
los agricultores en funcién del tamafio y época de maduracién. También cabe destacar que las variedades
mads apreciadas son aquellas cuyos frutos no producen semillas, que se cultivan de forma generalizada. Se
da la paradoja que se han seleccionado variedades por métodos considerados “naturales” que no tienen
ninguna posibilidad de sobrevivir en la naturaleza por que no disponen de un sistema de reproduccién. La
agricultura las mantiene mediante métodos de clonacién masiva por injerto. Este ejemplo nos indica una
vez méas que la evolucién de las especies cultivadas se ha realizado de forma totalmente artificial por la
intervencion del hombre muchas veces contra natura.

Las variedades de alto rendimiento

La mejora genética de las especies vegetales toma un nuevo rumbo con los descubrimientos
cientificos iniciados a finales del siglo Xvil que se materializan en el siglo XX con la obtencion generalizada
de variedades de alto rendimiento en la mayoria de las especies cultivadas a gran escala. La hip6tesis de
la reproduccion sexual de las plantas no se plantea hasta finales del siglo xvil y los primeros cruzamientos
para probar esta teorfa se realizan en 1717 entre distintitas variedades de clavel. Kdlreuter (1733-1806)
realiz una gran cantidad de cruzamientos ente variedades de distintas especies para confirmar la sexuali-
dad de las plantas. Las primeras hibridaciones dirigidas a la obtencién de nuevas variedades se realizaron
a finales del siglo Xviil y principios del XIX. En 1985 Mendel hizo pablicos sus descubrimientos sobre la



herencia de caracteres en las plantas. Posteriormente se identifican los cromosomas como sedes de la
informacién genética. A finales del siglo XX la mejora de plantas mediante cruzamientos controlados es
utilizada en diversos paises, e incluso se realizaron los dos primeros Congresos Internacionales Mejora.

Un hecho de gran trascendencia en la mejora genética de plantas fue la creacion de empresas
de produccién de semillas. La primera fue Vilmorin en Francia, que se establecié en 1727. La implantacién
de las empresas de semillas fue muy répida, ya que facilitaban al agricultor semillas de calidad y ademéas
este no tenia que preocuparse de recolectar y conservar sus propias semillas. Inicialmente las empresas
producian semillas de variedades existentes, pero rapidamente iniciaron programas de seleccion y mejora
y de hecho crearon la profesion de “mejorador genético”.

A principios del siglo Xx se “redescubrieron” las leyes de herencia de Mendel, que ademas se
integraron con las teorias de evolucién de Darwing. Se descubri6 la mutagénesis artificial, que permitia
mutar genes y la poliploidia que permitia crear nuevas especies. En otras palabras, se podia imitar a la
naturaleza creando de forma dirigida variabilidad por recombinacion de genomas y mutacién de genes.
Todo ello supuso un gran avance de la genética que se aplica de forma generalizada para la mejora de

variedades y que tiene su punto algido en la llamada revolucion verde con la obtencion de variedades de
alto rendimiento (Figura 1).
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Figura 1. Evolucidn de las variedades de maiz. a) Teosinte o maiz silvestre original; b) variedades locales; c) variedades actuales
de alto rendimiento
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Figura 2. Variedades de mandarino clementino producidas por mutacién espontéanea en campo y seleccionadas por agricultores

Desde las pesimistas predicciones de Malthus (1978) de crecimiento lineal de la produccién de ali-
mentos y exponencial de la poblacion, se estimaba que la produccién de alimentos limitaria de forma dras-
tica el crecimiento de la poblacién mundial y que habria grandes hambrunas a partir de la mitad del siglo
XX. El crecimiento de la demanda de alimentos se cubrié hasta esta época con incrementos de la superficie
cultivada y mejoras en las técnicas agricolas. La necesidad de incrementar los rendimientos agricolas se
abord6 a nivel internacional con la creacién de grandes programas de mejora en los centros auspiciados
por el Grupo Consultivo Internacional para la Investigacion Agricola (CGIAR) para obtener variedades méas
productivas de los principales cultivos que contribuyen a la alimentacion.

En el Centro Internacional de Mejoramiento del Maiz y el Trigo (CIMMYT) en Méjico se inici6 en
1943 un programa de mejora de estas dos especies dirigido por Norman Borlaug con el objetivo de obtener
variedades mas productivas, mas resistentes a plagas y enfermedades y con buen comportamiento agro-
némico en ambientes diversos. Con la misma aproximacion, en 1958 se inici6 en el Centro Internacional de
Investigacion del Arroz (IRRI) en Los Bafios, Filipinas un programa de mejora de esta especie.

En estos programas se obtuvieron variedades de alto rendimiento en las tres especies que se
adaptan muy bien a condiciones de suelo y clima diferentes. Las variedades de trigo son ademéas mas re-
sistentes a plagas y enfermedades. Las nuevas variedades de arroz son de ciclo corto y floracion indepen-
diente de la duracidn del dia, lo que permite dos cosechas al afio, son resistentes a plagas y enfermedades
y tienen buenas propiedades culinarias.



Figura 3. Ejemplo del uso de la irradiacion para la induccién de mutaciones. La irradiacion de semillas del pomelo Hudson de

pulpa amarilla dio lugar al pomelo Star Ruby, sin semillas y de pulpa roja, que se cultiva ampliamente en distintos paises

Las nuevas variedades empezaron a cultivarse en 1959, inicialmente a pequefia escala y con una
implantacion global en unos diez afios. Entre 1965y 1969 |a superficie sembrada con las nuevas variedades
de trigo y arroz pasé de menos de 100 hectareas a mas de 15 millones.

La utilizacion de las nuevas variedades produjo aumentos espectaculares de las cosechas. Por
ejemplo, la produccion de trigo en la India pasd de 11,3 millones de toneladas en 1967, a 33 millones
en 1971 y 73 millones en la actualidad. El rendimiento de arroz en China pasé de 2 a 4,7 toneladas por
hectérea. Entre 1940 y 1980 la produccion de maiz en EE.UU. pasd de 64 millones de toneladas con 36
millones de hectdreas cultivadas a 185 millones de toneladas con 29 millones de hectareas. A nivel global
la productividad de la tierra era 2,4 veces superior en 2005 que en 1961. Se estima que alrededor del 70%
del incremento de la productividad se debe a la utilizacién de variedades mejoradas de alto rendimiento y
mas tolerantes a plagas y enfermedades.

Un hecho de especial relevancia es que Norman Borlaug, recientemente fallecido, recibid el Pre-
mio Nobel de la paz en 1970 por la obtencién de los trigos de alto rendimiento por su enorme contribucion
al bienestar de la humanidad.

La mejora genética ha impedido que se cumplan las pesimistas previsiones maltusianas. Actual-
mente la produccion de alimentos es suficiente para alimentar a toda la humanidad. No obstante Ia dis-
tribucién de alimentos es irregular por causas fundamentalmente politicas y 1.000 millones de personas
tienen escasez de alimentos y estan subnutridas y 200 de ellos padecen hambre. Una de las paradojas de
nuestra humanidad es que probablemente el nimero de personas con problemas de obesidad esta alcan-
zando al nimero de seres humanos que pasan hambre. En EE.UU. los problemas de obesidad ocasionan el
9% de los gastos sanitarios y algunas fuentes estiman que en Espafia superan el 6%.

Actualmente la agricultura moderna estd basada en la utilizacion generalizada de variedades
obtenidas por mejora genética, que se distribuyen a los agricultores por empresas de semillas y viveros.
Ademaés de forma paulatina se esta produciendo la proteccion o patente de las nuevas variedades, parti-
cularmente en la hortofruticultura intensiva.
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Banco de germoplasma de citricos del IVIA

Figura 4. Ejemplo de genotipos del banco de germoplasma de citricos del IVIA donde se conservan variedades actuales, varieda-
des locales y variedades de especies silvestres

Una de las consecuencias de esta situacion es que las variedades locales estan desapareciendo
rapidamente, con lo que se produce una nueva disminucién de la biodiversidad, lo que hace que los bancos
de germoplasma adquieran mayor importancia como reservorio de las biodiversidad de las especies culti-
vadas y de sus parientes silvestres (Figura 4).

Las variedades biotecnoldgicas

La biotecnologia de plantas surge a partir de la hip6tesis revolucionaria en su tiempo de Haber-
land que en 1902 considerd que las células vegetales eran totipotentes, es decir que cultivadas en los
medios adecuados serian capaces de regenerar plantas enteras. Esta hipdtesis se ha cumplido con creces
y en la actualidad es posible el aislamiento y cultivo in vitro de células vegetales de muchas especies
para regenerar plantas enteras y en la mayoria de las especies es posible regenerar plantas a partir de
diversos 6rganos cultivados in vitro. Ademas, las plantas pueden clonarse in vitro con relativa facilidad
para regenerar en poco tiempo miles de ejemplares idénticos a partir de células o tejidos iniciales. Estos
logros han permitido el desarrollo de varias técnicas basadas en el cultivo de células y tejidos vegetales
in vitro que son muy importantes para la mejora genética de plantas. La conjuncién de estas técnicas con
la biologia molecular ha permitido también el desarrollo de la ingenieria genética en plantas. Las técnicas



biotecnoldgicas en plantas estan ampliamente revisadas en distintas publicaciones, entre las que puede
citarse la serie de 64 monografias sobre la biotecnologfa en agricultura y silvicultura publicadas entre 1988
y 2009 (Widholm et al., 1988-2009). A continuacion se hace una breve discusion sobre las principales de
estas técnicas.

Obtencion de plantas libres de virus

Los virus producen importantes perdidas en la agricultura, ya que disminuyen la produccion y la
calidad de la fruta y causan decaimientos, pérdida de vigor y vida comercial corta de las plantas e incluso
en casos graves la muerte de las mismas. En consecuencia, pueden potencialmente convertirse en los fac-
tores limitantes mas importantes de la produccién. El problema es especialmente grave en los frutales, ya
que si la propagacion en los viveros se realiza con material infectado, todos los arboles de las plantaciones
resultantes estaran también infectados y las perdidas que, en cultivos como los citricos pueden suponer el
15-25% de la produccién, se acumulan durante toda la vida comercial de los &rboles, que puede ser de 15
a 25 afios. El control de estas enfermedades sélo puede hacerse con medidas preventivas, en las que es
imprescindible usar plantas sanas en las nuevas plantaciones.

En muchas ocasiones no es posible encontrar arboles sanos de una determinada variedad, por lo
que es necesario recurrir a la utilizacién de técnicas que permitan la obtencién de plantas sanas a partir
de plantas enfermas. Los virus no se distribuyen en las plantas infectadas de forma homogénea en todos
sus tejidos y es bien conocido que los &pices caulinares (meristemo apical méas 1-3 primordios foliares
con tamafio comprendido entre 0,1 y 0,3 mm) estan normalmente libres de patégenos aunque el resto
de las células de la planta estén infectados. Se desconocen las causas por las que los &pices caulinares
permanecen libres de patégenos, pero estan relacionadas con el hecho de en los apices caulinares no hay
diferenciaciones vasculares que los conecten con el resto de la planta, por lo que los patégenos no los
pueden infectar a través del sistema conductor y ademas hay cada vez mas resultados que indican que en
estos tejidos los mecanismos de silenciamiento de virus son muy activos e impiden su replicacion.

La regeneracion de plantas enteras a partir de dpices caulinares mediante cultivo o microinjerto
in vitro permite la obtencién de plantas sanas a partir de plantas infectadas. Como ejemplo cabe citar el
caso de los citricos, que estan afectados por diversos patdgenos que causan perdidas muy importantes.
La técnica de microinjerto de &pices caulinares in vitro (Navarro y Juarez, 2007) se usa de forma rutinaria
en los principales paises citricolas para obtener plantas sanas. Consiste en aislar apices caulinares de la
variedad infectada e injertarlos sobre un portainjertos obtenido por germinacién de semillas in vitro para
regenerar plantas sanas por crecimiento del dpice injertado (Figura 5). En Espafia, que es el cuarto pro-
ductor del mundo y el primero en exportacion de fruta fresca, esta técnica se ha aplicado en gran escala
y ha permitido obtener plantas sanas de todas las variedades comerciales de interés y su propagacion en
viveros comerciales para plantar en los dltimos 30 afios unos 130 millones de arboles libres de virus que
representan mas del 95% de la citricultura. Este programa ha producido beneficios multimillonarios en
nuestra citricultura y ademéas no se ha limitado a las variedades comerciales, sino que se ha ampliado a
variedades locales y especies silvestres para establecer un banco de germoplasma de plantas sanas que
conserva una amplia representacién de la diversidad de los citricos (Figura 4).

Cultivo de embriones

El cultivo de embriones es la técnica de cultivo in vitro mas antigua. Los primeros ensayos se
iniciaron dos afios después de las hipdtesis de Haberland. Actualmente es posible regenerar con facilidad
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Figura 5. Técnica de microinjerto de dpices caulinares in vitro. a) semillas del portainjertos intactas (arriba) y sin tegumentos
(abajo); b) semilla recién sembrada (izquierda) y plantula resultante al cabo de dos semanas (derecha); ¢) plantula de dos sema-
nas de edad (izquierda) y portainjertos preparado para el injerto (derecha), con el epicotilo decapitado, los cotiledones y el dpice
de la raiz eliminados y una incision tipo T-invertida realizada en la parte superior del epicotilo decapitado; d) brotes producidos

por una planta infectada defoliada y cultivada en una cdmara de cultivo a 32°C durante dos semanas; e) brotes producidos por
una vareta de una variedad infectada cultivada in vitro a 32°C durante dos semanas; f) brote vegetativo intacto (derecha) y
preparado para la desinfeccion (derecha); g) seccidn histoldgica de un brote vegetativo de naranjo dulce en la que se indica la
zona de corte para el aislamiento del dpice, h) dpice de naranjo dulce sobre el microbisturi usado para el aislamiento; i) detalle
de un injerto recién hecho mostrando el dpice en el interior de la incisién del portainjertos; j) injerto recién hecho en un tubo de

ensayo, k) seccion histoldgica de un apice de naranjo dulce 5 dias después del injerto, I) naranjo dulce sobre el protainjertos 3

semanas después del microinjerto; m) naranjo dulce sobre el protainjertos 6 semanas después del microinjerto; n) mandarino

libre de patdgenos a los 2 afios de la realizacion del microinjerto.



plantas a partir de embriones maduros de la mayoria de las especies, aunque es mucho mas dificil la re-
generacion a partir de embriones inmaduros. La principal aplicacion es la obtencién de hibridos a partir de
cruces interespecificos que presentan incompatibilidad endospermo-embrién que impide el desarrollo de
este (ltimo. Varias especies cultivadas se originaron por cruzamientos espontéaneos entre distintas espe-
cies que generalmente son incompatibles y por tanto no se forman embriones y semillas viables después
de la polinizacién y fertilizacion. Ocasionalmente entre millones de cruzamientos se puede producir una
semilla que se desarrolle y de lugar a un hibrido que puede originar una nueva especie. Los cruzamientos
entre especies proximas pero incompatibles se pueden abordar en programas de mejora mediante el res-
cate y cultivo in vitro de los embriones producidos para regenerar plantas hibridas. En algunos casos el ob-
jetivo es la creacion de nuevas especies y en otros incorporar caracteres deseables de especies silvestres
en especies comerciales. Este (ltimo caso es muy frecuente en programas de mejora de plantas horticolas
que pretenden la introduccion de resistencia a patdgenos. Cuando esta resistencia no se encuentra en la
especie cultivada se recurre a especies silvestres proximas. El primer paso es la consecucion de un cruce
interespecifico, que normalmente es muy dificil por problemas de incompatibilidad. En algunos tipos de
incompatibilidad se produce un embridn que en condiciones normales aborta, pero que es posible rescatar
y cultivar in vitro antes del aborto para producir hibridos. Estos hibridos se usan como puentes genéticos
y a partir de sucesivos retrocruzamientos se fijan en la especie cultivada los caracteres deseables de las
especies silvestres. Es interesante destacar aqui, que en este tipo de procesos de mejora se aumenta la
diversidad genética de la especie cultivada por la incorporacion de genes de la especie silvestre.

Otra aplicacion del cultivo de embriones es la obtencién de hibridos triploides, que tienen muy
baja fertilidad y como consecuencia producen frutos sin semillas que son muy apreciados por los consu-
midores. En la mayoria de los cruces interploides para obtener triploides se producen embriones, pero las
semillas no se desarrollan debido a problemas derivados de las anormales relaciones de ploidia entre el
embrién y el endospermo. En estos casos es posible cultivar los embriones in vitro para regenerar plantas
triploides. En citricos estamos aplicando de forma rutinaria esta técnica en un amplio programa de mejora
para obtener mandarinos sin semillas, que ha permitido la proteccion y el inicio de la propagacién comer-
cial de nuevas variedades (Figura 6).

Obtencion de plantas haploides

Las plantas haploides tienen grandes aplicaciones en mejora clasica, ya que por simple duplica-
cién cromosémica permiten obtener de forma directa lineas puras homocigéticas, que facilitan y acortan en
varios afios los periodos necesarios para la obtencion de variedades. Las lineas homocigdticas son también
muy importantes en los programas de mejora por irradiacion, ya que permiten identificar facilmente los
mutantes, particularmente los que portan genes recesivos de interés. En los dltimos afos, el desarrollo de
la genémica estructural ha creado nuevas aplicaciones de las plantas haploides. La utilizacién de lineas
totalmente homocigotas o lineas monoploides presenta una mayor ventaja para la realizacion de proyectos
de secuenciacion ya que facilita enormemente el ensamblaje, asi como para el analisis del nimero de
copias de genes candidatos.

La consecucién de lineas puras por métodos convencionales se realiza por autofecundaciones su-
cesivas de varias generaciones (8-12) hasta fijar los caracteres deseados. Esto requiere muchos esfuerzos
y ademas solo se obtienen lineas casi puras.

La obtencién de haploides se puede realizar de forma mucho més sencilla en un considerable
numero de especies mediante técnicas de cultivo /n vitro. La mayoria de los haploides se obtienen por
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cultivo de anteras o granos de polen,. También se pueden obtener plantas haploides mediante partenogé-
nesis inducida por diversos sistemas y posterior cultivo in vitro de dvulos. En ambos casos las plantas se
obtienen por una embriogénesis directa 0 mediante una fase intermedia de formacién de callo y posterior
regeneracion indirecta. Como ejemplo de estas aplicaciones se puede citar que en el proyecto del Con-
sorcio Internacional de Genémica de Citricos se ha elegido una planta haploide de mandarino obtenida en
nuestro laboratorio por el procedimiento de partenogénesis inducida por polen irradiado y cultivo de 6vulos
(Aleza et al., 2009) para la secuenciacion de la especie que ya se ha iniciado en diversos laboratorios.

Hibridacion somatica

La hibridacién somatica o fusion de protoplastos es una herramienta biotecnolégica que ha sido
ampliamente empleada en la mejora genética de vegetales. La técnica se basa en el aislamiento y poste-
rior union de dos células no sexuales (sométicas) privadas de pared celular (protoplastos), para formar una
(nica célula hibrida, denominada heterocarionte o hibrido somatico, a partir de la cual se puede regenerar
una planta entera empleando técnicas de cultivo /n vitro. La fusion entre las células somaticas se induce

25

Figura 6. Rescate de embriones in vitro para la obtencidn de hibridos triploides de citricos. a) semillas poco desarrolladas o aborta-
das en la que estan los embriones triploides; b) semilla con los cotiledones degenerados con un embrién de T mm aproximadamente
en su interior; ¢) embrion extraido de la semilla; d) embrién germinando in vitro, e) plantula triploide procedente del embrién.



mediante la adicion al medio de cultivo de polimeros de alto peso molecular para producir la agregacion y
una solucion rica en iones calcio a pH elevado para inducir la fusién. También hay métodos alternativos que
inducen la fusién celular mediante la aplicacién de campos eléctricos de corriente continua y alterna.

En la hibridacion sexual los gametos (o células sexuales) se originan tras un proceso de meiosis
que reduce a la mitad el nimero de cromosomas y ademés induce recombinacién entre los cromosomas
homdlogos. La unién de los dos gametos (con numero “x” de cromosomas) da origen a un nuevo individuo
que presentard un nlimero de cromosomas igual al de sus parentales (2x, diploide). La diferencia principal
entre la hibridacion sexual y la hibridacién somética es que en esta ltima se suman los genomas de dos
células somaticas, que no han sufrido la recombinacion y reduccién previa. Esto significa que si los paren-
tales de partida son diploides, la planta hibrida obtenida tras la fusién de protoplastos serd tetraploide. Los
hibridos asi obtenidos contienen el genoma nuclear de ambos parentales y pueden expresar los caracteres

de ambos parentales, formando los denominados hibridos somaticos simétricos.

Figura 7. Hibridacion somética en citricos. a) protoplastos aislados de mesdfilo hoja; b) protoplastos aislados de callo; c)
protoplastos de ambos tipos aglutinados por accion del polietilenglicol; d) protoplastos de ambos tipos alineados por accidn de
la corriente eléctrica alterna; e) heterocarionte formado tras la fusién de protoplastos, f) primera division del heterocarionte; g)

formacién de embriones somaticos en el callo hibrido; h) germinacion de embriones somaticos; i) hibrido somatico.

También se pueden obtener hibridos sométicos asimétricos que poseen toda la informacién gené-
tica de uno de los dos parentales y solamente una parte del otro. Entre este tipo destacan los que presentan
el niicleo de uno de los dos parentales y el citoplasma del otro (o el resultante de la reorganizacién de los
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dos citoplasmas parentales). A este tipo de hibridos se le denomina hibridos sométicos citoplasmaticos o
cibridos y tienen un gran interés en la mejora genética ya que permiten modificar solamente los caracteres
que estan controlados por el genoma citoplasmético o que dependen de la interaccién nicleo-citoplasma,
sin modificar los caracteres regulados exclusivamente por el genoma nuclear. Este tipo de aproximacién no
es posible en |a hibridacion sexual, ya que el genoma citoplasmico se hereda solo por via materna.

Mediante fusién de protoplastos se pueden obtener hibridos entre especies sexualmente incom-
patibles, lo que permite aprovechar la variabilidad extraespecifica para la mejora de las especies, que no
podrian usarse mediante métodos convencionales.

Transformacion genética

Los alimentos transgénicos se tratan con detalle en otro capitulo de este libro (Ramén, 2009),
por lo que aqui solo se hacen unos comentarios generales. La transformacion genética de plantas ofrece
enormes posibilidades, ya que permite introducir caracteres dnicos en genotipos de élite sin alterar su
fondo genético. Esta basada en las caracteristicas de la bacteria del suelo Agrobacterium tumefaciens.
Es una bacteria comdn que infecta a las plantas en lugares donde hay heridas produciéndoles agallas. En
la naturaleza, Agrobacterium transfiere un segmento de su ADN a las células vegetales y lo integra en su
genoma. En el ADN transferido se encuentran varios genes que, una vez integrados en los cromosomas,
la célula vegetal reconoce como suyos. De esta forma las células vegetales han sido transformadas. Entre
ellos se encuentran genes implicados en la sintesis de hormonas, como auxinas y citoquininas. La pro-
duccidn de estas hormonas a gran escala por las células vegetales transformadas hace que se dividan y
proliferen sin control y se formen las agallas tipicas de la enfermedad causada por la bacteria. Utilizando
técnicas de ingenieria genética, se pueden retirar esos genes “nocivos” del genoma de Agrobacterium, es
decir desarmar a Agrobacterium, y sustituirlos por otros genes de interés que queramos introducir en las
plantas que hemos clonado de otros organismos.

Otra posibilidad de transformar las plantas es el “bombardeo” de tejidos de la planta con micro-
particulas de oro recubiertas con preparaciones de l0s genes que queremos introducir mediante la llamada
pistola de genes, lo que permite la integracion al azar de genes en los cromosomas de la planta. Tanto los
tejidos tratados con Agrobacterium como los bombardeados con microparticulas se cultivan in vitro para
regenerar plantas a partir de las células transformadas.

Esta tecnologia supone un salto espectacular en la mejora genética. La variabilidad a utilizar para
la mejora ya no esta restringida a la especie a mejorar o a las especies proximas, sino que los genes de
interés se pueden clonar de cualquier planta e incluso de otros organismos. Quizas debido a este hecho
la técnica tiene importantes detractores, a pesar de que los alimentos transgénicos son los mas seguros
(Ramdn, 2009). No obstante, el cultivo de plantas transgénicas esta aumentando de forma continua y en
el afio 2008 se cultivaron unas 125 millones de hectéreas, fundamentalmente soja, maiz, algodén y colza,
con resistencia a herbicidas e insectos. Se estan empezando a cultivar otras plantas transgénicas como
alfalfa, clavel, calabaza, papaya, tomate, 4lamo, remolacha, petunia y pimiento. Hay que destacar que la
transformaci6n genética es un complemento, aunque de gran importancia, a la mejora convencional. Me-
diante transformacion se modifican aspectos puntuales de genotipos de élite obtenidos por mejora conven-
cional. Por ejemplo, cualquier de las variedades de maiz de |a figura 1 podria transformarse para introducir
resistencia a herbicidas e insectos, pero l6gicamente se han utilizado las variedades de alto rendimiento
para este objetivo. Ademas, cuando disponemos de una planta transgénica con un gen determinado, se



utiliza como parental en programas de hibridacion convencionales, ya que el gen introducido se comporta
y hereda como un gen de la propia planta.

Perspectivas futuras

Segun estimaciones de FAO la poblacién mundial pasara de los 6.750 millones actuales a 9.200
millones en el afio 2050. Ademaés, la dieta estd cambiando rapidamente en paises como China para in-
gerir mas alimentos de origen animal. Hay que tener en cuenta que para producir una caloria de pollo se
necesitan 3 calorfas de cereales, para una de cerdo 4-5 de cereales y para una de vacuno 7 de cereales.
Esto implica que la demanda de alimentos agricolas también va a aumentar para alimentar a la poblacion
existente. Debido a estos factores FAO estima que hay que duplicar la produccién de alimentos para el
afio 2050.

Hay factores adicionales que causan preocupacion. Actualmente las plagas, enfermedades y ma-
las hierbas causan perdidas del 40% de la produccion. Ademés, debido a la intensificacion de los intercam-
bios agricolas se prevé una mayor distribucion de plagas y enfermedades transfronterizas, que de alguna
forma tenderdan a la globalizacion causando dafios adicionales en dreas donde ahora no estan presentes.
El cambio climatico producird perdidas de cosecha muy importantes debido a sequias, inundaciones y
temperaturas extremas y también modificara el habitat natural de muchas plagas.

Por otra parte se esta produciendo un importante aumento de usos no alimentarios de los cultivos,
como hiocombustibles, biofactorias, obtencién de sustitutos plasticos, etc, que pueden producir un impor-
tante incremento del precio de los alimentos, o que puede tener efectos catastréficos para las poblaciones
mas desfavorecidas, como ya ha sucedido recientemente con la crisis de los precios de los alimentos, que
aln no se ha solucionado totalmente.

Un problema fundamental es la situacién de Africa. Aunque los problemas politicos tienen un
papel importante en las situaciones de hambruna de importantes partes de la poblacién, también es cierto
que la revolucién verde no estuvo en ningtin momento dirigida a Africa, ya que las variedades de alto ren-
dimiento de trigo, maiz y arroz no pueden cultivarse en las zonas aridas de la mayor parte del continente.

El incremento necesario de la produccion de alimentos podria realizarse aumentando la superficie
destinada a la agricultura. Actualmente se cultivan 1.400 millones de hectareas en el mundo y la Gnica
superficie adicional disponible apta para la agricultura son los bosques tropicales, fundamentalmente en
Africa y Sudamérica. Los incrementos de produccién de alimentos deben basarse fundamentalmente en
aumentos de rendimiento y la agricultura debe ser sostenible y conservar los recursos disponibles para
generaciones futuras. Bajo ningin concepto se puede continuar aumentando la superficie de cultivo a
costa de espacios naturales, ya que esto provocaria dafios medioambientales incalculables. Los alimentos
producidos deben ser cada vez méas seguros y contribuir a la salud del consumidor.

La mejora genética de las especies cultivadas usando todas las tecnologias disponibles es la
(nica solucion al problema de produccién de alimentos. Esto incluye la transformacion genética, sin cuya
contribucién se producirian problemas medioambientales importantes. El objetivo general de la mejora
genética debe ser el desarrollo de variedades de alto rendimiento, resistentes a plagas y enfermedades,
que se adapten bien a cambios climaticos bruscos y que produzcan adecuadamente en suelos marginales
y con escasez de agua.
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El empleo de la biotecnologia en la historia de la alimentacion humana

Decfa Bill Gates, el duefio de Microsoft, que nada mejor para caldear el ambiente de una cena que
sacar a relucir el tema de la biotecnologfa en la alimentacién. No le faltaba razén, sobre todo si la cena
se producia en un hogar o restaurante europeo, ya que tras la crisis de las vacas locas, una gran parte de
la ciudadania europea vive todo lo referente a su alimentacion bajo la tirania de lo que algunos llaman el
factor hipocondriaco. En esencia, este consiste en que los europeos pensamos que comemos muy mal y
que para comer mejor debemos afiadir todo tipo de suplementos o ingredientes funcionales a nuestras die-
tas. Nada mas lejos de |a realidad, aunque lo cierto es que esta atmésfera de angustia crece afio tras afio
bendiciendo productos con mucho marketing y poca ciencia y satanizando alimentos con mucha ciencia y
poco marketing. Este Gltimo es el caso de los alimentos obtenidos mediante técnicas biotecnolégicas, los
denominados alimentos modificados genéticamente o alimentos transgénicos, un tipo de nuevo alimento
cuya comercializacion levanta muchas criticas en algunos paises de la UE.

Podemos definir un alimento transgénico como aquel en cuyo disefio se utilizan las técnicas de la
ingenieria genética. Desde el punto de vista conceptual no es nada nuevo, porque la especie humana ha
aplicado de forma empirica la genética en la alimentacion desde el comienzo de la agricultura y la ganade-
ria. Para ello ha usado, sin saberlo, técnicas genéticas como la mutacion al azar (variabilidad natural) y el
cruce sexual (hibridacién). Asi hemos mejorado casi la totalidad de las variedades vegetales comestibles o
razas animales que comemos. Podemos afirmar que, con la excepcion de unos pocos animales que aln se
cazan o0 pescan en libertad, el resto de plantas comestibles o animales de granja han sido objeto de estas
mejoras genéticas. Baste recordar algunos ejemplos. Las coles y los brdcolis no existian hace tan sélo 5000
afios. Son mutantes homedticos, es decir, mutantes en genes cuyos productos génicos controlan patrones
de desarrollo. Con respecto a la hibridacion, recordemos que las variedades de trigo con cuya harina se

47



48

producen el pan y las pastas alimenticias se obtuvieron por trabajos de mejora genética que incluyeron
diversas mutaciones y cruzamientos sexuales. Son un verdadero “puzzle” genético en cuyos genomas, en
lugar de haber dos copias de cada cromosoma, lo normal en las especies ancestrales que nuestros antepa-
sados cultivaban, hay cuatro o seis. Un dltimo ejemplo son las gallinas ponedoras de huevos. En la década
de los cincuenta ponian 70 huevos por afio. Mediante seleccién genética por cruce sexual se llegé a 110
huevos por afio a principios de la década de los ochenta. En la actualidad la cifra de puesta supera los 300
huevos por afio, y todo gracias a la genética.

Todos los casos mencionados en el parrafo anterior son ejemplos de mejora genética clasica. Al
repasar la historia de la biotecnologia agroalimentaria es evidente que tuvieron que transcurrir casi 12000
afios para que del empirismo pasaramos al conocimiento. Hasta principios del siglo XX no se formulé la
teoria de la herencia y se acuii el término gen. Hace poco mas de cincuenta afios que sabemos que todos
los genes estan hechos de ADN y apenas treinta que comenzamos a utilizar una nueva técnica, la ingenie-
ria genética, que nos permite trabajar con genes aislados en el laboratorio. Esos genes, una vez separados
del conjunto del genoma en el que estaban, se pueden modificar en el tubo de ensayo y reintroducir en el
organismo del que originalmente fueron extraidos o en uno distinto al que llamamos transgénico por portar
un gen de otro organismo. Asi se generan los alimentos transgénicos. Antes nos serviamos de la mutacion
y la hibridacién en procesos de azar y combinacién; ahora, a este bagaje podemos afiadir la ingenieria ge-
nética y acciones dirigidas especificamente a la mejora de las propiedades fisico-quimicas, organolépticas
o nutricionales de los alimentos.

De todo lo dicho anteriormente se deduce que la Unica diferencia entre un alimento transgénico
y otro convencional es que en el disefio de los primeros se ha usado ingenieria genética y en los segundos
procesos genéticos convencionales. Esta mera diferencia técnica tiene varias consecuencias importantes
que merece la pena destacar. La primera hace referencia al aumento de la direccionalidad que la ingenieria
genética supone. Ya no es preciso mutar ni hibridar genes al azar, sino que se selecciona uno determina-
do, se identifica molecularmente y se inserta en un genoma concreto. La segunda es consecuencia de la
normativa juridica, ya que al ser considerados nuevos alimentos, los alimentos transgénicos deben ser
evaluados tanto sanitaria como ambientalmente, cosa que no sucede con los alimentos convencionales.
En estas evaluaciones supone una valiosa ayuda el conocimiento molecular exhaustivo del evento genético
realizado que viene suministrada por la direccionalidad de la ingenieria genética. En tercer lugar debemos
mencionar que los resultados con ingenieria genética se obtienen mucho antes. La cuarta y Gltima con-
secuencia hace referencia al salto de barrera de especie. Recordemos que la mutacién o el cruce sexual
presentan limitaciones técnicas, por ejemplo, es imposible cruzar sexualmente un salmén y una naranja o
mutar una naranja hasta obtener un salmén, pero es técnicamente posible expresar el gen de un salmén en
el genoma de una naranja o viceversa. Esta posibilidad implica repercusiones éticas para algunos grupos
de consumidores. Por ejemplo, un hipotético vegetal transgénico que porte un gen de un animal podria ser
un problema para un vegetariano de dieta estricta, como para cualquier musulman lo seria un alimento
transgénico que contuviera un gen proveniente del genoma del cerdo.

¢Cual es la fuerza de la agroalimentacién transgénica?

El primer alimento transgénico se comercializd en Estados Unidos en el afio 1994. Era un tomate
transgénico que tardaba méas tiempo en pudrirse. A fecha de hoy en todo el mundo se comercializan cen-
tenares de alimentos transgénicos. Casi todos ellos son alimentos transgénicos vegetales, por lo que una
buena forma de medir hasta que punto se impone esta tecnologia es cuantificar la superficie destinada en



el planeta al cultivo de plantas transgénicas. Este ejercicio lo viene haciendo desde el afio 1996 la orga-
nizacion internacional sin animo de lucro International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applica-
tions (abreviadamente ISAAA, http://www.isaaa.org/). Los Gltimos datos publicados por esta organizacion
indican que en el afio 2008 se cultivaron en todo el planeta mas de 125 millones de hectareas de cultivos
transgénicos, esencialmente en Estados Unidos, Argentina y Canadd, pero también en Africa del Sur, Bra-
sil, China o Paraguay, hasta sumar un total de 25 paises. Por supuesto son muchos méas los paises en los
que se comercializan y consumen. Los cultivos transgénicos que se han plantado en el afio 2008 han sido
soja (53% del total), maiz (30%), algodén (12%), colza (menos del 5%) y alfalfa, calabaza, clavel, papaya,
pimiento, remolacha y tomate con superficies minimas.

En el afio 2008 usaron cultivos transgénicos 13.300.000 agricultores, aunque hay que destacar que
el 90% de ellos vivian en paises en vias de desarrollo. De hecho, el incremento interanual de superficie
cultivada con transgénicos en este afio fue de un 6% en paises ricos y de un 22% en paises pobres. Todo
el continente americano apuesta por la transgenia. Estados Unidos cultivé en el 2008 la mayor extension
de transgénicos del planeta con 62,5 millones de hectéreas. Argentina (21 millones), Brasil (15,8 millones),
Canadé (7,6 millones), Paraguay (2,7 millones), Uruguay (0,7 millones) Bolivia (0,6 millones) y Colombia,
Chile, Honduras y México (cada uno de ellos con una cifra inferior a 0,1 millones de hectéreas) completan
el panorama americano. El continente asiatico es otra zona de crecimiento transgénico. India planté el afio
pasado 7,6 millones de hectareas, China 3,8 millones y Filipinas 0,4 millones. En Africa ha comenzado la
plantacion de transgénicos mas recientemente. Sudéafrica lleva varios afios cultivando transgénicos, de
forma que en el afio 2008 ha sembrado 1,8 millones de hectéareas de este cultivo. Ese mismo afio Egipto
y Burkina Faso han comenzado a cultivar transgénicos. Se espera aumentar la lista de paises africanos
cultivando transgénicos en los préximos afios ya que en los Gltimos meses hasta nueve pafses africanos
distintos han aprobado legislaciones para el cultivo de este tipo de productos. En el afio 2008, Austra-
lia también ha comenzado el cultivo de transgénicos con 0,2 millones de hectéreas. Finalmente hay que
destacar que en Europa siete pafses cultivaron en este afio transgénicos. Fueron Espafia (0,1 millones de
hectéreas) y Alemania, Eslovaquia, Polonia, Portugal, Republica Checa y Rumania (cada uno de ellos con
menos de 0,1 millones de hectareas).

La primera generacion de transgénicos: plantas resistentes a herbicidas
y plagas

Los primeros alimentos transgénicos que han irrumpido en el mercado son vegetales transgénicos
comestibles que resisten el tratamiento con herbicidas o el ataque de distintas plagas. Se les conoce con
el nombre de primera generacion de transgénicos y son la mayoria de los que ahora se comercializan. La
razén es doble: por un lado suelen ser caracteristicas monogénicas (dependen de un Gnico gen) y, por lo
tanto, su generacion es relativamente sencilla; por otro, se trata de desarrollos con indudable interés co-
mercial para los agricultores, lo que asegura su venta. Se han generado plantas transgénicas comestibles
con resistencia a viroides, virus, bacterias, hongos o insectos.

Para percibir la importancia socio-econdmica de estos desarrollos hay que recordar que el control de
las plagas de insectos mediante el uso de productos quimicos cuesta mas de 9000 millones de euros al afio en
todo el mundo. A pesar de ello se sigue perdiendo entre el 20 y el 30% de las cosechas mundiales por culpa de
los insectos. Por ello se han desarrollado diversas estrategias encaminadas a construir plantas transgénicas re-
sistentes al ataque de estos animales. La mas conocida de todas es la expresion de la proteina insecticida Bt de
la bacteria Bacillus thuringiensis en distintas plantas, entre ellas el algoddn o el maiz, produciendo resistencia
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al ataque por este gusano. Son los llamados cultivos transgénicos Bt. Su productividad en campo es superior a
la de los cultivos convencionales si hay incidencia de la plaga. En el caso del maiz Bt dichos incrementos varian
entre el 6y el 16% y en el caso del algodén pueden ser superiores al 60%. Ademas, mediante el uso de estos
cultivos se reduce drasticamente el uso de insecticidas. Por ejemplo, en India mediante el empleo del algodén
Bt se ha reducido el consumo de insecticidas un 70%.

Por otro lado, las malas hierbas afectan la productividad de las cosechas al competir con las
plantas cultivadas por la luz solar y los nutrientes. Pueden llegar a reducir hasta un 85% la productividad
en campo. Para paliar este problema se utilizan herbicidas. Se trata de unas moléculas pertenecientes a
distintas familias quimicas capaces de eliminar las malas hierbas. Si bien su uso ha sido imprescindible
para aumentar productividades, también es cierto que muchos de ellos han sido tremendamente agresivos
con el medio ambiente. Los herbicidas suelen inhibir rutas metabélicas concretas. El problema es que lo
hacen tanto a las malas hierbas como a los cultivos, lo que obliga a tratar los campos cuando los cultivos
aun no estan presentes. Desde el afio 1986 que se detecté el primer caso de resistencia a herbicidas han
aparecido multitud de malas hierbas resistentes. Se conocen la existencia de varios mecanismos de resis-
tencia (entrada dentro de la célula vegetal, detoxificacion, pérdida de la afinidad por el sitio de accién) que
han permitido disefiar estrategias biotecnoldgicas para construir plantas capaces de resistir su accién.

Donde més se ha investigado es en el caso del glifosato. Se trata de un herbicida cuya base
quimica es la N-fosfonometilglicina que inhibe la accién de un enzima clave en la sintesis de aminoacidos
aromaticos. Hay dos estrategias para construir plantas transgénicas resistentes a este herbicida. La prime-
ra consiste en aumentar la dosis génica del gen diana desequilibrando la relacion cantidad de herbicida/
cantidad de dianas. La segunda es buscar alelos mutantes del gen que codifica la diana en los que el sitio
activo ha variado y no se produce la inhibicién. Ejemplos de ello son los alelos mutantes del gen aroA de
Salmonella typhimurium'y el alelo resistente de Petunia hybrida. Con este Gltimo se ha construido la soja
resistente a herbicida cuya comercializacion esta autorizada en la Unién Europea (UE). El empleo de este
cultivo transgénico va unido a la técnica agricola conocida como siembra directa que consiste en espolvo-
rear la semilla sin roturar el campo y tratarlo inmediatamente con el herbicida. Los resultados de aplicar
este paquete tecnoldgico son espectaculares. Por ejemplo, en Argentina se han alcanzado rendimientos de
mas de 6 toneladas de haba/Ha con una reduccion importante del consumo energético y la erosién, unida
a un aumento de la biodiversidad. En la campafia 1994-95, |a dltima sin soja transgénica, los agricultores
argentinos gastaban 78 délares/Ha en herbicidas. Hoy gastan 37 délares/Ha y se ha producido una bajada
global del 90% en el consumo de estos plaguicidas.

Merece la pena resaltar que ninguno de estos dos cultivos se utiliza drectamente en alimentacion
humana. Se usan sobre todo como base para la preparacién de piensos animales y también como materia
prima en la obtencién de almidones o jarabes de glucosa de maiz y de lecitinas o fitoesteroles de soja.
Estos productos se utilizan como ingredientes en la formulacién de miles de alimentos.

La segunda generacion de transgénicos

Tras la aparicion de todas estas variedades resistentes a herbicidas y plagas han surgido otros
desarrollos transgénicos que afectan a propiedades fisico-quimicas, organolépticas o nutricionales. Se han
llevado a cabo en vegetales comestibles y también en animales de granja y en microorganismos respon-
sables de la produccion de alimentos y bebidas fermentadas. Entrafian mayor complejidad tecnolégica y
constituyen la llamada segunda generacién de alimentos transgénicos.



Por ejemplo, el proceso de podredumbre de muchos vegetales comestibles se produce porque el
fruto sintetiza poligalacturonasa. Esta enzima degrada la pared celular vegetal y es la sefial que dispara
la putrefaccién del fruto. Se han conseguido tomates transgénicos que tienen disminuida la expresion del
gen que codifica dicha enzima, consiguiendo una reduccién de hasta un 80% de la actividad y un retraso
considerable en la podredumbre del fruto. Un segundo caso mucho més interesante es el de la maduracion
de frutos climatéricos. En ellos el proceso de maduracién comienza con la emision por parte del fruto de la
hormona vegetal etileno que dispara una serie de rutas metabdlicas que conducen a la sintesis de pigmen-
tos y compuestos volatiles que dan el aspecto, consistencia y flavor del fruto maduro. Se han ideado varias
estrategias biotecnoldgicas para inhibir esta ruta en tomate y otros frutos climatéricos como el melén. Con
todos estos productos transgénicos se puede pensar en una maduracién controlada.

También se han construido levaduras vinicas transgénicas que aumentan o disminuyen la acidez
de los vinos al realizar la fermentacion lctica o la alcohdlica, respectivamente. Ademas se han disefiado
levaduras vinicas transgénicas que expresan genes que codifican celulasas y hemicelulasas o un gen fin-
gico que codifica una pectato liasa. Con las primeras se logran vinos con un mayor aroma afrutado y con
las segundas mejoras en procesos de filtracion.

Pero sin duda, donde mas atractivo resultara el empleo de la ingenieria genética serd en su uso
para paliar problemas de déficit nutricional presentes en muchos alimentos. Por ejemplo, el arroz es de-
ficitario en lisina, pero se ha logrado construir una variedad transgénica que contiene el gen que codifica
una proteina de reserva de la semilla de la judfa rica en este aminoécido. Con ello en la planta transgénica
el contenido global de lisina pasa del 3,4% al 6%. Este cereal también es deficitario en el precursor de la
vitamina A, el B-caroteno, porque en la semilla del arroz faltan tres enzimas de la ruta de sintesis de esta
vitamina. Por ingenieria genética se han introducido en una variedad transgénica de arroz denominado
“arroz dorado” los genes que codifican todos estos enzimas, completando asi dicha ruta metabélica. Esta
variedad transgénica se ha incorporado a los programas de mejora genética tradicional del Internacional
Rice Research Institute de Filipinas para transferir esta caracteristica a las variedades autdctonas de uso
en China, India, Africa y América Latina. Su uso masivo, previsto para el afio 2014, permitira eliminar el
problema crénico de avitaminosis en pafses pobres donde la base de la dieta es el arroz. Segin datos
de OMS, este problema nutricional produce la muerte de 2 millones de nifios cada afio y condena a la
ceguera a 250000 nifios en el mismo periodo de tiempo. Para finalizar con el arroz, el problema clasico
de la deficiencia en hierro de este cereal se ha intentado solventar mediante la obtencién de variedades
transgénicas que expresan los genes que codifican proteinas que acomplejan y almacenan hierro como la
ferritina de judia. Ensayos con ratas anémicas han demostrado que es posible la recuperacion de la anemia
por falta de hierro tras 28 dias de dieta con este arroz transgénico.

También se dispone de algunos alimentos transgénicos que, al expresar genes que codifican de-
terminados antigenos, inmunizan contra enfermedades. Se les denomina vacunas orales y ya hay ejemplos
de ellas que inmunizan contra el virus Norwalk, el coronavirus transmisible responsable de la gastroen-
teritis o el célera. En la misma linea se han generado bacterias lacticas que expresan algunos epitopos
alergénicos y producen derivados lacteos que vacunan al comerlos.

En el caso de los animales de granja se ha prestado especial atencion a la expresion especifica
de proteinas de alto valor afiadido en la leche de hembras transgénicas de mamifero. La glandula mamaria
es el mejor fermentador que existe en la naturaleza. Una vaca en produccién puede dar lugar a 10000
litros de leche con una concentracién de proteina de 35 g/I. Estos datos llevaron hace tiempo a formular
la posibilidad de producir proteinas de alto valor afiadido en la leche de animales de granja. Utilizando los
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promotores de los genes que codifican la caseina, la lactoglobulina o la proteina acida de la leche se han
logrado expresar cantidades importantes de distintas proteinas de alto valor afiadido en la leche de varios
animales transgénicos de granja. Destacan los casos de |a antitripsina 1 humana (tratamiento de la fibrosis
quistica), la interleuquina-2 humana (generacién de respuesta inmune) y la calcitonina (osteoporosis).

Estos resultados son un paradigma que permite pensar en cambios en la composicion nutricional
de la leche. De hecho, el gen de la B-lactoglobulina de oveja se ha expresado en ratén dando lugar a una
leche con 23 mg/ml de esta proteina, similar en su composicion a la de oveja. También se ha conseguido la
expresion del gen de la lactoalbumina humana en vaca, dando lugar a una leche con 2.4 g/| de esta protei-
na. Pensando en fenilcetondricos, hay en marcha proyectos encaminados a producir vacas que expresen el
gen de la lactoalbumina humana en una versién mutada donde se han sustituido los codones que codifican
a fenilalanina para que den lugar a otros aminoacidos. Recientemente se ha conseguido la expresion de
una B-galactosidasa en ubre de ratones. Con esta construccion se consiguen leches que pueden tener de
un 50-85% menos de lactosa sin cambios de grasa y proteina.

Algunos de los alimentos transgénicos de la segunda generacién comienzan a obtener ahora el
permiso de comercializacion. Los proéximos afios traeran a los supermercados muchos de los logros men-
cionados en el apartado anterior. ;Qué nos deparara el futuro? Muy probablemente, la oferta de lo que
podriamos llamar “alimentos transgénicos funcionales”. Por ejemplo, recientemente han aparecido dos
articulos cientificos que describen la creacién de un arroz transgénico con mas contenido de nicotinamina
y de otro con mayor concentracién de acido y-aminobutirico, de forma que ambos incrementan el efecto
antihipertensivo. La creacion de esta nueva generacion de alimentos hoy puede parecer ciencia-ficcion
pero quizas los proximos afos nos deparen la llegada de alimentos transgénicos que acaben con la en-
fermedad celfaca o prevengan determinadas alergias alimentarias o infecciones intestinales agudas. En
muchos laboratorios se estd comenzando a trabajar en estos problemas. Unas semanas antes de redactar
este capitulo aparecid un articulo que describia el trabajo de unos investigadores japoneses demostrando
la seguridad alimentaria en macacos de la ingesta de un arroz transgénico que contiene un gen humano
relacionado con la prevencion de la alergia al polen de cedro, un problema sanitario que afecta al 20% de
la poblacién japonesa. Asi serd muy probablemente la tercera generacion de alimentos transgénicos.

Transgénicos y salud del consumidor

Existe un debate en torno a la comercializacion de los alimentos transgénicos. Es un debate
ideolégico, excesivamente politizado y carente de datos técnicos. Para entenderlo hay que partir de tres
premisas. La primera es aceptar que en alimentacion no hay riesgo cero. La segunda entender que hay
muchos alimentos transgénicos y es imposible generalizar su seguridad o su riesgo. La tercera es que el
posible riesgo puede ser sanitario, ambiental o econémico y que cada uno de ellos debe ser analizado por
expertos en la materia correspondiente.

Los alimentos obtenidos por técnicas clasicas de biotecnologia no precisan de una evaluacion
sanitaria. Por el contrario, los alimentos transgénicos la requieren obligatoriamente antes de su comer-
cializacion. Organismos internacionales como FAO u OMS han establecido durante los Gltimos afios sus
propios grupos de trabajo sobre la seguridad para el consumidor de los nuevos alimentos transgénicos,
concediéndole prioridad a la elaboracién de principios cientificos para su evaluacion. Para ello se basan en
llevar a cabo una evaluacion de riesgos sanitarios atendiendo a tres criterios: el contenido nutricional, |a
posible presencia de alérgenos y el nivel de toxicidad (Tabla 1).



En cuanto a la composicion nutricional, la conclusion de estos grupos es el desarrollo del concepto
denominado “equivalencia sustancial”. Es utilizado por la normativa europea sobre la comercializacion de
alimentos transgénicos que otorga dicha categoria a aquellos alimentos transgénicos cuya composicién
nutricional y caracteristicas organolépticas son iguales a aquel del que proviene, con la Unica excepcion
del nuevo caracter introducido por ingenieria genética.

Al evaluar la alergenicidad se sigue el enfoque acordado por FAQ y OMS y el grupo Codex ad hoc
Intergovernmental Task Force on Foods Derived from Biotechnology. Ello implica para cada alimento trans-
génico el andlisis de homologia y similitud estructural entre la proteina transgénica y alergenos conocidos
y también la posible identificacién de epitopos que por su secuencia en aminoécidos puedan interaccionar
con la inmunoglobulina E, epitopos de células T o motivos estructurales significativos. También para al-
gunos casos incluye el estudio de la digestibilidad de la proteina transgénica en sistemas simulados de
fluidos gastricos e intestinales y estudios de exposicién ocupacional. Todos estos trabajos cobran especial
relevancia si el organismo donador del gen tiene un pasado de alergenicidad.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|]
Tabla 1. Cuestiones de seguridad alimentaria a analizar antes de otorgar el permiso de

comercializacion a un alimento transgénico

Disponibilidad de las suficientes especificaciones sobre el origen y composicion del alimento trans-
génico que aseguren su identificacion

Analisis de los efectos que puedan producir los procesos a los que pueda ser sometido el alimento
transgénico

Informacion sobre los usos y caracteristicas de los transgénicos utilizados
Analisis de la ingesta esperada del alimento transgénico

Analisis de los efectos de la modificacion genética sobre las propiedades del organismo receptor o
huésped (efectos intencionados y no intencionados)

Estudio de la estabilidad genética de la modificacion introducida
Especificaciones de la expresion del material genético modificado

Estudio de las posibilidades de transferencia del nuevo material genético; en su caso, analisis de las
modificaciones de la supervivencia del transgénico durante su paso por el intestino y posibilidades
de colonizar el intestino humano

Evaluacion del impacto de la introduccion del transgénico sobre las pautas y habitos de consumo
Analisis nutricional: composicion e impacto previsible en la dieta de la poblacion

Informacién microbioldgica

Toxicologia, establecida caso a caso segn las caracteristicas identificadas

Estudio del potencial alergénico y efectos en poblaciones sensibles

Cualquier informacion sobre los efectos de la exposicién total o parcial de poblaciones humanas al

alimento transgénico
. _______________________________________________________________________________________________________________|]
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En cuanto a los estudios toxicolGgicos, si hay equivalencia sustancial se focalizan en la proteina
transgénica. Se requiere informacion sobre su carcinogenicidad, genotoxicidad, metabolismo, toxicidad
crénica y subcrénica y toxicocinética. Si no hay equivalencia sustancial o existen indicaciones de ocurren-
cia potencial de efectos no intencionados se debe estudiar todo el alimento. En estos casos se aconseja
un estudio de toxicidad de 90 dias en roedores con las dosis maximas que no produzcan desequilibrios
nutricionales.

En todos los alimentos transgénicos comercializados hasta la fecha se han llevado a cabo todos
estos controles. La conclusion de todos estos estudios, como manifiesta la OMS (http://www.who.int/fsf/
GMfood/), es que no existe un solo dato cientifico que indique que dichos alimentos, por el hecho de ser
transgénicos representen un riesgo para la salud del consumidor superior al que implica la ingestion del
alimento convencional correspondiente. Por todo ello, podemos concluir que los alimentos transgénicos
son los mas evaluados en toda la historia de la alimentacion. Aunque con los comercializados hasta la
fecha no hay datos cientificos que detecten riesgos inaceptables para la salud del consumidor, algunos
grupos que se oponen a lo transgénico hablan de riesgos sanitarios. Se hace referencia a aumentos de
casos de alergia, peligro de aparicion de resistencias a antibiticos, generacion de canceres o retardos en
el desarrollo inmunitario.

Con respecto al primer problema, la generacion de alergias, hay que destacar que sélo en un caso
de todos los evaluados hasta la fecha se ha detectado un problema de alergenicidad. Este problema se
detectd en una colza transgénica durante la evaluacion del producto previa a la concesion del permiso de
comercializacién y, aunque este Gltimo se ofertd a la compafifa productora siempre y cuando se etiquetara
el alimento transgénico, dicha compafiia decidié no comercializarlo. En cuanto al uso de genes que codi-
fican resistencia a antibiéticos como marcadores de seleccién en plantas, animales o microorganismos
transgénicos, hace unos afios se abrié la polémica sobre la posible transferencia de dichos genes desde
el alimento transgénico a bacterias de la microbiota intestinal y la posible aparicion de nuevas cepas
bacterianas resistentes a antibi6ticos. No hay pruebas ni datos experimentales que apoyen esta hipétesis,
lo que llevd en su dia a la OMS a afirmar que la presencia de genes de resistencia a antibiéticos per se
en un alimento no constituye un riesgo para la salud del consumidor. Finalmente, hay que destacar que
no existen experimentos que indiquen que exista un peligro sanitario relacionado con procesos tumorales
0 problemas en el desarrollo inmunitario. Todo lo que los grupos opositores a los transgénicos indican en
este sentido son meras suposiciones sin soporte experimental.

Transgénicos y medio ambiente

La evaluacién ambiental de los alimentos transgénicos, y en particular de las plantas comestibles
transgénicas, no es sencilla. El problema fundamental radica en la falta de conocimiento y metodologfas
para analizar riesgos medioambientales, tanto de las plantas transgénicas como de las convencionales.
Algo que la gente no suele conocer es que es preciso evaluar centenares de plantas transgénicas en el
invernadero antes de tomar algunas de ellas con las que comenzar los trabajos de campo. También desco-
noce que estas liberaciones controladas al campo son obligatorias, incluso antes de solicitar el permiso de
comercializacion. A este proceso se le denomina liberacion controlada al ambiente. Desde el afio 1986 se
han llevado a cabo decenas de miles de liberaciones controladas al ambiente de plantas transgénicas. Se
han producido en més de cincuenta paises, sobre méas de cien variedades vegetales en las que se habfan
introducido mas de diez modificaciones genéticas distintas. Los cultivos transgénicos mas usuales han sido
por este orden maiz, tomate, soja, colza, patata y algoddn, y las modificaciones mas evaluadas tolerancia
a herbicidas, resistencia a insectos, calidad de producto y resistencia a virus.



Asumiendo la falta anteriormente resefiada de herramientas para medir el impacto ambiental, los
expertos detectan tres riesgos ambientales por el uso de las plantas transgénicas. Un primer tipo de riesgo
es la posible transferencia de los genes exdgenos desde la variedad transgénica a variedades silvestres.
Esta transferencia se dard, como ocurre con las plantas convencionales, siempre que exista compatibili-
dad sexual y presion selectiva. Por ejemplo, en Europa la transferencia de genes de maiz transgénico es
improbable ya que no hay variedades silvestres compatibles, pero la de soja es probable porque si las hay.
Ahora bien, conviene recordar que lo mismo ocurrira con cualquier variedad vegetal resistente a una plaga
que haya sido generada por cruce sexual o mutagénesis. Otro posible riesgo medioambiental es la pérdida
de biodiversidad agricola asociada al cultivo de plantas transgénicas, lo que no es nuevo puesto que los
agricultores utilizan preferentemente aquellos cultivos que mejor funcionan. Por ello es necesario mante-
ner con fondos pablicos bancos de germoplasma y colecciones de cultivo. Un dltimo riesgo medioambiental
es el referente a los efectos dafinos que ciertas plantas transgénicas resistentes a insectos pueden tener
sobre poblaciones de otros insectos distintos de aquellos contra los que protegen, 10 mismo que ocurre con
los insecticidas organicos o quimicos. Es una posibilidad que en el caso de los transgénicos, a diferencia de
las variedades convencionales, antes de conceder el permiso de comercializacion se obliga a analizar.

En resumen, no se percibe la aparicién de nuevos posible riesgos ambientales por el uso de las
variedades transgénicas. Son los mismos de la agricultura convencional, aunque en este caso se intentan
determinar a priori mediante la realizacion de liberaciones controladas al medio. Por ello la cuestion clave
es conocer si el empleo de transgénicos acelerara la aparicidn de estos riesgos. Parece claro que no, siem-
pre que se mantengan y mejoren las normas de evaluacién que empleamos actualmente con las plantas
transgénicas.

Los transgénicos y el riesgo econémico

A quién benefician y a quién perjudican los transgénicos? La respuesta a esta pregunta difiere
en funcion de la parte del planeta donde la planteemos. Es evidente que en estos momentos la UE es el
area menos proclive a los alimentos transgénicos. Pero también es cierto que fuera de nuestro entorno la
comercializacion de estos productos gana cada dia mas mercados.

Analicemos en primer lugar los paises en vias de desarrollo. A menudo se ha aducido por parte de
los defensores de estos productos que con los transgénicos se acabara con el problema del hambre en el
mundo. Nada més Iejos de la realidad. Este problema podria ser resuelto hoy en dia mediante la distribu-
cién adecuada de los alimentos que se producen en cantidad suficiente para que nadie pase hambre. Por
desgracia, el reparto de excedentes alimentarios es un problema politico y no técnico, y sélo se solventara
con medidas politicas y sociales adecuadas. Sin ellas los transgénicos no pueden detener el hambre. Pero
si dichas medidas se produjeran, los cultivos transgénicos serian el complemento adecuado para combatir
el hambre en sociedades mal alimentadas. Aun asf los alimentos transgénicos pueden jugar un gran papel
en paises en desarrollo para mejorar problemas de productividad o déficit nutricional. Por eso cada dia un
mayor ndmero de estos paises apuestan por ellos.

El primero de ellos es la Republica Popular China. En la década de los ochenta enviaron muchos
cientificos a distintos paises a formarse en biologia molecular vegetal. A su vuelta les dieron fondos e
instalaciones y en muy pocos afios han creado grupos potentes en la produccién de cultivos transgéni-
cos que trabajaban fundamentalmente en el arroz. En la actualidad el gobierno chino financia a través
del Programa Nacional de Biotecnologia proyectos con mas de 130 variedades transgénicas y 100 genes
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concretos. China dispone de tecnologia propia patentada para la generacion de variedades transgénicas
de arroz. Ademas el gobierno chino ha hecho una apuesta muy firme por la tecnologia Bt, sobre todo en
el caso del algoddn. A todo ello hay que sumar el esfuerzo en gendmica. Es evidente que los cientificos
chinos disponen desde hace algunos afios de informacion gendmica privilegiada sobre el arroz y el pollo.
En esencia, China se ha convertido en un auténtico gigante de la transgenia. Por ello la respuesta de otros
paises vecinos en el sudeste asiatico no se ha hecho esperar. Por ejemplo, India ya cultiva 7,6 millones
de hectdreas de algoddn transgénico. En la actualidad el gobierno hindd financia 48 proyectos de plantas
transgénicas financiadas con fondos publicos que afectan a 15 cultivos distintos. Se han generado plantas
transgénicas de relevancia como variedades de arroz transgénicas resistentes a sequia y salinidad, arroz
con provitamina A libre de marcadores de resistencia, patatas y arroz con mayor contenido proteico o
patatas transgénicas Bt.

En Latinoamérica la situacion es similar. En Argentina, en |a Gltima campafia con soja convencional
cultivar una hectérea de soja costaba 182 délares. Actualmente cuesta 117 délares, a pesar de tener que
pagar mas por la semilla transgénica y por la adquisicion del herbicida. Estas cifras explican que el 98%
de la soja cultivada hoy en Argentina sea transgénica. En el primer semestre del 2002, en plena debacle
econémica por el corralito, el 60% de los ingresos que entraron en Argentina llegaron por exportacion de
soja transgénica. Por eso los consumidores argentinos aprecian la biotecnologia. Hay programas publicos
de investigacién e incluso una compafia de capital argentino con cientfficos argentinos que ha generado
una vaca transgénica llamada Pampa Il que en su leche produce hormona del crecimiento humano. Esta
(nica vaca es capaz de suministrar la cantidad necesaria de este farmaco para atender a todos los enfer-
mos latinoamericanos de enanismo hipofisario.

En Brasil, otro pafs del Mercosur, no estaba autorizada la plantacién de soja transgénica, pero
existia trafico ilegal de soja transgénica desde agricultores argentinos a brasilefios. En su campafia electo-
ral el Presidente Lula defendi6 el rechazo a los transgénicos. Tras llegar al poder comprobd que el 40% de
la soja plantada en Brasil era ilegalmente transgénica. No tuvo mas remedio que conceder en el afio 2003
una medida precautoria para comercializar de forma transitoria la soja transgénica ilegalmente producida.
En el 2005 se ha aprobado la comercializacion de soja transgénica y su produccion se ha disparado hasta
alcanzar los 15 millones de hectareas en el afio 2008. También en Paraguay y Uruguay, tras afios de oposi-
cién, se ha autorizado el cultivo de soja transgénica.

Pero sin duda en estos momentos el continente africano es la gran parcela de batalla por la
transgenia. Hay gobiernos que han hecho manifestaciones pdblicas a favor de la transgenia. Este es el
caso de Kenia y Uganda. Otros como Zambia han llegado a rechazar ayuda humanitaria en forma de maiz
transgénico aduciendo informes de organizaciones ecologistas sobre el potencial cancerigeno de dicho
producto. Es necesario recordar que estas afirmaciones carecian de algln dato cientifico que las avalaran
y que la propia Vicepresidenta de OMS viaj6 a Zambia para despejar dichos temores. Africa se percibe
en estos momentos como el continente que declinard la balanza. Tras la apuesta americana (Argentina
y EE.UU.) y la asiatica (China e India), si Africa acepta los transgénicos la UE quedarfa sola. Quizas este
hecho explique que recientemente las multinacionales Dow AgroScience, DuPont, Monsanto y Syngenta
han confirmado que cederan gratuitamente a la African Agricultural Technology Foundation la licencia de
sus patentes para proyectos de uso en paises africanos y que, por el contrario, el gobierno aleméan haya
prometido ayuda monetaria a algunos paises africanos si desarrollan normativas juridicas restrictivas en
torno a la comercializacion de estos alimentos.



Frente a todo esto, ;qué ocurre en la UE? Desde mediados de la década de los noventa los diri-
gentes europeos decidieron poner los cultivos y alimentos transgénicos en cuarentena. La presion de los
grupos ecologistas y los partidos verdes en contra de lo transgénico llegd a crear una atmdsfera asfixiante
contraria a estos desarrollos. Frente al riesgo de “hacer” y admitir estos nuevos desarrollos nuestros po-
liticos decidieron optar por la opcién del “no hacer”. Esta opcidn también tiene riesgos. La primera planta
transgénica se construy6 en el afio 1984 en la UE. Los cientificos europeos fueron pioneros en biotecno-
logia agroalimentaria. A lo largo de estos veinte afios las cosas han cambiado radicalmente. El resultado
desde la investigacion ha sido desastroso. El VI Programa Marco de la UE tuvo un recorte importante de
fondos para investigacion en estas tematicas y una cantidad importante de cientificos europeos decidieron
dejar sus laboratorios y emigrar a paises como Australia 0 EE.UU. donde su experiencia es reconocida
y financiada. Esta pérdida de cerebros en biotecnologia agroalimentaria ha ido unida a la decisién de
varias compafias multinacionales del sector que mantenfan instalaciones de investigacion en la UE de
desmantelarlas. De forma paralela una cantidad importante de pequefias y medianas empresas europeas
en biotecnologia han tenido que cerrar sus puertas. A nadie se le escapa la pérdida de competitividad que
implica esta situacién. Como consecuencia, recientemente la posicion de la UE ha variado y se denota que
la inmensa mayorfa de ministros europeos de agricultura o economia defienden los cultivos transgénicos.
En cualquier caso para todos ellos es claro que son una alternativa de futuro y que la UE esté a punto de
perder el tren de la oportunidad tecnoldgica que estos desarrollos suponen.

Podriamos concluir este apartado considerando que desde el afio 1996 a 2007 se calcula que el
cultivo de transgénicos ha suministrado a los agricultores que los usan unas ganancias econémicas de
aproximadamente 4,2X108 millones de délares. De esa cifra el 44% se debid a aumentos de productividad
y el 56% a reduccion de los costes de produccion. Conseguir esos mismos aumentos de productividad con
cultivos no transgénicos hubiese requerido un aumento de 43 millones de hectéreas adicionales en el pla-
neta con el consiguiente impacto ambiental. El resumen de todo lo expuesto es claro: la agricultura trans-
génica es un buen ejemplo de agricultura sostenible al que dificilmente puede renunciar la humanidad.

Percepcioén publica de los transgénicos

La aplicacion de la biotecnologia de los alimentos es cuestionada por una serie de organizacio-
nes, sobre todo grupos ecologistas y, en menor medida, sindicatos y grupos religiosos. Las criticas son
amplias y en general contraponen lo natural y lo ecoldgico a lo transgénico. Es indudable el respeto que
dichas criticas merecen pero es necesario analizarlas desde la realidad de la ciencia. En este complicado
panorama hay que afiadir un hecho obvio. El consumidor recibe informacion sobre estas tematicas a través
de los medios de comunicacién y las organizaciones que se oponen. La opinidn de los medios de comuni-
cacion estad en mas ocasiones de las deseadas forzada por el sensacionalismo, lo que aun complica mas la
situacion a la vez que introduce mayor perplejidad en el consumidor.

;Qué opina el consumidor en medio de todo este embrollo? Se estima que en el intervalo compren-
dido entre los afios 1984 y 2008 se han entrevistado a més de 100.000 personas, sobre todo en Europa,
Estados Unidos y Japén para conocer su opinién sobre la biotecnologia. Apenas se dispone de datos en
paises subdesarrollados. La heterogeneidad de las poblaciones encuestadas, del tipo de encuesta (telefo-
nica, escrita, entrevista personal), o de las preguntas, dificulta el obtener tendencias entre consumidores
de distintos pafses. No obstante es posible extraer ciertas caracteristicas propias de poblaciones. Asi, en
Estados Unidos el conocimiento sobre biotecnologia es bajo y su aceptacion alta. En Europa la situacion
es contradictoria: en los pafses del norte de Europa el publico tiende a estar informado acerca de esta

57



58

tecnologia y presenta objeciones éticas y morales; por el contrario, en los paises del sur el conocimiento
es menor y la aceptacién mayor. En cualquier caso, las opiniones varian en funcion del tiempo.

De las encuestas realizadas en la UE es posible extraer algunas generalidades. Hay un descono-
cimiento profundo sobre qué es biotecnologia, ingenieria genética y alimentos transgénicos y aun asi se
observa un rechazo frontal a todo aquello que implique la modificacion genética de animales. También
se detecta que las variedades vegetales transgénicas o la produccion de levaduras o bacterias lacticas
transgénicas que produzcan alimentos o bebidas fermentadas transgénicas son mejor aceptadas por el
consumidor, sobre todo si la modificacion genética afecta positivamente al producto final. Por Gltimo todas
las encuestas revelan que los consumidores europeos estan unanimemente a favor del etiquetado de los
alimentos transgénicos.

A la vista de todos estos resultados, uno de los puntos mas importantes de la discusion es como
enfocar el debate sobre los alimentos transgénicos. Hasta ahora éste siempre se ha situado en la compa-
racion entre la biotecnologfa de los alimentos y el resto de las biotecnologias, sobre todo la biotecnologia
farmacedtica. En esa situacion la balanza siempre estara decantada en contra de los alimentos transgéni-
cos porque la percepcién de beneficios es minima al existir alternativas.

La situacion seria distinta si el debate se enmarcara en que tipo de alimentacién queremos para
el futuro. Lo que el consumidor europeo demanda es, como dijimos al principio de este tema, mayor salud
por la alimentacion. En este marco los alimentos transgénicos estan bien posicionados por dos razones
fundamentales. La primera porque obtener alimentos eficaces contra determinadas metabolopatias como
la enfermedad celiaca, la inflamacién intestinal o determinadas alergias sélo seré abordable por ingenie-
ria genética. La segunda porque en la demanda de alimentos mas seguros, es decir, mejor evaluados, los
alimentos transgénicos llevan mucha ventaja al resto de alimentos. En estas claves se deberd escribir el
futuro de estos alimentos.

Genomica y alimentacién

En el afio 2003 se hizo publica la secuencia del genoma humano. Estamos compuestos por aproxi-
madamente 23000 genes, de forma que las interacciones de los mismos con el ambiente que nos rodea
da lugar a todas nuestras caracteristicas. Desde entonces, a pesar del poco tiempo transcurrido, se ha
generado una gran informacién sobre mutaciones en genes que explican que, entre otras cuestiones,
determinados individuos sean altos, perciban mejor un determinado perfume o tengan una predisposicion
genética a desarrollar un cancer, ser obesos o sufrir un infarto.

Podemos entenderlo mejor con un ejemplo. En uno de nuestros cromosomas hay un gen que
codifica una enzima crucial para mantener los niveles en sangre de un compuesto denominado homocis-
teina. Estos niveles deben ser los adecuados porque si aumentan el riesgo de padecer una enfermedad
cardiovascular es muy elevado. Pues bien, hay personas que presentan una mutacion en dicho gen que da
lugar a una enzima poco activa. Se denomina genotipo TT y quienes lo portan tienen un mayor riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares. El conocer el genoma de un individuo permite pensar en como
una dieta adecuada, lo que se conoce como intervencion nutricional, puede ayudar a paliar en parte estos
problemas genéticos. En este sentido y siguiendo con el ejemplo del genotipo TT, sabemos que una dieta
rica en acido folico puede contrarrestar el problema del exceso de homocisteina en sangre, por lo tanto,
bastara pautar este tipo de dietas en las personas con dicho genotipo para que su riesgo cardiovascular
se normalice.



Evidentemente, este tipo de actuaciones preventivas pasa por conocer el genoma de las
personas. Hay en marcha proyectos que persiguen secuenciar el genoma de cualquier ser humano
por menos de 1000 délares en unos pocos dfas. A esos precios y tiempos la aplicacién de esta tec-
nologia de secuenciaci6n sera obligatoria para las compafiias de seguros o los centros de medicina
preventiva.

Es claro el enorme potencial que el conocimiento del genoma humano puede tener en las pautas
de alimentacion, pero no serd menor el que tenga la secuenciacion de los genomas de otros organismos
vivos, por ejemplo los que tienen interés agroalimentario. Hasta ahora se han secuenciado totalmente
méas de mil genomas distintos y hay mas de tres mil setecientos proyectos de secuenciacion en marcha.
Algunos de ellos se refieren a animales, plantas o microorganismos de relevancia alimentaria, entre ellos
el arroz, la levadura panadera, la bacteria Bifidobacterium bifidum (usada en muchos productos probiéticos)
0 patdgenos responsables de toxiinfecciones alimentarias como Escherichia coli. El conocimiento de los
genes que componen el genoma de estos organismos permitira en el futuro conocer sus genes clave para
asf definir estrategias de mejora por genética clésica (la llamada mejora asistida por marcadores) o por
ingenieria genética, desarrollar mecanismos de defensa frente a su patogenicidad, o descubrir nuevas
funciones fisioldgicas con impacto nutricional.
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DISENO Y APLICACIONES DE HERRAMIENTAS MOLECULARES PARA LA
REPARACION DE GENES

(uillermo Montoya

Introduccién

Diferentes tipos de enfermedades son causadas por mutaciones en distintos genes del organis-
mo. En muchos casos estas enfermedades son incurables ya que no se pueden tratar al portar el paciente
la mutacién en su genoma. Dentro de este tipo de enfermedades podemos encontrar desde varios tipos
de cancer a distintas enfermedades monogénicas con Xeroderma Pigmentoso; Hungtington o la fibrosis
quistica.

Una posible estrategia para solucionar este problema serfa corregir las mutaciones de los genes
dafados para recuperar su funcién normal. La recombinacién homéloga es un mecanismo muy conservado,
involucrado en la reparacion de las roturas de la doble hebra de ADN, para mantener la integridad del ADN
genomico. Roturas de la doble cadena de ADN inducen especificamente, para su reparacion, recombina-
cion homdloga. Utilizando esta caracteristica, la recombinacion homéloga correctora inducida por cortes
especificos en el ADN esta surgiendo como una potente herramienta, para lograr la insercién y correccion
de genes dafiados. Trabajos recientes en ingenieria de proteinas han hecho posible el redisefio de endo-
nucleasas capaces de inducir recombinacién en genes especificos después de producir cortes en la doble
cadena de ADN del gen de interés, abriendo un camino para la aplicacion terapéutica de esta tecnologfa.
Esta aproximacion implica la introduccién en el nicleo celular de un fragmento de ADN con la secuencia
correcta del gen a reparar, que serviria como molde para la reparacion del gen, por recombinacién homélo-
ga, tras la rotura del gen a reparar usando endonucleasas especificas.

Las “homing endonucleasas”, también conocidas como Meganucleasas, son endonucleasas que
reconocen y cortan secuencias especificas de ADN de mas de 14 pares de bases, y en células vivas pueden
estimular la recombinacién homdloga, para la reparacion del sitio cortado, en un factor de méas de 10.000
veces. Las meganucleasas constituyen varias familias de proteinas que estan codificadas por intrones o
intefnas y cuyas secuencias diana se encuentran, generalmente, en los alelos homdlogos carentes de los
intrones o inteinas; el corte del ADN mediado por el enzima inicia la transferencia del elemento mévil

61



62

a la secuencia rota, mediado por un mecanismo de recombinacién homéloga inducida por la rotura de
la doble cadena de ADN. Estas enzimas han sido detectadas en todos los reinos biolGgicos: bacteria,
archaea y eukaria, dando una idea de la alta conservacion de este mecanismo genético. Gracias a su alta
especificidad dadas las grandes secuencias de ADN que reconocen, son las Gnicas endonucleasas capa-
ces de reconocer su Unico sitio de corte dentro del genoma eucariético permitiendo, asi, su uso para fines
terapéuticos.
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Figura 1. Actividad de restriccion y especificidad de los nuevos heterodimeros. a) secuencias diana de ADN WT y XPC. Las
regiones SNNN y 10NNN, aparecen recuadradas. En el texto las bases individuales se nombran con subindices wtA witB, xpcA y
xpeB, indicando la hebra de ADN donde se sitdan. b) Escision de ADN diana de I-Crel y los hetrodimeros in vitro. En la reaccion
se incubd 2 nM del ADN diana con concentraciones de proteina de 120, 90, 60, 40, 30, 20, 10, 7,5, 5, 3.5, 2, 1, 0,5, 0,25 y 0 nM
(Calles 1-15), 0 120 nM (Calle A), 0 nM (Lane B). c) Representacicn del ensayo de restriccién in vitro y C50 (Concentracion de
enzima necesaria para cortar 50% de 2 nM ADN diana).

La caracterizacion del proceso de “homing” llevé a imitar el proceso en células de mamiferos. El
grupo de Jasin usé un sistema donde un gen trazador (codificando para neomicina) fue interrumpido con la
secuencia de reconocimiento y rotura de |-Scel, y asf poder medir tasas de correccion en células NIH3T3 y
células ES. Utilizando un vector, con el gen de la meganucleasa I-Scel, para su expresion transitoria junto



con el gen de neomicina intacto (matriz de reparacion), se detectaron correcciones especificas con frecuen-
cias que iban desde 3x10° en células ES hasta 4x10* células 3T3. Otro grupo siguid la insercion de un frag-
mento reparador, también conteniendo neomicina en células NIH3T3 y PCVC7 y observaron procesos de
reparacion homaloga de entre 1,8x10*y 4x10*. Aunque se han identificado varios cientos de meganuclea-
sas, el repertorio de secuencias de ADN reconocidas por todas las meganucleasas es demasiado limitado
para hacer frente a la complejidad de un genoma completo. Por lo tanto, poder modificar la capacidad de
las meganucleasas para poder reconocer distintas secuencias diferentes a sus dianas naturales de forma
especifica podria solventar este problema.

El disefio de meganucleasas artificiales, con la capacidad de reconocer y cortar secuencias espe-
cificas de genes de interés para ser reparados es un campo de gran actividad. En el pasado, se han hecho

M Ini3, Amel3
™ 1ni4, Amel4

Figura 2. Estructura cristalogrdfica de los heterodimeros Ini3-4 y Amel3-4. Modelos de la superficie de la estructuras a) Ini3-4 y
b) Amel3-4 en complejos con ADN XPC. El ADN esta coloreado de acuerdo con las regiones de unién de cada mondmero (violeta
para Amel4, Ini4; verde para Amel3, Ini3 y rojo para los cuatro pares de bases centrales). Las mutaciones estan localizadas en la

superficie de la proteina en amarillo y azul para los monémeros 4y 3 respectivamente.
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intentos de fusionar dominios Zinc-Finger de unién a ADN a el dominio catalitico de la endonucleasa FokI,
para inducir recombinacion en varios tipos celulares, incluyendo células humanas de linfomas. Sin embar-
go, estas proteinas recombinantes tienen una alta tasa de toxicidad en las células a reparar debido a su
bajo nivel de especificidad. Teniendo en cuanta su funcién biol6gica y extremada especificidad las meganu-
cleasas ofrecen un excelente punto de partida, pero modificar su dominio de unién a ADN ha representado
un desafio complejo. De una manera mas general, modificar la especificad de sustrato de las proteinas que
cortan o recombinan ADN se ha demostrado complejo.

Diseio de meganucleasas contra el Xeroderma Pigementoso

El Xeroderma pigmentoso (XP) es una enfermedad monogénica caracterizada por la hipersen-
sibilidad a la luz ultravioleta. Las células de los pacientes con XP tienen un defecto en los mecanismos
de reparacion de escisién de nucleétidos, lo que limita su capacidad de eliminar el dafio inducido por la
radiacion ultravioleta al ADN, lo que ocasiona una fuerte predisposicion en estos pacientes a desarrollar
cancer de piel. El uso de endonucleasas de restriccion de corte raro -como las endonucleasas “homing”
(enzimas implicadas en la transferencia lateral de las secuencias genéticas que contienen sus dianas de
restriccion, HE's), también conocidas como meganucleasas -constituye una posible estrategia para reparar
lesiones del ADN. Las HEs se han identificado como bisturies moleculares de alta especificidad capaces
de reconocer y cortar dianas de ADN, permitiendo una eficiente transferencia dirigida de genes homélogos
a través de la recombinacién homologa inducida por la rotura de doble cadena. Dos derivados heterodi-
méricos redisefiados a partir del enzima |-Crel, (Amel3-4 e Ini3-4) son capaces de cortar el ADN del gen
humano XPC (XP grupo C), tanto in vitro como in vivo. Las estructuras cristalograficas de los complejos de
las variantes |-Crel unidas a su diana XPC de ADN, antes y después de la reaccion de escision, sugieren
que el mecanismo de reconocimiento y corte de restriccion por las HEs redisefiadas es parecido al meca-
nismo de la I-Crel de genotipo salvaje (wild type). Lo que es méas, estos derivados indujeron niveles altos
de “gene targeting” (técnica genética que hace uso de la recombinacién homéloga para reemplazar genes
enddgenos) en células de mamiferos, sin que se observara ninguna genotoxicidad. De acuerdo con estos
resultados, podemos concluir que es posible disefiar HEs que reconozcan y corten secuencias de genes
especificos, de este modo abriendo nuevas posibilidades para la ingenieria genémica y la terapia genética
en pacientes con XP cuya enfermedad puede ser tratada ex vivo.

Hemos desarrollado un método para la generacién de nuevas especificidades hacia el ADN basa-
do en el redisefio de cada region de unién al ADN para conseguir el reconocimiento y escision de secuen-
cias de ADN distintas. Variantes heteroméricas de |-Cre fueron generadas utilizando una combinacién de
un enfoque semi-racional con métodos de alto rendimiento para crear miles de derivados homodiméricos
de |-Crel con cambios locales de especificidad. Las nuevas variantes presentan mutaciones concentradas
en dos subdominios de unién a ADN distintos, y escinden secuencias que difieren de la diana palindrémica
de I-Crel en las posiciones + 8, +9, y +10 (1ONNN) o +3, 4, y +5 (bNNN, Fig. 1a). Se utiliz6 una estrategia
combinatoria para agrupar distintos grupos de mutaciones que reconocian las regiones TONNN y 5NNN,
en grupos de proteinas recombinantes de especificidades predecibles. Estos mutantes homoméricos com-
binatorios cortan en una diana combinada compuesta por un mosaico de las dianas de restriccion de sus
moléculas parentales. Los monémeros de estos mutantes homdiméricos pueden ser combinados mediante
co-expresion para crear proteinas heterodiméricas, aumentando de esta forma el nimero de dianas poten-
ciales. La genoteca de mutantes resultante fue utilizada para disefiar meganucleasas que escindieran una
secuencia del gen XP del grupo C contenida en el intrén entre los exones 3 y 4 del locus XPC humano.



El cribado en levaduras dio como resultado variantes heterodiméricas de I-Crel que escindian el
ADN derivado del gen XPC, pero no con el nivel de especificidad necesario para conseguir “gene targeting”
en células de mamifero. Este nivel de actividad podria ser debido a la secuencia de ADN XPC que difiere
de la secuencia del tipo salvaje (wild type, WT) no sélo en las posiciones T0NNN y 5NNN, sino también
en cuatro pares de bases centrales. El efecto de estas posiciones del ADN sobre la actividad de I-Crel no
esta claro. Se procedi6 entonces a la optimizacién de estas variantes por mutagénesis aleatoria seguida
de cribado para seleccionar proteinas con alto nivel de actividad. Las variantes optimizadas resultantes
tienen un residuo mutado cercano al sitio activo y algunas otras mutaciones que no estan implicadas direc-
tamente en la unién a ADN y la catdlisis. Estas enzimas escinden la secuencia diana XPC -la cual difiere en
17 bases del tipo salvaje - inducen la recombinacion dirigida. La estructuras cristalograficas de Amel3-4
e Ini3-4 unidas a ADN XPC fueron resueltas mediante el método de reemplazamiento molecular (Fig. 2a,b).
En presencia de CaZ+ y Mg2+ , las estructuras proporcionaban instantaneas de los estados de unién y
escision de la reaccion de catalisis, haciendo posible la comparacion entre estas variantes producidas por
ingenieria genética y el WT. Ya que el objetivo del disefio de HE es el producir herramientas para la inge-
nierfa genémica es de vital importancia el comprobar cual es el impacto de esta disminucion en la actividad
en un ensayo real de reemplazamiento dirigido de un gen. Hemos descrito con anterioridad un sistema
reportero cromosémico que contiene una diana de restriccion de meganucleasa para la comparacion de la
habilidad de diferentes meganucleasas para inducir “gene targeting” en un contexto cromosémico pareci-
do. Las frecuencias de reconocimiento de los heterodimeros fueron comparadas con la de I-Scel, utilizado
como estandar para los estudios de transferencia genética inducida por rotura de doble hebra (DSB), y la
de |-Crel. Se construyeron lineas celulares CHO con un sistema reportero lacZ insertado exactamente en el
mismo lugar cromosémico y difiriendo sélo en el lugar de reconocimiento de la meganucleasa. Las lineas
celulares resultantes que llevaban el gen lacZ inactivo podian ser utilizadas para determinar la eficiencia
de “gene targeting” -al producirse la reparacion de lacZ, cuando |-Scel, I-Crel o los heterodimeros Amel3-4
y Ini3-4 cortan en la diana XPC (Fig. 3a). La variante Amel3-4 fue casi igual de eficiente en su actividad (2,2
x 10%) como lo fueron I-Scel (11x10?) y I-Crel (7,0 x107%) utilizadas como estandares. Ademés, la variante
no optimizada de Ini3-4 indujo substancial “gene targeting” aunque menos eficiente que el heterodimero
optimizado Amel3-4. Por el contrario se observé una sefial muy pequefia o nula con los homodimeros o
en ausencia de meganucleasa. Por dltimo los heterodimeros Amel3-Ini4 y Amel4-Ini3, que contenian cada
uno, uno de los monémeros optimizados, mostraron niveles intermedios de actividad, consistentes con su
actividad de restriccion in vitro.

Para examinar los niveles de toxicidad debidos a DSB no especifico del heterodimero optimizado,
medimos los niveles de fosforilacion de las histonas H2AX (y-H2AX) y su localizacién en focos nucleares
en los sitios de DSB.

En células humanas MRC5, que contienen un sitio XPC enddgeno, tras ser transfectadas con Amel3-4
y bajo las mismas condiciones utilizadas para inducir recombinacion en el ensayo de gene targeting (Fig. 3a),
se observé una media de focos y-H2AX ligeramente por encima de nivel de fondo (Fig. 3b,c). Por el contrario
cuando utilizamos una nucleasa con dedo de zinc de primera generacion (ZFN) o una meganucleasa derivada
de I-Crel con baja especificidad (Mega X), los niveles de focos y-H2AX detectados fueron mayores (Fig.
3b,c). Por lo tanto podemos concluir que la meganucleasa de ingenieria genética Amel3-4 produce poca si
alguna escision en el sitio en células humanas, lo que demuestra que es una meganucleasa de alta especifi-
cidad comparable a |-Scel. Se obtuvieron resultados similares en células CHO-pi10_XPC2, en la linea parental
(CHO-K1) y en la linea XD17, que es una linea CHO-K1 deficiente en mecanismos de reparacion DSB (XRCC4-)
en la que se han visto focos y-HZAX persistentes tras irradiacion.
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Figura 3. Anélisis de la eficiencia de reparacion genética ejercida por las meganucleasas redisefiadas y controles de geno-
toxicidad a) Se disefié un modelo celular en células CHO-KT (CHO-pi 10_XPCZ2). La funcion del gen reportero LacZ se restaura
cuando se cotransfectan 2 ug del matriz de reparacion lacZ con 1 ug del vector(es) de expresién de la meganucleasa (Métodos

en la web). La linea celular que contenia el sitio de unién XPC fue transfectada solo con la matriz de reparacién de lacZ () o
conjuntamente con el(los) vector(es) de expresion de meganucleasa (homodimeros Ini3 e Ini4, homodimeros Amel3 y Amel4,
heterodimeros Ini3-4, Ini3-Amel4, Amel3-Ini4, Amel3-4, y I-Scel y I-Crel). Las barras de error representan la desviacion estandar
de los valores medidos. b) inmunocitoquimica de Y -HZAX. Se transfectaron células humanas MRC5 con 1 ug de plasmido(s)
codificante(s) de meganucleasas, nucleasas en dedo de zinc de primera generacion (Lwt-Rwt) con diana en el sitio IL2RG huma-
no8 o el vector vacio, y 200 ng de plasmado codificante de Proteina Ro

La ingenierfa de una proteina de unién a ADN es un gran reto. Los afios de intentos de modificar la
especificidad por el sustrato de enzimas de restriccion, o de trabajo con recombinasas, ilustran la dificultad de
la tarea, y los dedos de zinc producidos por disefio modular han sido la excepcién durante mucho tiempo. La
[-Msol ha sido redisefiada por ordenador recientemente para cortar un secuencia de ADN que difiere en dos
posiciones de su diana original. Nuestros resultados son indicativos de que esta estrategia no seria efectiva si
fueran necesarios grandes cambios en la secuencia de ADN. Sin embargo, nuestro estudio también demues-
tra que combinando una ingenierfa racional con un cribado de alto rendimiento, es posible redisefiar comple-
tamente las propiedades de reconocimiento de las meganucleasas y potencialmente de otras proteinas de
unién a ADN, sin alterar la actividad ni la especificidad. En células de pacientes la eficacia del gene targeting
inducido por DSB puede depender de varios factores incluidos la vectorizacion, la actividad de restriccion, la
competencia en recombinacién homdloga del tipo celular, y probablemente el estado de la cromatina del sitio



diana. En contraste, la especificidad dependera sélo de las propiedades intrinsecas de la meganucleasa dise-
fiada. La investigacion sobre células madre ha demostrado que se puede generar piel funcional con tan sélo
un 1% de células madre epiteliales. La combinacién de esta tecnologia con nuestras endonucleasas de disefio
destapa nuevas posibilidades para la terapia génica de pacientes con XP y otras enfermedades monogénicas,
como enfermedades hematoldgicas que podria ser tratadas ex vivo.
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Con el descubrimiento de la penicilina por Fleming y colaboradores y el posterior aislamiento
y aplicacién clinica de otros antibiéticos, se abrié una nueva etapa en la lucha contra las enfermedades
infecciosas al disponer de una baterfa de productos naturales producidos por microorganismos con ca-
pacidad de inhibir el desarrollo de otros microorganismos. Pero ademas, estos descubrimientos fueron
la base que permitié conocer en afios posteriores que muchos microorganismos podian ser una fuente
de compuestos con distintas actividades hioldgicas (tiles para la lucha no sélo contra las enfermedades
infecciosas sino también para combatir a muchos paréasitos, bloquear el desarrollo de insectos plaguicidas,
detener el desarrollo de células cancerosas o ayudar en los trasplantes actuando como inmunosupresores.
A esta variedad de compuestos se les ha dado el nombre de “productos naturales bioactivos”. Todos estos
compuestos han surgido a través de grandes programas de escrutinio (“screening”) llevados a cabo prin-
cipal, aunque no exclusivamente, por las industrias farmacéuticas y han dado lugar a los compuestos que
hoy en dia utilizamos a nivel farmacéutico u hospitalario (Fig. 1). Habitualmente estos productos naturales
son producidos por los microorganismos en pequefas cantidades, lo que dificulta su produccién a gran es-
cala con el fin de su comercializacion. Estas dificultades han sido resueltas generalmente por las industrias
farmacéuticas mediante programas de mutagénesis y seleccion encaminados al aislamiento de mutantes
superproductores de estos compuestos. Por otro lado, y siempre que la estructura quimica asi lo permite,
algunos de estos compuestos han sido sintetizados quimicamente como una alternativa al proceso biol6-
gico del cultivo del microorganismo productor en bioreactores o tanques de fermentacidn.

Sianalizamos dentro del mundo microbiano qué grupos de microorganismos son responsables de
la produccidn de estos productos naturales bioactivos, nos encontramos que un elevado porcentaje son
sintetizados por especies pertenecientes a un grupo de bacterias, denominadas actinomicetos, habitantes
habituales del suelo y que contribuyen a muchos procesos de biotransformacion de la materia organica.
El olor caracteristico de la tierra himeda se debe a la produccién de varias sustancias volatiles (como la
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geosmina) por estos microorganismos. Poseen un ciclo de desarrollo complejo pasando por fases plurice-
lulares miceliales y fases unicelulares. Se estima que de los aproximadamente 23.000 productos naturales
bioactivos producidos por microorganismos, distintas especies pertenecientes a los actinomicetos son
responsables de la produccién de aproximadamente el 75% de estos compuestos (Berdy, 2005). A pesar
del gran arsenal terapéutico del que se dispone, se requieren nuevos compuestos bioactivos capaces de
combatir la aparicion de bacterias multirresistentes a los antibidticos, el tratamiento de nuevos patdgenos
o enfermedades microbianas emergentes, el desarrollo de células tumorales resistentes a los farmacos
habituales o el tratamiento de tumores especificos. Aunque los programas clasicos de bisqueda de nuevos
productos naturales bioactivos siguen jugando un papel importante, existen hoy en dia nuevas alternativas
que pueden dar lugar a la obtencién de nuevos compuestos hioactivos o derivados de los ya existentes:

* Organismos marinos. Una de estas alternativas es la blsqueda de nuevos compuestos en nichos
ecoldgicos no muy explotados como son los fondos marinos. Un buen nimero de compafias farmacéuticas
y grupos académicos centran sus esfuerzos en el aislamiento de nuevos compuestos bioactivos a partir de
micro y macroorganismos procedentes de ambientes marinos.

* Quimica combinatoria. Esta tecnologia genera librerias de moléculas distintas, pero relaciona-
das estructuralmente, que pueden ser ensayadas utilizando tecnologias de alto rendimiento (“high-throug-
hput screening”) frente a organismos diana 0 ensayos enziméaticos especificos.

* Genomas microbianos. Con el desarrollo de la tecnologia de secuenciacion genémica el nimero
de genomas secuenciados esta creciendo exponencialmente y en este sentido la aplicacion de esta tecno-
logia a microorganismos productores de compuestos bioactivos esta permitiendo descubrir nuevas rutas
biosintéticas no conocidas hasta el momento en estos microorganismos.

* Biosintesis combinatoria. Finalmente, la biosintesis combinatoria, objeto de este articulo y que
se describe en mayor detalle a continuacidn.
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Figura 1. Estructura quimica de algunos productos naturales bioactivos producidos por microorganismos



Biosintesis combinatoria

El desarrollo de la tecnologia de ADN recombinante y la aplicacién de la ingenieria genética a
los actinomicetos han abierto importantes perspectivas en cuanto a la posibilidad de generar nuevos deri-
vados de productos naturales bioactivos actuando sobre los genes de la ruta de biosintesis de estos com-
puestos. Esta nueva tecnologia, denominada “biosintesis combinatoria”, pretende crear microorganismos
recombinantes a partir de microorganismos productores de un compuesto bioactivo conocido, que posean
nuevas combinaciones génicas no descritas en la naturaleza. En virtud de la flexibilidad de sustrato de los
enzimas del metabolismo secundario microbiano (responsables de la biosintesis de estos compuestos) es
posible introducir modificaciones quimicas (mediadas por enzimas microbianos) que den lugar a la genera-
cion de nuevos derivados, habitualmente no facilmente asequibles a la sintesis quimica.

La utilizacion de la biosintesis combinatoria requiere en primer lugar el aislamiento y caracteriza-
cién de los genes de las rutas de biosintesis a utilizar y la asignacion de funciones a cada uno de los genes
y sus productos génicos. Disponiendo de este conocimiento, es posible disefiar de modo racional que
combinaciones génicas necesitamos para dar lugar a la formacién del nuevo compuesto deseado en base
a su estructura quimica. Se describen a continuacion algunos ejemplos de la utilizacion de la biosintesis
combinatoria.

Identificacion de un nuevo compuesto bioactivo

Streptomyces antibioticus ATCC 11891 es el microorganismo productor del antibiético macrélido
oleandomicina. En el curso de estudios encaminados a identificar la presencia de rutas de biosintesis “si-
lenciosas” en este microorganismo, es decir, que no habian sido detectadas previamente por la ausencia
0 bajo nivel de expresion de las mismas, aislamos en nuestro laboratorio una serie de clones a partir de
una genoteca en césmidos que cuando se introducian en Streptomyces albus daban lugar a colonias que
presentaban una pigmentacion marrén-verdosa. El compuesto causante de esta pigmentacion fue aislado,
purificado y su estructura quimica elucidada mediante resonancia magnética nuclear y espectrometria de
masas, resultando ser un nuevo compuesto que se denominé “oviedomicina” y que inhibia el desarrollo de
distintas lineas celulares tumorales e inducia la apoptosis celular. Tras el aislamiento y caracterizacion de
los genes de la ruta de hiosintesis de oviedomicina, se generaron una serie de derivados mediante biosin-
tesis combinatoria que presentaban distintos grados de actividad frente a lineas celulares tumorales (Fig.
2) (Méndez et al., 2002; Lombd et al., 2004a, 2009).

Generacion de un derivado de un compuesto antitumoral a través de un proceso mas eficaz

Un ejemplo interesante de las aplicaciones de la biosintesis combinatoria esta relacionado con la
produccion de un tipo de antraciclina (epirubicina) de gran utilidad clinica en la quimioterapia del cancer.
Las antraciclinas son un importante grupo de compuestos que inhiben el desarrollo de distintas lineas ce-
lulares tumorales por lo que algunos componentes de esta familia tienen aplicacion terapéutica en la lucha
frente al cancer. La doxorubicina (adriamicina) y su derivado 4'-epidoxorubicina (epirubicina) son dos de
estos agentes antitumorales. Estos dos compuestos difieren nicamente en la configuracién absoluta del
C-4 del azdcar que forma parte de su estructura, de modo que ambos compuestos son epimeros. Desgra-
ciadamente, la utilizacion de estos compuestos en el tratamiento del cancer, conlleva efectos secundarios
no deseados, uno de los cuales es su cardiotoxicidad. Sin embargo, |a epirubicina es un compuesto mejor
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tolerado que la doxorubicina lo que permite la utilizacién de mayores dosis acumulativas antes de que se
produzca la cardiotoxicidad. Esto se debe probablemente a que en el hombre existe un proceso de detoxifi-
cacion de |a epirubicina mediante su conversion a derivados mas facilmente eliminables. La produccién de
epirubicina es un proceso semisintético que transcurre en dos fases. Por un lado, una fermentacién micro-
biana para producir doxorubicina utilizando el microorganismo productor Streptomyces peucetius. Tras la
purificacion de la doxorubicina, ésta es ahora utilizada como materia prima para su conversién a epirubicina
mediante sintesis quimica. Este es un proceso complejo que requiere un gran ndmero de pasos de sintesis
organica y en el que tiene lugar la formacién de mezclas anoméricas que deben ser separadas mediante
cromatograffa. El grupo del Dr. Richard Hutchinson de la Universidad de Wisconsin (U.S.A) en colaboracion
con cientificos de la compafiia farmacéutica Pharmacia-Upjohn, disefiaron un método alternativo para la
produccion de epirubicina mediante la manipulacién genética de la ruta de hiosintesis de doxorubicina
en el microorganismo productor (Madduri et al., 1998). Estructuralmente, la doxorubicina posee un anillo
tetraciclico denominado €-rodomicinona al que se encuentra unido un azicar (L-daunosamina), el cual es
esencial para la actividad bioldgica de la doxorubicina. Hutchinson y colaboradores, identificaron todos los
genes que forman parte de la ruta de biosintesis de doxorubicina y, entre ellos, el gen dnmV, que participa
en la biosintesis del az(car daunosamina, dando lugar a la formacion de un enzima encargado de reducir
a hidroxilo el grupo ceténico en posicion 4 antes de que este azlcar sea transferido a la €-rodomicinona.
Mediante ingenieria genética, crearon un mutante a partir del microorganismo productor de doxorubicina
en el que inactivaron el gen dnmV, de modo que este mutante fuese ahora incapaz de sintetizar doxorubi-
cina, al no poder finalizar la sintesis del azlcar daunosamina. Este mutante acumulaba por tanto el anillo
tetraciclico no glicosilado, €-rodomicinona. Para producir epirubicina se introdujo en este mutante el gen
eryBIV, procedente de la ruta de biosintesis de eritromicina, que también codifica para una cetoreductasa.
Sin embargo, en este caso, esta reductasa genera un epimero de la daunosamina invirtiendo la configu-
racion absoluta del hidroxilo en posicién 4 del azdcar formando de este modo 4-epidaunosamina en vez
de daunosamina. El resultado fue que el mutante recuper6 la capacidad de producir un compuesto activo
pero, en esta ocasion y como era de esperar, el producto final no era doxorubicina sino epirubicina. Este
experimento ilustra cdmo la biosintesis combinatoria puede intervenir en un proceso de biosintesis de un
compuesto bioactivo modificando la configuracion absoluta de alguno de los centros quirales del compues-
toy facilitando de este modo la produccién de un compuesto nuevo y evitando, en este caso, el empleo de
rutas sintéticas que implican un proceso mucho méas complejo.

Expresion heterdloga de una ruta de biosintesis

En ocasiones, un compuesto bioactivo es producido por un microorganismo que plantea algin
problema debido a su lento crecimiento, la baja productividad del compuesto, dificultades para su cultivo
en el laboratorio o de dificil manipulacién genética. En estos casos, puede ser muy conveniente la produc-
cién de ese compuesto bioactivo en otro microorganismo que no plantee los problemas mencionados. La
biosintesis combinatoria puede facilitar en estos casos la resolucién del problema a través de la expresion
heter6loga de los genes de biosintesis de ese compuesto bioactivo en otro micoroganismo. Este es el caso
de las rutas de biosintesis de dos antitumorales como la tiocoralina y la rebecamicina, producidos por dos
actinomicetos. Ambas rutas fueron expresadas en Streptomyces albus 'y Streptomyces lividans (Sanchez
et al., 2002; Lombd et al., 2006a). En ambos casos, la productividad de estos compuestos tras su expresion
en otro microorganismo mejord en relacién a la misma en el microorganismo productor original.



Generacion de nuevos derivados

La hiosintesis combinatoria alcanza su mayor exponente y capacidad a la hora de generar nuevos
compuestos hioactivos derivados de compuestos parentales de actividad conocida. De este modo y, en vir-
tud de la flexibilidad de sustrato de los enzimas del metabolismo secundario, se pueden obtener derivados
a partir de un compuesto bioactivo de interés con modificaciones quimicas no facilmente accesibles a la
sintesis quimica. Se describen a continuacién dos ejemplos de generacién de derivados de dos antitumo-
rales como son la mitramicina y la estaurosporina.
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Figura 2. Estructura quimica de la oviedomicina (ovm) y algunos derivados generados mediante biosintesis combinatoria y deter-
minacion de la Gl , frente a tres lineas celulares tumorales

Biosintesis combinatoria y generacion de nuevos derivados de mitramicina

La mitramicina (marca registrada como Plicamicina) es un compuesto antitumoral perteneciente
a la familia del acido auredlico (Fig. 3). Es sintetizada por Streptomyces argillaceus y presenta aplicacion
clinica en el tratamiento de algunos tumores testiculares, enfermedad de Paget, hipercalcemias e hiper-
calciurias (Lombd et al., 2006b). La ruta de biosintesis de mitramicina en este microorganismo ha sido
clonada y caracterizada (34 genes) en nuestro laboratorio y se han generado mutantes en casi la totalidad
de los genes de la misma. Se han aislado y caracterizado estructuralmente los intermediarios biosintéticos
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acumulados por los distintos mutantes, lo que ha permitido asignar funciones especificas a cada uno de los
genes. De este modo se han aislado una serie de compuestos (Fig. 4), muchos de los cuales presentan acti-
vidad antitumoral. Uno de estos compuestos, mitramicina SK (Fig. 3), presenté mejores niveles de actividad
frente a distintas lineas celulares en comparacion con la mitramicina, asf como menor toxicidad celulary,
en particular, frente a lineas celulares de melanoma y cancer de célon (Remsing et al., 2003; Bataller et al.,
2008).

H;C OCH; OH
HO :
HO

HO

OH Mitramicina SK

Figura 3. Estructuras quimicas de la mitramicina y la mitramicina SK
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La mitramicina posee en su estructura un disacarido y un trisacarido, cadenas sacaridicas im-
portantes para su interaccién con el ADN vy, por tanto, para la actividad biolégica. Con el fin de alterar el
modelo de glicosilacién de la mitramicina y de este modo generar nuevos derivados con distinto perfil de
glicosilacion, se introdujeron en el productor de mitramicina distintos plasmidos replicativos, cada uno de
ellos capaz de conferir al huésped la capacidad de sintetizar un desoxiaztcar diferente (olivosa, micarosa,
amicetosa, rodinosa, etc) tanto en forma D como en forma L (Rodriguez et al., 2002; Lomb6 et al., 2004b;
Pérez et al., 2005, 2006; Baig et al., 2008). De este modo se puede ensayar la flexibilidad de sustrato de
las distintas glicosiltransferasas en cuanto al donador de azlicares. Como resultado de estos estudios se
obtuvieron una serie de nuevos derivados glicosilados de la mitramicina, todos ellos presentando actividad
antitumoral, y algunos con mejores indices farmacoldgicos que la propia mitramicina, como es el caso del
derivado en el que se sustituy6 el azlcar terminal del trisacarido D-micarosa por D-digitoxosa.

Biosintesis combinatoria y generacion de nuevos derivados de indolocarbazoles

La estaurosporina y la rebecamicina (Fig. 5) pertenecen a la familia de los indolocarbazoles y son
sintetizados por Streptomyces longisporoflavusy Lechevaliera aerocolonigenes, respectivamente. A pesar
de su semejanza estructural, poseen diferentes modos de accién. Asi, estaurosporina es un inhibidor de
protein quinasas, mientras que rebecamicina es un inhibidor de ADN topoisomerasas | (Sanchez et al.,
2006). Todos los genes que componen las rutas de biosintesis de ambos compuestos han sido clonados y
caracterizados en nuestro laboratorio y ambas rutas se han expresado heterélogamente en Streptomyces
albus, dotando a este microorganismo con la capacidad de producir ambos compuestos bioactivos (San-
chez etal., 2002; Salas et al., 2005). Mediante biosintesis combinatoria se han generado mas de 60 nuevos
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indolocarbazoles hibridos entre rebecamicina y estaurosporina, conteniendo 4tomos de cloro en distintas
posiciones de la molécula y con alteracién en los perfiles de glicosilacion (Fig. 6) (Salas et al., 2005; San-
chez et al., 2005, 2009; Salas and Méndez, 2009). Estos derivados han sido ensayados frente a un panel
de 60 protein quinasas con el fin de detectar su actividad inhibidora y la especificidad de accién de estos
inhibidores. La mayor parte de estos nuevos derivados fueron activos a concentraciones nanomolares
presentando algunos de ellos especificidad de accion frente a quinasas especificas, sin causar un efecto
inhibidor generalizado.
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Introduccién

Las hepatitis virales cursan con grado variable de necrosis hepatica por virus preferentemente
hepatotropos: virus A, B, C, D, E, F, Gy TT. Solo la tercera parte de la hepatitis virales (HV) en la infancia
es levemente sintomética. Cursan con aumento de transaminasas y, si persisten mas de 6 meses, significa

cronicidad. Las mas relevantes en la infancia son las causadas por los virus A, By C (TABLA).

TABLA.- Caracteristicas generales de los principales virus hepatotropos en niiios

VHA VHB VHC
FAMILIA Picornavirus Hepadnavirus Flavivirus
SINTOMAS preferentemente  |astenia, anorexia astenia, anorexia astenia, anorexia
asintomaticos decaimiento decaimiento decaimiento
ictericia, nauseas ictericia, nauseas ictericia, nauseas
z - parenteral, sexual, parenteral, sexual,
TRANSMISION Sl contactos, TP, TH contactos, TP, TH
CRONICIDAD no HC, cirrosis, CHC HC, cirrosis, CHC
GENOMA ARN ADN ARN
f Ag HBs, Ag HBc
ANTIGENOS Ag VHA Ag HBe core E1, E2, NS3
INCUBACION 1m (15-50dfas) 4m (45-160 dias) 2m (15-150 dias)
Havrix® (GSK) Engerix® (GSK)
VACUNAS Vaqgta® (Merck) Recombivax® (Merck) no
- IFN; IFN-PEG IFN PEG +
TRATAMIENTO o precisa lamivudina ribavirina
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HEPATITIS A

Agente causal

Elvirus A de la hepatitis (VHA) es una particula esférica pequefia, de 27 nm.que no tiene envuelta.
Contiene una sola banda de ARN, de 7400 nucleétidos y su estructura genémica es similar a la de otros
Picornavirus, aunque se diferencia de ellos en que su replicacion in vitro es lenta y poco eficiente. Sélo se
ha identificado un serotipo humano y cuatro genotipos estables que permiten distinguir su transmisidn.
El VHA produce efecto citopatico. La eliminacion del virus in vivo parece estar mediada por la accion de
linfocitos CD8 sobre los hepatocitos infectados.

Epidemiologia

La hepatitis A es una enfermedad de distribucién mundial. Las cifras de su incidencia estan
subestimadas, méas de 1,5 mill/afio, dado que la mayor parte de los pacientes son asintomaticos y, por lo
tanto, un alto porcentaje no se detecta ni puede comunicarse a las autoridades sanitarias. Su incidencia
varfa desde el punto de vista geogréfico, con amplias diferencias entre distintos paises e, incluso, dentro
del mismo pais o ciudad. El grado de desarrollo sanitario, higiene y hacinamiento, influye de forma mar-
cada en el nimero de infecciones: En zonas muy pobladas, con malas condiciones higiénicas, la infeccién
es temprana, hacia los 6 afios, la prevalencia es superior al 90% y es asintomatica. Estas zonas de alta
endemicidad pertenecen a parte de América del Sur y Africa, Sudeste Asiatico y Medio Este. En ellas, la
incidencia de hepatitis A varfa entre 41 y 150 por 10° habitantes/afio. Su via de contagio es de persona a
persona, por agua y alimentos contaminados. Un segundo patrén, de endemicidad intermedia, aparece
en zonas de Brasil, China y Latinoamérica, con mejor higiene. En ellas, los nifios se infectan en la adoles-
cencia y juventud, la incidencia varia entre 11y 40 casos/10° habitantes/afio y su contagio se produce de
manera similar. En paises desarrollados, como Estados Unidos, Australia, Japon y Europa, con baja ende-
micidad, los adultos son los susceptibles al contagio, sintoméaticos y con riesgo de infectarse al viajar a
zonas endémicas. En ellos la incidencia es inferior a 11x 10° (AEP Manual de Vacunas de Pediatrfa, 2001).
La mejorfa de las condiciones de higiene y la profilaxis activa y pasiva frente al VHA han reducido la preva-
lencia y la incidencia de la enfermedad, asi como retrasado la edad del contagio. El Center Disease Control
ha comunicado una disminucion de la incidencia de hepatitis aguda global de 92%, desde 1995 a 2007.
Espafa se encuentra actualmente entre los paises de endemicidad intermedia-baja. El Centro Nacional de
Epidemiologia, ISCIII, informd que en 2005 la incidencia era de 2,87 casos/100.000 habitantes.

La transmision del VHA tiene lugar fundamentalmente por via entérica, fecal-oral, bien por con-
tacto de persona a persona o a través de comida o agua contaminada por vertido de residuos. El consumo
de moluscos o pescado crudo infectado es un frecuente factor de transmisién, responsable en ocasiones
de importantes brotes de hepatitis A.

EI' VHA se reproduce o replica, fundamentalmente, en el higado de personas infectadas. Es excre-
tado con la bilis y aparece en heces entre una y dos semanas antes de la clinica. En la semana posterior
disminuye su presencia en heces y finaliza el periodo de infectividad. Los nifios y lactantes suelen excretar
el VHA durante un periodo més prolongado que los adultos, hasta incluso de varios meses tras el inicio de
las manifestaciones clinicas.

El ARN del VHA (ARN-VHA) puede ser detectado en sangre durante todos los periodos de la en-
fermedad e, incluso, hasta 30 dias después de su inicio, pero el contagio parenteral es una rareza al no
haber portadores cronicos. La via sexual es relevante en la adolescencia y en los expuestos a practicas



sexuales oroanales. La transmision perinatal, de la madre al feto, es escasa 0 ausente y su mecanismo
es desconocido. El recién nacido (RN) puede infectarse durante el nacimiento, al entrar en contacto con
heces maternas contaminadas. El mayor riesgo de contagio en la infancia aparece en comunidades don-
de suceden brotes recurrentes de hepatitis A, especialmente nifios entre 3 y 5 afios y sus cuidadores. El
contagio nosocomial del VAH es poco frecuente. En nifios con retraso mental, institucionalizados, la
incidencia del VHA es mayor, dependiendo de la ocasional entrada de un nuevo residente casualmente
infectado. La transmisién escolar de nifio a nifio no es usual por lo que, ante la aparicion de varios casos
en un mismo centro, debe investigarse una posible fuente de infeccion comun. Todas estas poblaciones
constituyen grupos de riesgo de infeccién por VHA y habria que considerarlas en un programa sistemético
de profilaxis activa.

Clinica

Tras un periodo medio de incubacién de 28 dias (rango, 15-50), la enfermedad se puede presentar
con o sin sintomas. Cuando es sintomética se identifica como forma aguda y cursa con prédromos inespeci-
ficos, generalizados o de predominio gastrointestinal, fiebre, malestar general, astenia, anorexia, nduseas,
vémitos, dolor abdominal, artralgias y mialgias. Sintomas catarrales como rinorrea, tos, fotofobia y cefalea
también pueden aparecer en nifios. Tras esta sintomatologia inicial, ocasionalmente tienen coluria e icteri-
cia. No es frecuente tener visceromegalia y el nimero de sintomaticos aumenta con la edad. La hepatitis A
es leve, e incluso inaparente, en la mayoria de los casos infantiles. Raras veces es colestasica, y entonces
cursa con ictericia prolongada que puede acompafiarse de prurito y siempre con buena evolucién. Puede
ocurrir hepatitis fulminante (0,4%, rango 0,1-2%) que depende de la edad, en < 14 afios es de 0,1% v, en
mayores, de 1,1%. La tasa global de mortalidad es de 2-4%o, siendo inferior a 1%o en nifios < 15 afios y
aumentando con la edad. El fallo hepatico fulminante es causa de trasplante hepatico. La infeccion puede
cursar con complicaciones en otros 6rganos, por los inmunocomplejos, pero es rara en la infancia.

Los sintomas persisten menos de dos meses, aunque entre el 10 y 15% presenta un curso mas
prolongado o recidivante. Las recaidas son méas frecuentes en la infancia y cursan con nuevo incremento
de transaminasas, IgM antiVHA en suero y AgVHA en heces. Esta infeccién nunca se cronifica.

Diagnostico

Se sospecha por el aumento, casi siempre casual, de aminotransferasas, entre 10y 100xN UI/L. El
incremento del tiempo de protrombina es signo de gravedad.

El diagndstico de infeccién aguda se confirma con la positividad de los anticuerpos IgM frente a
las proteinas de la capside viral (IgM antiVHA). Los anticuerpos IgG aparecen en pocas semanas del inicio
de la enfermedad, son neutralizantes y proporcionan inmunidad durante toda la vida, lo que les convierte
en un buen marcador de prevalencia.

Prevencion

Como ya se ha dicho, la incidencia y la prevalencia de hepatitis A han ido disminuyendo en las
(ltimas décadas en los paises desarrollados pero, a pesar de ello, continta siendo un problema importante
de salud publica. Ademas, la poblacién inmigrante contribuye a la difusion de la infeccidn, al ir a lugares
de baja endemicidad. Deben adoptarse mecanismos para evitar el contagio. Son de 3 tipos:
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1. Medidas generales de educacion sanitaria general y a grupos de riesgo, potabilizacién del
agua, control de residuos, optimizacién de la higiene y vigilancia de seguridad alimentaria.

2. Inmunoprofilaxis pasiva con inmunoglobulina polivalente (IG). Es (til, y de efecto inmediato,
tanto en preexposicién como postexposicién. Antes del previsible contacto se emplea en dosis de 0,02
ml/kg, intramuscular, con otra aplicacién dentro de las dos semanas posteriores a la exposicién. Protege
durante 2-3 meses. Con una dosis de 0,06 ml/kg se consigue una profilaxis efectiva, de mas del 85%, y su
efecto es mas prolongado.

3. Inmunoprofilaxis activa, con vacuna. Dos estrategias: vacunar a los grupos de riesgo y va-
cunacion universal. La OMS (2002), aconsejé aplicar una u otra segun la prevalencia del pais. En las zonas
de alta endemicidad no recomienda la vacunacién universal. En zonas de endemicidad intermedia, al poder
haber adultos susceptibles de infectarse, si la aconseja. En paises donde la endemicidad es baja, la OMS
aconseja vacunar dnicamente a los grupos de riesgo, especialmente adultos viajeros. Ocasionalmente, la
profilaxis puede urgir y entonces debe ser mixta, con una sola dosis de |G y otra de vacuna.

El coste de la vacuna no debe limitar su implantacion, ya que los andlisis de coste-eficacia han
encontrado mas efectiva la vacunacion universal (Comité Asesor de Vacunas de la AEP).

En Espafia existen dos vacunas frente al VHA y ambas estan inactivadas y son innocuas y seguras.
La vacuna Havrix® se obtiene a partir de la cepa HM175 cuyo virus inicialmente procede de heces huma-
nas infectadas e inoculadas en células diploides humanas. Se inactiva con formaldehido y se adsorbe con
hidroxido de aluminio, como adyuvante. Tiene dos presentaciones, la pediatrica, con 720 U (ELISA) y la de
adultos con 1.440 U.

La otra vacuna, Vaqta®, deriva de la cepa CR326Fque procede del mono. También el virus esta
inactivado con formol y adsorbido con sales de aluminio amorfo como adyuvante. La dosis es de 50 U/mly
su presentacion pediatrica es de 25 U.

La pauta para ambas vacunas es de 2 dosis, recomendando la 2° a los 6-12 meses de la primera.
Son altamente inmunogénicas y logran seroconversién con titulos altos y duraderos de anticuerpos neu-
tralizantes. Su inmunogenicidad es elevada, obteniéndose niveles protectores de anticuerpos, del 97 al
100 % en nifios entre 2 y 18 afios, que aumentan al 100% tras la segunda dosis. En nifios < 2 afios de edad
expuestos a contagio, se recomienda |G, ya que la presencia de los anticuerpos adquiridos de forma pasiva
desde la madre podria interferir con la inmunogenicidad de la vacuna. Presentan asumibles acontecimien-
tos adversos (AA)

La administracion concomitante de otras vacunas (hepatitis B, DTPa, polio, meningocdcica, He-
mdfilus B, fiebre amarilla y tifoidea) no interfiere con la respuesta inmune. Por ello, si se decide su uso
universal, puede administrarse con comodidad y de forma simultdnea dentro del calendario vacunal en
nifios mayores de dos afios. La vacuna combinada con |a de hepatitis B es igualmente inmunogénica para
ambos virus y mas practica, Twinrix®, y consiste en 10mcg de AgHBs (VHB) y 360 U de la vacuna VHA.
(Bernaola y cols 2009, Stojanov y col. 2008)

Tratamiento

No precisa, se recomienda barrera entérica y terapia sintomatica.



HEPATITIS B

Agente causal

El virus B de la hepatitis (VHB) pertenece a la familia de los Hepadnavirus. Tiene morfologia esfé-
rica y consta de una cubierta externa, en la que se localiza el antigeno de superficie (AgHBs) y una nucleo-
capside interna. Esta Gltima contiene una molécula circular y parcialmente bicatenaria de ADN, con una
cadena completa de 3,2 kb y otra incompleta de menor longitud, el antigeno del core (AgHBc), el antigeno
e (AgHBe) y la enzima ADN-polimerasa (ADN-p) implicada en la replicacion viral (Figura 1).

Figura 1. Virus hepatitis B

La cadena completa del ADN VHB contiene cinco secuencias de lectura abierta, tramos de
codones que se solapan entre si, denominadas S, C, P, X y la proteina procesadora de ARNm. Cada una
de ellas codifica diferentes proteinas. Asi, la S da lugar a las proteinas de la envuelta o AgHBs; la C,
dividida en las regiones precore y core, codifica para el AgHBc y el AgHBe; la P codifica para la ADN-p y
la X para una proteina denominada HBx. Se han descrito mutaciones en la secuencia de alguna de estas
regiones que dan lugar a modificaciones en el producto final, con relevancia en el curso y tratamiento
de la enfermedad.

El VHB no es citopéatico sino que la afectacion hepatica esta mediada por el sistema inmune del
huésped, fundamentalmente células T citotéxicas y citoquinas, al reconocer los antigenos diana expresa-
dos en la membrana de los hepatocitos infectados por el VHB y lisarlos.

Epidemiologia

De los 2 billones de personas vivas en el mundo que han sido infectadas en algiin momento por
el VHB, al menos 350 millones son, en la actualidad, portadores crénicos de la infeccién, con una morta-
lidad de 6°1,2° mill/afo. Este grupo es susceptible de desarrollar, a lo largo de su vida, complicaciones
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importantes, como cronicidad (HC), fallo hepético, cirrosis 0 CHC (15-40% de las HC), ademds de constituir
el reservorio viral de nuevas infecciones. El tiempo evolutivo de la enfermedad es uno de los principales
factores implicados en el desarrollo de las complicaciones, motivo por el que el control de la enfermedad
en la infancia es fundamental.

La prevalencia del VHB no es uniforme mundialmente y ha tenido un cambio sustancial desde
que se aplicaron normas de deteccion del AgHBs en sangre de donantes, que disminuyeron la transmisién
parenteral y, sobre todo, con la implantacion en la infancia de la vacunacion universal. Segln su presencia,
la endemicidad global se clasifica actualmente en: alta, > 8 % (sudeste Asiético, Africa, Latinoamérica,
China y este de Europa), que cursa con 60% de riesgo de infeccion crénica y es mas prevalente en nifios,
intermedia, 2-7% (sur de Europa, América, Asia Central y Medio Este), caracterizada por una tendencia a
la cronicidad de 20-60% y baja, < 2%, més frecuente en pafses industrialmente desarrollados, evolucién
menor del 20% a infeccion cronica y con prevalencia en grupos de riesgo. En Espafia, la incidencia anual
actual es de 100-150 casos/10° habitantes y la de portador crénico de 0,7-2% desde la vacunacion uni-
versal, que comenzd en 1992 (Dominguez y col, 2008, Margolis y col, 1990, Salleras y col, 2000 y Datos
de la Memoria Anual de Actividades del centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana, 1992). El
AgHBS puede estar en todos los fluidos corporales y sus vias de transmisién son a través de sangre, saliva
o semen. En la infancia, la via preferente es la perinatal (TP), de madre a hijo.

Transmision perinatal

Esta via es importante en pafses de alta endemicidad. Las gestantes pueden transmitir la in-
feccion al hijo a través de la placenta, con paso del AgHBs al feto, en el canal del parto y mediante un
contacto estrecho entre ambos. En caso de hepatitis aguda de la gestante, la transmision al RN es mayor
cuanto mas préxima al parto haya sido la adquisicion de la infeccion (3% trimestre). En HC, la posibilidad
de contagio depende principalmente del grado de replicacion viral (RV). Si la infeccién es muy activa y la
gestante, ademas del AgHBs tiene en suero AgHBe o ADN VHB, la tasa de transmisién oscila entre 80
y 95%. Cuando la replicacion es casi inaparente y la madre es portadora del AgHBs y del antiHBe, la TP,
en caso de presentarse, lo hace con una tasa inferior al 20% (0-20%). La tasa de AgHBs en embarazadas
es menor del 1% en paises desarrollados y, de ellas, entre 5y 7% tienen AgHBe, asi que dos de cada mil
nifios tendrian probabilidad de infectarse en el periodo neonatal. Por todo ello, se debe determinar siste-
maticamente la presencia de AgHBs a todas las embarazadas en el tercer trimestre de la gestacion y, si es
positivo, aplicar profilaxis activa y pasiva al RN. La mayor frecuencia de TP ocurre en el parto, por solucio-
nes de continuidad en la piel del RN que facilitan el contacto con sangre o fluidos maternos. Sin embargo,
la practica sistematica de cesarea no disminuye la tasa de TP, por lo que no esté contraindicado el parto
vaginal. El AgHBs est& también en la leche materna pero tampoco la lactancia artificial ha disminuido el
porcentaje de transmisién de la infeccion.

La TP suele cursar con inmunotolerancia viral, lo que produce la referida mayor tendencia a la
cronificacion.

Transmision horizontal

La infeccién por VHB podria ocurrir en la infancia, antes de la vacunacién universal, al convivir
con algln pariente infectado, a través de objetos compartidos, contaminados con sangre o secreciones.
Asi, en este medio familiar, el riesgo de infeccion entre los convivientes era cuatro veces superior al de la



poblacion general. Un riesgo similar aparecia en instituciones cerradas, que era mayor en caso de nifios
minusvalidos psiquicos, especialmente en el sindrome de Down, quiza por su alteracion inmunitaria.

Transmision sexual

Esta via tiene importancia durante la adolescencia en los no vacunados, y se debe al desprecio por
las normas sanitarias, especificas, de proteccion. La practica homosexual aumenta el riesgo de contagio,
también en adolescentes (9%), siendo factores de riesgo la promiscuidad y el sangrado, lo cual es més
frecuente en el receptor sexual. Ya que la mayor incidencia sucedia entre 15y 24 afios, en 1991 se puso en
marcha el programa de vacunacion universal frente al VHB en adolescentes, concretamente a la edad de
12 afos, consiguiéndose un descenso entre los afios 92 y 96, de hasta 49% en la tasa de infeccién aguda
en este grupo etario.

Transmision parenteral

Desde el cribado de AgHBs en donantes, esta transmisién ha disminuido considerablemente. Sin
embargo, un nimero impreciso de unidades de sangre podria estar contaminada al detectar solo AgHBs en
donantes, situacién mejorable al determinar antiHBc o ADN VHB (Sacher y col, 2000). Finalmente, proce-
dimientos de biologfa molecular permitirian detectar donantes infectados con la infrecuente mutacion S,
incapaces de expresar el AgHBs.

También los usuarios de drogas por via parenteral (UDVP), evolutivamente frecuente en adoles-
centes, son grupo de riesgo de infeccién (5-10%), lo cual va en aumento. El contacto accidental con mate-
rial inyectable, usado y arrojado en parques y lugares publicos, ha pasado de un riesgo previo de 0,2%, a
ser actualmente inaparente, por la vacunacion universal en RN.

Patogenia

ElI VHB llega por la sangre a los hepatocitos donde se multiplica. No produce dafio hepatico pero
presenta sus antigenos diana (HBe, HBc) en la membrana celular, que son reconocidos fundamentalmente
por los linfocitos T citotéxicos que, con las citoquinas, atacan las células infectadas produciendo su lisis.
Del equilibrio existente entre infeccion y respuesta inmunolégica dependera el curso de la enfermedad,
que puede oscilar desde infeccion aguda, con curacién completa asociada a memoria inmunolégica, u
ocasional hepatitis fulminante (<1%), hasta patologfa crénica mas o menos expresiva, dependiendo de la
via de transmision. En la TP el VHB no es reconocido por el sistema inmune, por tolerancia inmunolégica
del huésped al virus, dando lugar a un estado de portador crénico, asintomatico, replicativo viral y sin dafio
hepético. Histolégicamente, el higado muestra desde leves cambios, por la inmunotolerancia, a hepatitis
persistente, cronica activa y cirrosis. El carcinoma hepato celular (CHC) es mas tardio.

Clinica

La infeccién por virus B pone en marcha la funcién inmunoldgica y puede evolucionar de forma
aguda, crénica y con complicaciones.

Aguda

El periodo de incubacién es de 14 a 180 dias, media 60-90. Cuando la funcién inmunoldgica del
huésped es eficaz, y las células T identifican claramente los antigenos diana expresados en la membrana
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de los hepatocitos infectados, se produce su necrosis, manifestada con gran incremento de transaminasas,
y la recuperacién de la infeccién es completa. Sucede en 10-25% de los infectados (< 10% nifios y > 90%
adultos). Desaparecen los marcadores de replicacion viral (AgHBe, ADN VHB) y sigue la seroconversion
a antiHBe, normalizacién de transaminasas y mejoria de la inflamacién hepatica. El Gltimo anticuerpo en
aparecer es el antiHBs. Los anticuerpos HBe y HBs se mantienen toda la vida e indican curacion y protec-
cion frente a una posible reinfeccion.

Fulminante

En raras ocasiones (<1%), la infeccién cursa con una subita reaccién intensa de la inmunidad celu-
lary se produce gran lisis de hepatocitos infectados, con fallo hepatico, coma y muerte, salvo transplante
hepético urgente.

Cronica

Los pacientes no aclaran el AgHBs en los seis meses posteriores al contagio y siguen con afec-
tacion hepética e incremento de transaminasas. El estudio histolégico evidencia dafio necrético variable.
La respuesta inmunoldgica al VHB es insuficiente y, en una 1% fase, el virus esta en RV activa, con ADN
en cantidad >10° copias/ml. Esta fase persiste una media de 7 afios, que puede ser de décadas en la TP
y es asintomatica y muy contagiosa, identificando a los pacientes por la historia familiar o por controles
analiticos rutinarios. En nifios es poco probable la afectacion extrahepatica.

Después de un periodo variable, sigue la 2° fase, o de transicién, en la que produce un despertar
inmunoldgico y mejora la respuesta defensiva. Las células T citotoxicas identifican y lisan los hepatocitos
infectados, como ocurria en |a hepatitis aguda. Progresivamente va disminuyendo la cantidad de ADN VBH
por PCR (<10° copias/ml), se negativiza el AgHBe que seroconvierte a antiHBe e inicialmente aumenta la
necrosis hepatica y la ALAT. En los casos de TP la seroconversion es solo del 5% anual y oscila entre 14y
17% en los que adquirieron la infeccion a una edad posterior. La 3% fase de la HC, de baja RV, se caracteriza
por menor dafio hepético, regresion de fibrosis, anti HBe, normalidad de ALAT y deteccién de ADN VHB
(PCR) solo en tejido hepético. Es la fase de menor o nulo contagio. La desaparicion del AgHBs es lenta
(0,5/afio) y, en su mayoria, evolucionan a a la curacion total, con antiHBs y antiHBe duraderos.

Complicaciones

Las principales complicaciones de la HC son: tendencia a cirrosis, mutaciones virales y asociacion
evolutiva con CHC.

Las mutaciones del VHB se producen frecuentemente, con objeto de escapar de la vigilancia
inmunoldgica, al disminuir los epitopos. Corresponden a sustitucién puntual de nucleétidos, deleciones y
cambios de las secuencias de aminodcidos, con la consecuencia de alterar |a biologia viral. Habitualmente,
en el mismo huésped existe poblacion viral mixta, un grupo de VHB salvaje y un grupo mutado. La mayoria
de las mutaciones son abortivas y no progresan, pero existen algunas que si lo hacen. La mutacidn en la
region preS/S es muy antigénica, ya que la preS es la mas variable, con el determinante “a”, que es buen
epitopo para los anticuerpos neutralizantes y el utilizado para la vacuna recombinante. Su mutacién permi-
te el escape de la vacuna actual. La mutacién precore, A1896G, es un cambio de guanina por adenina, y
cursa con ADN VHB y antiHBe, pero no puede codificar para el AgHBe. Provoca una patologia méas agresiva,



mayor tendencia a cirrosis a partir de la segunda década de la vida y peor respuesta al tratamiento. La mu-
tacion de la proteina X afecta al promotor del core, puede variar la replicacion viral y cursa con antiHBe.
Finalmente, entre las relevantes, esta la mutacion del gen P, de la polimerasa, que se ha descrito en los
tratados con lamivudina que desarrollan resistencia al tratamiento; es la conocida como YMDD.

Aunque el paciente presente anticuerpos HBe y HBs, el ADN VHB puede permanecer integrado en
el genoma del hepatocito desde fases anteriores, con potencial riesgo de carcinoma hepético en sujetos
susceptibles, mas frecuente en cirréticos. El genoma integrado no puede expresarse ni actuar como diana
para las células T, falla el control inmunolégico v el virus permanece. El riesgo de CHC aumenta con el tiempo
y guarda relacién con la duracién de RV, lo que obliga a realizar un seguimiento a largo plazo, con alfa fetopro-
tefna y ecografia abdominal para su deteccidn y tratamiento precoces. La cirrosis y/o el CHC se presentan en
el 15% de las HC y, aunque se han descrito en nifios, son mas frecuentes desde los 20-40 afios.

Generalmente, una vez normalizadas las transaminasas y tras la seroconversién a antiHBe, el
paciente suele permanecer estable indefinidamente. Sin embargo, en casos de inmunodepresién puede
existir reactivacion de la enfermedad, con alta RV, gran aumento de ADN VHB, de transaminasas y del
dafo histolégico (cirrosis y CHC) y suele cursar con antiHBe, con o sin AgHBe. Esta situacion se ha obser-
vado en 1-4% de los nifios que habian seroconvertido. Otra posible complicacion evolutiva de la infeccién
crénica por VHB es la grave sobreinfeccién por virus delta, que es excepcional en la infancia.

Prevencion

El control de la infeccién por VHB se basa, por una parte, en medidas de higiene, deteccion de
marcadores en gestantes (1992), donantes de sangre u 6rganos, control de la barrera placentaria y evitar la
instrumentalizacion en el parto y, por otra, en la inmunoprofilaxis especifica, tanto activa como pasiva.

Profilaxis pasiva

Consiste en la administracion de G hiperinmune frente al VHB (IGHB). Se utiliza preferentemente
en casos de post-exposicion al virus, bien por hijos de gestantes portadoras de AgHBs, 0 en no vacunados y
con contacto accidental o con familiares infectados. En la profilaxis de la TP, la IGHB se inyecta en cantidad
de 0,5 ml (100U) inmediatamente al parto, y con la primera dosis de vacuna, pero en lugares diferentes
del cuerpo. En los casos de contacto accidental, en personas que no estén previamente vacunadas, debe
administrase una dosis de IGHB de 0,06 ml/Kg, al tiempo de iniciar la pauta vacunal y en las primeras 48
horas tras el mismo. Es aconsejable en ellos una segunda dosis de IGHB al mes de la primera.

Profilaxis activa

Es la vacuna. Fue desarrollada a mediados de los afios 70 con plasma de pacientes con HC. Desde
1989 las vacunas son recombinantes, producidas por ingenieria genética mediante la insercion del gen del
AgHBs en |a levadura Saccharomyces cerevisiae.

Inicialmente, la vacunacién se dirigié a grupos de riesgo, pero era incierto el control y, desde
1991, el CDC recomend6 la vacunacién universal en la infancia, considerando prioritarios los RN, por
su mayor evolucién desfavorable, y los adolescentes, por su mayor frecuencia. En adultos, la vacunacién
es necesaria s6lo en los grupos de riesgo, tanto de infectarse como de ser portadores crénicos. Con la
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vacunacion universal se ha conseguido reducir el porcentaje de nifios con AgHBs sérico, de 10,5% a 1,7%.
Por otra parte, la incidencia del CHC en nifios de 6 a 9 afios, nacidos entre 1974-1984, desde 0,52/10°ha
disminuido a 0,13/10%en los nacidos entre 1984 y 1986.

Hay dos vacunas, Engerix-B®, 10 mcg para menores de 10 afios (0,5 ml) y 20 mcg (1ml) para
mayores y la HB Vaxpro ®, pediétrica con 5 meg (0,5 ml) y de adultos 10 meg (1ml). La pauta general de
administracion consiste en tres dosis, con un intervalo de uno o dos meses entre la primera y la segunda
y de unos seis meses con respecto a la tercera. En los recién nacidos la vacunacién universal consiste en
una primera dosis, al nacimiento y, las otras dos, coincidiendo con la primera y tercera dosis de las demés
vacunas del calendario.

Para evitar la TP la mejor inmunoprofilaxis es la combinada, activa y pasiva, mediante la adminis-
tracion de IGHB y vacuna en hijos de portadora, lo cual reduce el riesgo a menos del 5%, que es motivado,
quiza, por contagio intradtero o por tener la gestante un VHB mutante S.

En hijos de madres portadoras de AgHBs se ha recomendado la segunda dosis de vacuna al mes
de la primera'y, si fuera prematuro, una dosis neonatal a partir de los 2 kg de peso y las otras 3 dosis segun
lo habitual. Diversos estudios han demostrado similar capacidad antigénica, igual tolerancia, duracién y
eficacia cuando se emplean otras pautas. La respuesta a la vacuna es del 99% cuando se vacunan nifios
y preadolescentes entre 2 y 19 afios y no es necesaria una revacunacion posterior. En los RN la respuesta
es del 95% y los prematuros precisan control a los 6 meses de la 3% dosis. En general, titulos protectores
(antiHBs >10U) aparecen a las 2 semanas de la 2* dosis, con eficacia variable en inmunodeficientes y pa-
cientes en dialisis. Los AA son discretos.

Existen vacunas combinadas, A+B, Twinrix®, y con DTPa, VPI, HiB y HB, Infarix®, igualmente
eficaces, innocuas y seguras. Puede administrarse simultdneamente con otras vacunas.

Tratamiento

En estas infecciones virales es importante la aplicacién de medidas higiénicas universales, te-
rapia sintomatica y evitar fArmacos con toxicidad hepatica (alcohol, aflatoxina). Ocasionalmente, en caso
de complicaciones, es necesaria la hospitalizacion del enfermo. Si el curso es fulminante se precisara
trasplante urgente. La HC en fase de RV y dafio hepético si deberia tratarse, para acortar la replicacion
del VHB, disminuir la potencial infeccidn, seleccion de mutaciones, evolucion a cirrosis y a CHC, reservorio
infectivo del VHB y control de su difusién.

Aunque se han ensayado muchos tratamientos, es el interferdn alfa (IFN*) obtenido por ingenieria
genética, solo o pegilado (IFN PEG)y la lamivudina, andlogo de nucledsidos, los més empleados. El primero
no es suficiente en el 50-60% de los casos y tiene efectos adversos destacados. La lamivudina interfiere en
la actividad de la enzima transcriptasa reversa, es bien tolerada y de administracién oral, aunque a veces
su efecto finaliza con el tratamiento, crea resistencias y se ha vinculado a mayor aparicién de mutantes
virales, en concreto del gen de la polimerasa, mutacion YMDD. Existen otros analogos a nucledtidos con
resultados prometedores.

La respuesta al tratamiento se define por el aclaramiento de los marcadores virales de replicacion,
seroconversion a antiHBe, normalidad de transaminasas y mejoria de la lesién histoldgica. Se debe hacer
un seguimiento a largo plazo clinico, serolégico, bioquimico y con pruebas de imagen, para diagnostico y
tratamiento precoces de las complicaciones referidas.



HEPATITIS C

Agente causal

Elvirus C de la hepatitis (VHC) pertenece a la familia Flaviviridae. Se identificé en 1987 por cienti-
ficos dirigidos por Bradley, del CDC y Houghton de Chiron Corp. Desde entonces, con aplicacion de técnicas
de biologia molecular, secuenciaron los aminoacidos del ARN VHC. Por clonacién molecular estudiaron el
virus con detalle y desarrollaron técnicas, progresivamente con mayor sensibilidad y especificidad, para
detectar los anticuerpos. Su aplicacion para el cribado de sangre de donantes hizo que el riesgo del conta-
gio parenteral cayera drasticamente.

Es un virus envuelto y esférico, de un diametro aproximado de 50 nm. La cépside proteica, de
forma icosaédrica, protege al genoma, formado por una sola cadena de ARN de polaridad positiva, de
9,6 Kb (Figura 2). Contiene un marco de lectura abierta, que codifica para una poliproteina precursora
de 3010-3037 aminoacidos que, por accién de proteasas, produce tres proteinas estructurales, que for-
man las particulas virales: core (C), envuelta (glicoproteinas E1 y E2), que estan cerca del extremo 5°N
terminal (5’NCR). EI péptido de membrana p7 las separa de las 6 proteinas no estructurales: NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NSHA y NS5HB, adyacentes a una region 3” (3'NCR). Los extremos 3y 5°son secuencias no
codificadoras que flanquean la lectura abierta. La porcién 5'NCR es una secuencia muy bien conservada
que inicia la traduccién, RV y ensambaje del genoma. Todas las proteinas tienen funciones concretas. Este

Figura 2. Partes del genoma del VHC y proteinas codificadas.
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genoma se caracteriza por una significativa heterogeneidad genética y de las proteinas codificadas, lo cual
repercute en la biologfa viral, seleccién de mutantes con facilidad para el escape inmunolégico, dificultad
para la obtencién de vacuna y tendencia a la cronicidad. EI gen E2, hipervariable (HVR1) cambia mucho
genéticamente y el core y las regiones 3’y 5'NCR estan conservadas. Las mutaciones EZ contienen epito-
pos de neutralizacion del virus, funcién que evitan sus mutaciones. Segun la secuencia de nucleétidos se
han determinado 6 genotipos (1-6) del VHC divididos en méas de 100 subtipos (letras mindsculas), dentro
de los que ademas se reconocen diversas quasiespecies (Figura 3). La homologia de los genotipos es del
66-69%, la de los subtipos de 77-80% v la de las quasiespecies del 98%. Esta caracterizacion viral, de los
genotipos, subtipos y quasiespecies, ha permitido conocer mejor |a biologia del VHC, su prevalencia, vias
de contagio, mecanismos de tendencia a la cronicidad y resistencia al tratamiento.

Figura 3. Variedad genética del virus hepatitis C e implicaciones epidemioldgicas
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Epidemiologia

La prevalencia se conoce mediante determinacion de anticuerpos por técnicas de EIA-3, prepara-
dos con Ag derivados del genotipo 1a 'y, en el futuro, de un Ag de fusién, quimérico, con mdltiples epitopos,
lo cual aumentard su sensibilidad y especificidad. Se estima en 130-170x10° portadores (2-3% de la po-
blacién mundial), con diferente distribucién geogréfica, p.e. en Europa y USA, mas del 80% son del grupo
T1a 0 1b. La prevalencia en la infancia es baja, entre 0,1 y 0,4% en el mundo occidental yde 0,5a2% en la
poblacion general. La prevalencia en Espafa es intermedia, de 1-2,6%, el genotipo mas frecuente el 1b, la
tasa de cronicidad 80%, con una incidencia, en 1997, de 6,62 y, en 2003, de 2,3x10° habitantes.
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Transmision

ElI VHC se contagia por via parenteral, sexual, TP y contacto familiar. Este aspecto ha variado sus-
tancialmente en los Gltimos afios con la implantacién de medidas generales de deteccion de portadores e
incentivacion de habitos higiénicos.

Parenteral

Esta via ha sido importante a través de transfusiones o transplantes, en hemofilicos, neoplasicos,
dializados y drogadictos (40-80%) pero, a partir de la introduccion en 1990 de la identificacion de técnicas
de cribado, su riesgo ha descendido drasticamente tras transfusiones, <2%, y por pinchazos accidentales,
2-4%, pero persiste alta en los UDPV (40%) que posiblemente continuard, siendo la fuente prevalente de
infeccion actual y, con ello, de TP.

Perinatal

El riesgo global se estima en 5-6%, con un rango entre 0y 25%. El RN puede adquirir la infeccién
en la gestacion, durante el parto o después. Hay factores que la incentivan: nivel alto de ARN materno en
el parto (3-7%), coinfeccién con el VIH (10%) y menor nimero de quasiespecies del VHC en RN que en sus
madres. Si bien hay correlacion entre el tiempo de rotura de membranas y la tasa de infeccion por VHC,
no hay evidencia de que disminuya con cesarea o lactancia artificial. Practicamente, la TP es la tnica via
relevante en nifios.

Una madre que ha tenido un nifio infectado por VHC no tiene mayor riesgo de infectar a un segun-
do hijo, ya que la duracién de la infeccién materna no parece ser factor de riesgo de TP.

No percutanea

Es infrecuente y poco importante, menor que la del VHB, incluso en nifios. La via sexual es posible,
con una prevalencia del 5% y otra posible, es la practica de tatuajes o colocacion de piercing en adoles-
centes.

Transmision desconocida

En la mayor parte de los casos de hepatitis C, diagnosticados en menores, no es posible identificar al-
gun factor de riesgo ni la via de infeccién, aspectos que también ocurren en el 10% de los pacientes adultos.

Clinica

La infeccion por VHC puede presentarse con un curso agudo, dificil de precisar por su falta de
sintomas, con importante progresion silente a la cronicidad (50-85%), tanto en nifios como en adultos.
En la infancia es infrecuente la complicacién con hepatitis fulminante y si es posible un estado de
portador asintomatico. La persistencia de RV e incremento fluctuante de ALAT dura muchos afios, sin
tratamiento. Entre 1/3y 1/5 de HC evolucionan a cirrosis y el 15% de ellos a CHC, pero siempre en tejido
cirrético.
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El curso de la infeccion puede depender de factores atribuibles al VHC y otros relativos al huésped.
Entre los segundos, el estado inmunoldgico, coexistencia con otras patologias y exposicion a otros virus o
toxicos, como alcohol, en adolescentes. Entre los factores virales: genotipo viral, (siendo el subtipo 1b el
mas frecuente, de mayor efecto patogénico y el que responde peor al tratamiento antiviral), tamafio del
indculo, carga gendémica, presencia de mutantes y tasa de mutaciones, complicacion tan importante en
este virus.

Se considera HC por TP cuando persiste la RV a los 3 afios de vida. Cursa con niveles bajos y
fluctuantes de ALAT y ARN VHC en suero e higado, asocia dafio histolégico leve-moderado, evoluciona
silentemente a HC y no suele asociar complicaciones.

En nifios con HC VHC es posible detectar autoanticuerpos no organoespecificos, incluso del tipo
anti-LKM1, hasta en el 10% de los casos, aunque a unas concentraciones muy bajas. La razén para ello
pudiera ser la similitud inmunogénica entre el genoma viral y el antigeno contra el que van dirigidos dichos
anticuerpos, lo que podria provocar una inmunogenicidad similar. Para diferenciar estas dos entidades es
atil valorar el nivel de anti-LKM1, alto en las hepatitis autoinmunes Il, la severidad de la histologia hepati-
ca y determinar la reactividad de anticuerpos al citocromo CYP2D6.

Diagnostico

Los marcadores diagnésticos de infeccion por VHC son anti VHC, por EIA 3 (70%), aumento de
ALAT y presencia de ARN VHC por PCR (Gnico en inmunodeprimidos). Solo es preciso conocer el genotipo
y subtipo en caso de tratamiento o investigacion y, entonces, también la cuantificacion de ARN VHC, que
oscila entre 10%108 Ul/ml. La TP se sospecha por |a historia materna, chequeo en el lactante al tercer mes
(ARN VHC y ALAT) y también anti VHC a los 18 meses, ya que hasta entonces pueden detectarse anticuer-
pos maternos. Los inmunodeprimidos o coinfectados con VIH no forman anti VHC, y solo presentan ARN
VHC en suero. La biopsia hepatica deberia realizarse para comprobar dafio histoldgico y decidir tratamien-
to. Suele haber leve citolisis lobulillar, inflamacién portal y fibrosis, que aumenta a partir de los 10 afios.
Imprescindible un seguimiento clinico y de ALAT cada 6 meses, control, con FibroScan, de la progresion a
fibrosis y ecografia y o fetoproteina para el CHC.

Pronostico

La infeccion por VHC evoluciona con mayor agresividad en pacientes multitransfundidos, tala-
sémicos, hematoldgicos, hepatdpatas y con patologia oncolégica, lo que puede relacionarse con la en-
fermedad primaria, estado inmunolégico del huésped y sobrecarga de hierro en tejido hepatico. A pesar
del peor prondstico en estos casos, su curso sigue siendo relativamente benigno en la infancia. No suele
acompafiarse a esta edad de dafio organico extrahepético.

Prevencion

En la actualidad no se dispone de vacuna anti VHC, debido a su gran heterogenicidad viral y capa-
cidad mutagénica. La Asociacion Americana de Pediatria (AAP) y el CDC han publicado recomendaciones
preventivas para evitar los factores de riesgo anteriormente explicados. Ademas de aplicar los controles
en inéculos parenterales y educar acerca de la conducta social y sexual a los adolescentes y drogadictos
por via intravenosa, se debe proporcionar a la poblacion medidas higiénicas suficientemente seguras que
permitan a los pacientes crénicos, fundamentalmente nifios, integrarse en una vida normal, sin complejos



ni exclusion personal en sus ambientes sociales, escolares o profesionales. Las autoridades sanitarias no
han legislado concretamente en este dltimo aspecto.

Profilaxis pasiva

La |G no ha dado resultado en la prevencién pre o post-exposicion. Algunos datos sugieren que los
anticuerpos anti VHC pudieran ser protectores, al menos cuando se administran en forma de preparacion
policlonal de inmunoglobulinas procedentes de miltiples donantes, infectados con diferentes genotipos y
quasiespecies, pero no es completamente seguro.

Profilaxis activa

Debido a su alta tasa de cronicidad, hipotético diagnéstico, limitada eficacia del tratamiento ac-
tual en el genotipo méas frecuente y los AA de la medicacidn, la vacuna supondria una estrategia rentable
para el control de la enfermedad. Deberfa dirigirse a grupos de riesgo, segtn prevalencia (UDVP u oral,
personal sanitario, pacientes en hemodialisis y los que requieran transfusiones maltiples). Seria razonable,
a pesar del bajo riesgo de transmisién, vacunar a las parejas sexuales de pacientes infectados y, en cual-
quier caso, a los hijos de gestantes con ARN viral.

Su desarrollo es dificil por las caracteristicas del VHC y su facilidad para el escape inmunolégico.
La presién inmunitaria sobre las glicoproteinas E1 y E2, especialmente de la region hipervariable RHV1,
generan mutaciones que, como resultado, evitan la inmunovigilancia, provocan cronicidad de la infeccion,
resistencia al tratamiento y dificultad para la obtencién de una vacuna eficaz. Los objetivos que se persi-
guen con los estudios de produccién de vacuna son de dos tipos, prevenir el contagio o evitar la evolucion
a la cronicidad y al CHC; para ello debe inducir amplia y fuerte respuesta de células T especificas, T CD4 y
T CD8, linfocitos T citot6xicos y citoquinas respectivas, que eviten la infeccién potencial de los genotipos,
subtipos y quasiespecies del VHC.

Se han superado dificultades importantes para el estudio concreto bioldgico del virus: disponibili-
dad de animales de experimentacion y, desde 2005, un medio adecuado de cultivo. Desde entonces se esta
mas cerca de la obtencién de una vacuna adecuada, pero adn lo suficientemente lejos para su aplicacion en
humanos y queda mucho camino hasta lograr el desarrollo de una vacuna eficaz y segura frente al VHC.

Con objeto de obtener la vacuna se han utilizado diversas estrategias, entre las que destacan:
1. Subunidades proteicas: glicoproteinas recombinantes de la envoltura o de la capside, con adyuvantes
facilitadores para obtener respuesta inmunitaria duradera. 2. Particulas semejantes a virus. 3. Vacunas
basadas en péptidos sintéticos del VHC, con epitopos de células T y adyuvante sintético. 4. Vacunas con
células dendriticas o macréfagos, madurandolas con péptidos y proteina core y transfiriéndolas a vectores
(virus o bacterias). 5. Proteina de fusién NS3-core, utilizando para su expresion levadura recombinante. 6.
Vacunas con ADN, combinandolo con diferentes compuestos: proteinas recombinantes, variante reducida
de la proteina del core, plasmidos con expresion de antigenos estructurales y no estructurales o plasmidos
con citoquinas. 7. Estrategias con ADN recombinante para la sensibilizacion y, como adyuvantes, proteinas
virales o citoquinas para efecto de mantenimiento o recuerdo.

Las respuestas a todos los ensayos han sido parciales, provocando diferentes cantidades de anti-
cuerpos neutralizantes con distinta funcién in vitro e in vivoy duracién limitada.

En cuanto a la prevencidn de la progresion de la severidad de la HC del VHC, los pacientes deben
vacunarse contra los virus A y B de la hepatitis, tratarse las enfermedades hepaticas concomitantes y

evitar toxicos hepaticos.
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Tratamiento

En adultos si esta indicado, tanto en hepatitis agudas como en crénicas, por la tendencia a com-
plicaciones importantes y por disminuir |a tasa de cronicidad anual. Los nifios tienen igual tratamiento pero
no esta indicado por debajo de los 3 afios de edad, por posible dafio neuroldgico, ni en casos de infeccion
aguda. Tampoco se debe tratar a embarazadas ni aplicar procedimientos obstétricos invasivos. En este l-
timo caso, si la gestante tuviera ademas VIH (riesgo de TP de 19%) habria que tratarla con antirretrovirales
y estaria indicada la cesarea.

El tratamiento, al igual que en los adultos, ha sido aprobado por la FDA. Consiste en la aso-
ciacion de IFN PEG (2a o 2b) 1-1,5 mcg/kg/semana, IM, con rivabirina, 15mg/kg/dia, oral, lo cual es
bien tolerado en general, aunque precise de estricto control clinico, por las complicaciones de estos
farmacos.También debe controlarse la carga viral, comprobando su disminucidn, a las 4 y 12 semanas.
Si el genotipo es 1 0 4, el tiempo de tratamiento serd de 48 semanas, si es 2 0 3 la duracién puede ser
de 24. La eficacia (negativizacién del ARN VHC tras 6 meses de finalizar el tratamiento y biopsia normal)
es del 50% para los genotipos 1y 4y del 100% para el resto. Los coinfectados con VIH deben recibir
previamente antirretrovirales.

CONCLUSIONES

La frecuencia de infeccién por VHA ha disminuido tras adoptar medidas generales de higiene,
inmunizacion pasiva pre y postexposicion y vacunacion de grupos de riesgo. No obstante, sigue siendo
un problema importante de salud piblica. La edad de contagio ha ido retrasdndose y es excepcional en la
infancia en paises desarrollados, siendo amenaza para los viajeros a zonas de alta endemicidad. La vacuna
es eficaz, innocua, segura y de efectos duraderos.

El reservorio actual del VHB lo constituyen los infectados previamente a la aplicacién universal
en la infancia de la vacuna y los grupos de riesgo que, tras el cribado en sangre de donantes, queda limi-
tado en la préactica a los UDVP e inmunodeprimidos, no respondedores a la vacuna. Adn existe el riesgo
de transmisién perinatal de la madre infectada a su hijo recién nacido, pero la combinacién de profilaxis
activa y pasiva en él es muy eficaz. La infeccién puede evolucionar a la cronicidad, cirrosis y carcinoma
hepético. El tratamiento disminuye el tiempo de replicacion viral pero su eficacia es inferior al 40% y tiene
efectos adversos, por lo que su aplicacion en nifios estarfa indicada solamente en casos de dafio hepatico
0 evolucién grave. La HC precisa un control duradero, clinico, bioguimico, con marcadores virales y pruebas
de imagen.

La infeccion por VHC cursa en su mayoria de forma asintomatica por lo que es dificil el diag-
ndstico. Su prevalencia ha descendido gracias al cribado de sangre y adaptacién de medidas eficaces
para esterilizar sus derivados. Sin embargo, falla la profilaxis pasiva, de |G, y hasta ahora no se ha
podido obtener la vacuna, debido al extraordinario caracter mutdgeno que tiene el VHC, por lo que
sigue siendo un importante problema de salud mundial. El 80% de las infecciones evolucionan a la
cronicidad y, aunque leves en la infancia, a partir de los 10 afios de la transmisién vertical el dafio
hepatico es mayor, pudiera evolucionar a cirrosis y, en estos, a carcinoma hepatico. El tratamiento
es eficaz, tanto en nifios como en adultos, pero su resultado es débil para el genotipo mas frecuente
en Espafa.
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En la ontogenia temprana, la hemopoyesis estd estrechamente asociada con la red endotelial,
tanto en los islotes hematicos extraembrionarios del saco vitelino como en el embrién propiamente, a nivel
de la aorta dorsal. Estos aspectos sugieren una muy estrecha relacion entre estas dos estirpes celulares
a lo largo del desarrollo, sustentando la hip6tesis de la existencia de un precursor comun, el denominado
“hemangioblasto” (1,2).

Esta hipétesis esta apoyada por estudios realizados con células embrionarias (ESC) de origen
murino (mESC) y humano (hESC), y en modelos animales in vivo, incluyendo el pez cebra, pollo y ratdn.

Usando los sistemas de cultivo de las ESC, se han aislado y caracterizado las células formadoras
de colonias de blastos (BL-CFC), cuyos cultivos clonales generan células endoteliales y hematopoyéticas,
identificandose con los hemangioblastos.

La identidad molecular y la plasticidad de los hemangioblastos no han sido completamente ca-
racterizadas. Se sabe que moléculas tales como la proteina morfogenética-4 (BMP-4), el factor de creci-
miento de endotelio vascular (VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), entre otros, estan
implicadas en la generacién de ambas estirpes celulares (3,4). Ademés, la manipulacién genética de las
ESC ha demostrado que los genes Flk1, Scl, Runx1, Hhex, MixI1, Bmp4, Smad1, GataZ y lisocardiolipina
acetiltransferasa (Lycat) son esenciales en la generacion de las BL-CFC (5-9). Sin embargo, aln no se sabe
como estos genes y/o proteinas interaccionan entre si y cuantos otros elementos clave son importantes en
el desarrollo y diferenciacion del hemangioblasto.

¢ Esta sustentada la hipétesis del hemangioblasto?

La existencia de un precursor comin para las células endoteliales y hematopoyéticas fue postu-
lada a principios del siglo XX. En la actualidad el término “hemangioblasto” se usa para denominar a una
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célula progenitora con capacidad para generar progenitores hematopoyéticos y endoteliales. El desarrollo
de la estirpe endotelial en el embridn de los vertebrados depende de los receptores tirosin-quinasas. La
inactivacion de los receptores tek, tie, VEGF-R1 y VEGF-R2, por recombinacion homéloga, ha demostrado
que estos receptores son esenciales para el desarrollo del sistema vascular del embrién, actuando cada
receptor en diferentes aspectos o fases de la diferenciacion endotelial (10-12). En particular, los ratones
deficientes en VEGF-R2 mueren entre los dias 8,5y 9,5 de desarrollo embrionario, por la falta de células
hematopoyéticas y endoteliales en el saco vitelino (10).

Esta observacion sugirié que el VEGF-R2 deberia expresarse en el hemangioblasto, y ser esencial
para su posterior diferenciacion. Sin embargo, no fue posible excluir la hipétesis de que el fallo hematopo-
yético fuera un efecto secundario derivado de la ausencia de un microentorno endotelial.

Para distinguir entre estas dos hipdtesis, Eichmanny colaboradores (13) aislaron las células VEGF-
R2+ del mesodermo de embriones de pollo en la fase de gastrula, antes de la formacion de los islotes
heméticos, v las cultivaron en ausencia o en presencia de VEGF. Los autores observaron que en cultivos
clonales, las células VEGF-R2* generaban colonias hematopoyéticas y endoteliales. La decisién parece
estar regulada por la unién de los ligandos al VEGF-R2. Asi, la diferenciacion endotelial requiere del VEGF,
mientras que la hematopoyética tiene lugar en su ausencia, estando significativamente disminuida en
presencia del VEGF. Por ello, estas observaciones sugieren, aunque no demuestran, la existencia del he-
mangioblasto.

Muchos de los descubrimientos embriolégicos y moleculares se han realizado usando quimeras
de ave. Con este sistema se demostrd |a existencia de células progenitoras hematopoyéticas intraembrio-
narias (14,15). La hematopoyesis intraembrionaria se inicia con la formacién de “clusters” intra-adrticos
estrechamente asociados con el endotelio del suelo adrtico, que migran después en forma de grupos di-
fusos de células, denominados focos paraaérticos, hacia el mesenterio (16). Ambas formaciones celulares
expresan el gen c-myb, esencial en la hematopoyesis definitiva.

Para dilucidar el origen de las células hematopoyéticas asociadas al suelo adrtico, Pardanaud vy
colaboradores reemplazaron los Gltimos somitas o el mesodermo lateral del embrién de pollo por los de
codorniz, y trazaron la distribucién de las células QH1* (este anticuerpo reconoce tanto las células endo-
teliales como las hematopoyéticas en el pollo), demostrando que la vascularizacion del embrién procede
de precursores endoteliales derivados de dos regiones distintas, del mesodermo esplacnopleural y del
mesodermo paraxial. Los precursores del mesodermo esplacnopleural vascularizaron los 6rganos viscera-
les, la pared corporal, el rifién y la parte ventral de la aorta, ademas de dar lugar a los precursores hemo-
poyéticos intraadrticos, mientras que los derivados del mesodermo paraxial vascularizaron los territorios
complementarios y nunca contribuyeron a la hematopoyesis (17).

Este hallazgo fue posteriormente confirmado por el equipo de Dieterlen-Liévre. Estos autores mar-
caron las células endoteliales con lipoproteinas de baja densidad acetiladas y conjugadas con el colorante
Dil (Ac LDL-Dil) y analizaron la expresion del VEGF-R2 y del CD45, que se expresa Gnicamente en las células
de estirpe hematopoyética. Este estudio dindmico permitio visualizar la aparicion de los primeros progeni-
tores hemopoyéticos intraembrionarios en el suelo de la aorta. La doble tincién VEGF-R2/CD45 demostré
que las células progenitoras hematopoyéticas (HSC) emergen de novo y derivan del endotelio pre-existen-
te. Brevemente, las expresiones del VEGF-R2 y del CD45 estuvieron siempre disociadas, y una disminucién
en la expresion del VEGF-R2 se observé antes y durante la emergencia de las HSC, coincidiendo el cambio
de VEGF-R2 a CD45 con el inicio de la hematopoyesis. Unas pocas células situadas en la frontera entre
las células aplanadas y redondeadas estuvieron desprovistas de ambos marcadores, lo que sugiere que el



VEGF-R2 se pierde antes de que se exprese el CD45. Cuando los “clusters” ya estan presentes, el suelo de
la aorta aparece como un mosaico de células endoteliales y hematopoyéticas situadas una al lado de la
otra (18). Esta segregacion anatomica de los dos fenotipos, explicaria la imposibilidad de obtener colonias
mixtas in vitro (13). Ademas, en el ratén, el flk-1, especifico de endotelio, y el c-kit, expresado por las HSC,
parecen ser mutuamente excluyentes a nivel de los clusters intraaérticos (19). Por lo tanto, las células
endoteliales hemogénicas, en el suelo de la parte ventral de la aorta, exhiben caracteristicas de heman-
gioblastos, aunque no se puede descartar que en este proceso particular de hemopoyesis intraaértica, el
elusivo hemangioblasto, pueda ser esa célula que pierde el VEGF-R2. El concepto de endotelio hemogénico
esta también bastante fundamentado en embriones de ratén y humanos (20,21).

Los marcadores hematopoyéticos y endoteliales, incluyendo VE-cadherina, VEGF-R2/KDR, C-Myb,
Runx1, Lmo2, CD31, CD34 y CD45 se expresan de forma muy solapada en la parte ventral de la aorta.
Ademaés, las células CD34*CD31+*CD45 aisladas del saco vitelino humano, aorta dorsal, higado embriénico
y médula 6sea fetal produjeron células sanguineas y fueron capaces de establecer cultivos hematopoyé-
ticos a largo plazo (22). Estos resultados sugieren que al menos una parte de las células hematopoyéticas
en el embridn humano y en el feto se originan de las células de la pared vascular. Asf pues, las células
endoteliales hemogénicas exhibirfan caracteristicas de hemangioblastos. Todas estas observaciones en
embriones de pollo, ratén y humano han jugado un papel muy importante en la evolucién del concepto del
hemangioblasto, y en su identificacién en los sistemas de diferenciacion de las células embrionarias.

Las células formadoras de colonias de blastos tienen caracteristicas de
hemangioblastos

Las células embrionarias se aislaron por vez primera de la masa interna de los blastocistos de
ratén a los 3,5 dias post-coito (dpc) en 1981 (23,24). Las ESC son células pluripotentes que, cuando se
cultivan en presencia de agentes que inhiben su diferenciacion, tales como una monocapa de fibroblastos
embrionarios y/o el factor inhibidor de leucemia (LIF), proliferan manteniendo su capacidad para diferen-
ciarse en cualquier tipo celular (23). La eliminacién de los agentes inhibidores de la diferenciacién induce a
las ESC a diferenciarse de manera espontanea, siguiendo un patrén temporal de desarrollo que, en muchos
casos, recapitula la embriogénesis temprana. A medida que las ESC se diferencian en suspension forman
agregados celulares tridimensionales denominados cuerpos embrioides (EB) que, con el tiempo, aumentan
en nimero de células y en complejidad (25).

El signo cardinal de la hematopoyesis en los EB es la formacién de islotes heméticos. Este desa-
rrollo in vitro sigue un patrén reproducible que recapitula aspectos de la hematopoyesis en el saco vitelino.
Por tanto, el sistema de diferenciacion de las ESC en células hematopoyéticas y endoteliales es una herra-
mienta muy poderosa para el estudio de las fases tempranas, tanto a nivel celular como molecular.

Usando este sistema, el grupo de Keller demostrd que las células hematopoyéticas, incluidos los
primitivos eritrocitos, se desarrollaban a partir de los EB vy, en respuesta al VEGF, al ligando del c-kit y al
medio condicionado de una linea celular endotelial, estos precursores generaban colonias que contenian
células inmaduras 6 blastos que expresaban genes caracteristicos de precursores hematopoyéticos y en-
doteliales, incluyendo tal-1/SCL, CD34 y flk-1, aunque no el Brachyury (Bry), un marcador de mesodermo
primitivo (26).

Posteriormente, este mismo grupo demostré que al transferir estas colonias de blastos a un medio
liquido que contenia factores que permitian el crecimiento de células endoteliales y hematopoyéticas, una
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proporcién muy significativa de colonias generaba precursores hematopoyéticos asi como células adheren-
tes con caracteristicas de célula endotelial (3). Estas observaciones sirvieron para demostrar que la célula
formadora de colonias de blastos (BL-CFC) era bipotente y como tal, podia representar in vitro el equiva-
lente del hemangioblasto. Ademas, los estudios cinéticos realizados con EB demostraron que las BL-CFC
con potencial para generar endotelio y hematopoyesis deben representar una poblacion transitoria que se
desarrolla en fases muy tempranas y que persiste durante un corto periodo de tiempo en los EB, indicando
que su desarrollo debe preceder al inicio de la hematopoyesis.

Para definir con méas precision la poblacion de hemangioblastos, los investigadores han insertado
genes reporteros en distintos locus de los genes Bry y Scl (esencial en hematopoyesis) en lineas de ESC.
Ello ha permitido demostrar que las células Bry*Flk1* estén enriquecidas en BL-CFC, siendo las células
FIk1*Scl* las que exhiben mayor actividad de hemangioblasto (27,28).

Casi 20 afos después del aislamiento de las ESC de raton (mESC), se pudieron derivar lineas de
ESC de blastocistos humanos (hESC). Estas células expresaron marcadores de célula embrionaria, tales
como SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 y fosfatasa alcalina (29). De manera similar a lo sucedido con
las mESC, la diferenciacion in vitro de las hESC constituyen un sistema apto para dilucidar los origenes
de la hematopoyesis humana. En estos (ltimos afios se ha demostrado que las hESC generan, cuando se
cultivan con lineas celulares que soportan la hematopyesis, células CD34+ que dan lugar a todas las células
hematopoyéticas, incluidas las de la serie linfoide (30,31).

Mas recientemente, el grupo de Civin con el sistema de ESC/EB, demostrd que los hEB cultivados
durante 7-12 dfas generaban, cuando se cultivaban en medio clonogénico sin suero, colonias de células
semi-adherentes compuestas por células mesodérmicas y hemato-endoteliales, de las que surgian co-
lonias de blastos hematopoyéticos conteniendo colonias eritroides de caracteristicas embrionarias. Sin
embargo, los hEB cultivados durante 12-20 dias generaban colonias hematopoyéticas mas maduras, ex-
presando simultdneamente genes de la globina de origen embrionario/fetal y adulto (32). Estos resultados,
aunque no demuestran la existencia del hemangioblasto, si parecen reproducir el patrdn de hematopoyesis
que tiene lugar durante el desarrollo del saco vitelino en humanos.

Como se ha mencionado anteriormente, la BL-CFC parece exhibir caracteristicas de hemangio-
blasto. Usando el sistema de ESC/EB/BL-CFC, en el que la diferenciacion de las hESC se ha inducido en
ausencia de suero y en presencia de BMP-4, VEGF y bFGF, Kennedy y colaboradores demostraron que la
capacidad formadora de las BL-CFC era maxima con hEB de 3-4 dias, y después declinaba hasta ser imper-
ceptible a los 5-6 dias, justo antes del inicio de la eritropoyesis temprana y de la aparicion del antigeno
CD31. Sélo las células KDR* de hEBs de 3 dias generaron BL-CFC, que no expresaban el gen Bry, pero si
los genes hematopoyéticos SCL, GATA1, RUNX1, ademas de KDR y CD31. El hecho de que las BL-CFC de 6
dias dieran colonias mixtas de células adherentes endoteliales y no adherentes hematopoyéticas, sugiere
que ellas representan la progenie del hemangioblasto humano (33).

Utilizando también un sistema libre de suero para generar los hEB a partir de las hES, pero en pre-
sencia de morfégenos y de citocinas que actdan en la hematopoyesis temprana, BMP-4, VEGF, SCF, TPO y
FL, el grupo de Lanza también ha demostrado que las BL-CFC exhiben caracteristicas de hemangioblastos.
Al igual que lo observado por Kennedy y col. (33), las BI-CFC no expresaron el gen Bry, pero si los genes
implicados en la hematopoyesis. Sin embargo, el KDR sélo se expreso en los hEBs, probablemente reflejo
de las distintas condiciones de cultivo utilizadas (34). Ademas, estos autores demostraron que las BL-CFC
o hemangioblastos eran funcionales al contribuir en la neo-vascularizacion de los vasos dafnados en varios
modelos animales de isquemia.



Aunque estd aceptado que las células que expresan el receptor del VEGF (flk1/KDR) contienen
a los hemangioblastos tanto en ratones como en humanos, la gran cantidad de células KDR* (10%-40%)
obtenidas en el proceso de diferenciacion de las hESC, ha suscitado la bisqueda de otros marcadores méas
especificos. En esta linea de actuaciéon Zambidis y colaboradores han demostrado que la enzima conver-
tidora de la angiotensina (ACE), que regula la presion sanguinea, la angiogénesis y la inflamacion puede
ser un nuevo marcador de los hemangioblastos obtenidos a partir de las hESC. Las BL-CFC que expresaron
BB9/ACE no sélo tenian una gran actividad enzimatica ACE, sino que también expresaron transcritos del
angiotensindgeno, precursor que al ser catalizado por la renina es convertido en angiotensina | (ANG 1),
que posteriormente serd catalizado por ACE convirtiéndose en el péptido bioactivo angiotensina Il (ANG Il).
Los autores han demostrado que la inhibicién de la actividad ACE o del receptor de la ANG II, reducia de
manera muy severa la capacidad de los hEBs de generar colonias hematopoyéticas (35).

A pesar de los avances de estos dltimos afios sobre el desarrollo de la hematopoyesis, y en
particular sobre la identificacién del hemangioblasto, el mecanismo por el que se originan las células
hematopoyéticas a partir del hemangioblasto no ha empezado a dilucidarse hasta muy recientemente.
Para investigar los distintos pasos que conducen a la generacion de las células hematopoyéticas, Lancrin
y colaboradores (36) siguieron el desarrollo de las BL-CFC a partir de células KDR* aisladas de mESC, por
fotografia en modo “time-lapse”. Los autores observaron que en las primeras 36-48 horas se formaba
una estructura redonda muy compacta de la que surgian células redondas no adherentes que al proliferar,
generaban una BL-CFC. Los anélisis por citometria de flujo revelaron que en el primer dia de cultivo las
células eran mayoritariamente Tie2* CD41-, y s6lo unas pocas células expresaban el CD41, que define el
compromiso hematopoyético, siendo la mayorfa de las células al cuarto dfa de cultivo, CD41+TieZ-, expre-
sando un 30% de las mismas el CD45. Estos analisis demuestran la naturaleza dindamica del desarrollo
de una BL-CFC. Es interesante resaltar que en el periodo de los 4 dias de cultivo se generaba un una po-
blacion celular transitoria Tie2*c-kit*, que contenia a las células CD41- (de naturaleza endotelial) y CD41*
(hematopoyéticas). Sorprendentemente las células Tie2*c-kit"CD41- expresaban factores de transcripcion
asociados con la hematopoyesis temprana y, en cultivo generaban células hematopoyéticas CD41+.

Ademas, estos autores, utilizando mESC de ratones Runx”y Scl”- demostraron que Runx1 es
indispensable para la generacion de la hematopoyesis definitiva a partir de la poblacion celular Tie2+c-
kit*CD41-, mientras que Scl es un factor critico para la generacion de estas células, al no generarse BL-CFC
a partir de las mESC FIk1+. Por lo tanto, se puede concluir que las células Tie2*c-kit*CD41- constituyen una
poblacion celular de endotelio hemogénico y avalan los estudios anteriormente realizados con embriones
de ratén y humanos (20,21).

Actualmente se acepta que los hemangioblastos son la primera generacion de células que dan lu-
gar a las estirpes endotelial y hematopoyética. Los dltimos estudios parecen indicar que estos precursores,
pasando por un intermediario celular, el endotelio hemogénico, darfan lugar a la hematopoyesis definitiva.
Sin embargo, hay que demostrar la funcionalidad de estas células in vive.

Si bien la mayoria de estudios ha focalizado su interés en la hematopoyesis, menos atencién se
ha dedicado al estudio de los angioblastos, los progenitores de las células endoteliales. Se ha considerado
que estos derivarian del hemangioblasto, pero los primeros estudios con embriones de ave demostra-
ron que en la formacion de la aorta intervenian dos endotelios diferentes, de los cuales, el derivado del
mesodermo paraxial no tenia potencial hematopoyético (17). Estudios cinéticos realizados con mESC culti-
vadas sobre una monocapa de células de estroma (OP9), y uso de ratones transgénicos GFP bajo el control
del promotor del gen Oct3/4 sugieren que a partir del mesodermo Oct3/4 positivo se generarian células

101



102

CD31- con caracteristicas de angioblastos y células CD31* que exhibirian propiedades de angioblastos y
hemangioblastos (37).

Hemangioblastos en adultos

Existen evidencias que apoyan el hecho de que los hemangioblastos podrian existir en la vida
adulta. Asf, Pelosi y colaboradores aislaron células CD34*KDR* de sangre de cordén umbilical humano
y observaron que en cultivo generaban colonias mixtas de hemato-endotelio, mientras que las células
CD34*KDR-no (38), y el grupo de Scott demostré que las HSC tanto de ratén como humanas exhibian acti-
vidad hemangioblastica al revascularizar |a retina isquémica de ratones adultos (39,40). Del mismo modo
se ha demostrado que las células CD133* aisladas de sangre periférica movilizada se comportan en cultivo
como células bipotentes (41).

A diferencia de lo que se observa con los hemangioblastos embrionarios, la mayoria de las células
hematopoyéticas CD34* expresa el antigeno CD4b, es decir estan comprometidas con la estirpe hema-
topoyética, y en lo que respecta a las células CD133+, estas estan contenidas en la subpoblacién celular
CD34-,

Estos estudios demuestran que en el adulto, debe existir un pequefio “pool” de HSC que mantiene
caracteristicas de hemangioblasto. Si es una reminiscencia de la etapa del desarrollo embrionario, o si por
el contrario permanecen en el nicho medular para generar HSC y mantener asf la hematopoyesis a lo largo
de la vida del individuo queda por demostrar.

Hemangioblastos en el tejido adiposo adulto

El tejido adiposo blanco esta compuesto por adipocitos y una poblacién celular muy heterogénea,
denominada fraccion vascular estrémica (FVS). Las células de la FVS comparten muchas de las caracte-
risticas de las células estromales, mas conocidas como células troncales mesenquimatosas, de la médula
6sea. Asi, exhiben capacidad de diferenciacion in vitro, tienen caracter inmunosupresor e inducen la angio-
génesis en tejido isquémico, de un modo similar al inducido por las de la médula 6sea (42-45).

La FVS est4d compuesta por una subpoblacion de origen hematopoyético (CD45*) y otra subpo-
blacién que contiene a las células estromales (CD45), y que supone aproximadamente el 75% de toda
la celularidad. Sin embargo, y a diferencia de lo que se observa en otros tejidos de origen mesodérmico,
la subpablacion celular CD45 puede llegar a contener hasta un 90% de células CD34+, incluyendo las
células endoteliales CD34*CD31+* de la microvasculatura, estando la adipogénesis restringida a las células
CD34+CD31-CD105 (46).

De manera sorprendente, las células CD45 negativas, aisladas mediante seleccién inmunomag-
nética con un grado de pureza superior al 95% son capaces de generar unidades formadoras de colonias
(CFU) hematopoyéticas cuando se cultivan en un medio clonogénico, 6ptimo para la determinacién de
progenitores hematopoyéticos, determinados como CFU, a partir de las HSC CD34*, con una frecuencia
estimada de una CFU por cada 140.000 células CD45-. Asimismo, se comportan como verdaderos progeni-
tores hematopoyéticos, al expandirse tras un periodo de incubacion de 7 dias en un medio libre de suero,
que permite la expansion de las HSC CD34+.

En humanos la expresion de los antigenos CD34 y CD105 esta restringida a las estirpes endotelial
y hematopoyética, expresandose el CD105 en los precursores KDR* con potencial hematopoyético durante



el desarrollo embrionario (47). Los anélisis realizados han demostrado que el ndmero de CFUs formadas
se correlaciona muy bien con el ndmero de células KDR*. Es més, tras el proceso de expansion en medio
liquido no s6lo se mantiene la correlacién sino que la capacidad formadora de CFUs aumenta, pasando de
2,4 CFUs a 4,0 CFUs por cada 1.000 células KDR.

Los analisis por citometria de flujo demostraron que las células CD45KDR* eran positivas para
el CD105 y el Tie2, exhibian una baja o nula expresién de CD34 y CD31, y una variable proporcién de las
mismas era CXCR4 positiva.

Considerando que el VEGF-R2/KDR es un determinante molecular de los hemangioblastos y de
los precursores hematopoyéticos mas primitivos, que el desarrollo del tejido adiposo tanto en el periodo
embrionario como en el adulto esta intimamente asociado al desarrollo de la red vascular, y que la vascula-
rizacion es un proceso critico para el mantenimiento de la fisiologia del tejido adiposo (48,49) era tentador
especular que a lo largo de la vida post-natal se hubiera preservado un “pool” de hemangioblastos, o de
células con propiedades hemangioblasticas, que contribuyeran al mantenimiento de los progenitores en-

doteliales y hematopoyéticos.

A tal fin, en un ensayo clésico de transmigracion, se sometieron las células CD45 negativas a un
gradiente de VEGF. Este ensayo de quimiotaxis permitié recuperar la mayorfa de las células KDR*. La inmu-
nocitoquimica revel¢ la alta proporcion ndcleo/citoplasma de estas células, indice de su caracter primitivo
o indiferenciado.

Se pudo observar que, cuando se cultivaban estas células, en un medio que contiene metilce-
lulosa y factores que permiten el desarrollo de progenitores hematopoyéticos y endoteliales, aparecian
aproximadamente a los 12 dias, células redondeadas que, al proliferar, formaban todos los tipos de CFU
(eritroides y mieloides). Una semana después de esta primera onda hematopoyética empezaban a surgir
colonias mixtas compuestas por células adherentes elongadas y células redondeadas no adherentes, que
exhibfan un gran potencial proliferativo. Atendiendo al nimero de células KDR* sembradas se pudo estimar
una frecuencia de 10 CFUs y 3 colonias mixtas por cada 10.000 células KDR.

Para determinar la naturaleza de las colonias mixtas, se analizaron las células no adherentes por
citometria de flujo, demostrandose que eran células comprometidas a la estirpe hematopoyética. Ademas,
las colonias eritroides eran primitivas, pues la glicoforina se expresaba en células nucleadas. De manera
sorprendente, estas colonias contenfan un elevado porcentaje de células CD34* que no expresaban CD45,
por lo que se trataba de células hematopoyéticas mas primitivas. Una proporcién de las células adherentes
expresé KDR, CD105y CD133.

La inmunocitoquimica de las células adherentes demostré una coexpresion de CD45, CD31 y vWE,
lo que evidencia el caracter mixto (hemato-endotelial) de estas células.

Las células no-adherentes hematopoyéticas de las colonias mixtas exhibieron un gran poder de
proliferacién al generar CFUs en cultivos secundarios. Sin embargo, a diferencia de las colonias primarias,
mas del 70% de las células CD45* correspondieron a monocitos CD14*, lo que denota su mayor compromi-
s0, 0 madurez. Aln asf, aproximadamente un 40% de las células que todavia no expresaba el CD45 tenia
un inmunofenotipo de célula inmadura, CD13*CD105*CD34-.

Las células adherentes cultivadas en un medio de cultivo, adecuado para la proliferacién de las
células endoteliales, generaron células que expresaban el CD31, VWF, captaban Ac LDL-Dil y formaban
estructuras capilares, por lo que se comportaban como verdaderas células endoteliales (50).
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Asi pues, la FVS del tejido adiposo humano contiene, ademds de precursores de adipocitos y célu-
las estromales, propiamente dichas, un pequefio “pool” de precursores hematopoyéticos que, atendiendo
a la ontogenia de las células hematopoyéticas, son de caracter primitivo, pues no expresan ni el CD45 ni
el CD43.

Si resulta sorprendente que exista este pequefio reservorio en un tejido, que aunque de origen
mesodérmico, no es hematopoyético en origen, no menos sorprendente es que existan células hipotentes
de caracteristicas hemangiobldsticas.

La determinacién de las caracteristicas moleculares de estas células permitira establecer en un
futuro su desarrollo ontogénico. Ello facilitard nuestra comprensién sobre como se han mantenido en la
vida adulta, que mecanismos estan implicados en su regeneracion, y como afecta el nicho estromal a su
compromiso y diferenciacion en una u otra estirpe celular.
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Introduccion

Los factores neurotréficos (FNT) son pequefias proteinas naturales necesarias para el desarrollo
y la supervivencia de las células nerviosas, asi como para el mantenimiento de su fenotipo morfoldgico
y funcional. En su formulacién mas clasica la “hipétesis neurotréfica” postula que para la instauracion y
mantenimiento de las conexiones nerviosas los tejidos diana secretan sustancias que estimulan la vitali-
dad de las neuronas que envian fibras a los mismos, favoreciendo de este modo un balance adecuado entre
el nimero de células que proyectan los axones y las que los reciben. La supervivencia de las motoneuronas
espinales que proyectan a los misculos esqueléticos, por ejemplo, depende de FNTs producidos por el
tejido muscular. Durante el desarrollo se generan en muchas zonas del cerebro mayor nimero de neuronas
del que finalmente sobreviven, produciéndose por tanto, una “muerte neuronal fisioldgica” cuyo resultado
final depende de la adecuada distribucién temporal y espacial de FNTs.

El concepto de neurotrofismo tiene sus origenes en el trabajo de Santiago Ramén y Cajal y sus
colaboradores quienes descubrieron los conos de crecimiento de los axones y propusieron que éstos se
orientan y crecen hacia los tejidos diana “atraidos por factores quimiotacticos”, en recuerdo del efecto
que los focos infecciosos ejercen sobre los leucocitos de la sangre. La bisqueda exhaustiva de este tipo
de factores por Victor Hamburger, Rita Levi Montalcini y Stanley Cohen condujo al descubrimiento v aisla-
miento del factor de crecimiento nervioso (NGF, “nerve growth factor”) en la década de los afios 1950 (ver
Levi-Montalcini, 1987), lo que inaugurd uno de lo campos mas activos y prometedores de la neurociencia
moderna y resulté en la concesion del Premio Nobel de Fisiologia o Medicina de 1986 por este descubri-
miento.
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Actualmente existen varias decenas de factores que se consideran neurotréficos (ver mas adelan-
te), aunque la distincién entre éstos y los “factores de crecimiento” (inductores de proliferacién celular)
o las “neuropoyetinas” se ha desdibujado. De hecho el NGF y otras neurotrofinas pueden estimular la
proliferacién de algunos tipos de células. Después de mas de 50 afios de existencia el campo de los FNTs
continta aportando nuevos descubrimientos seminales relativos a la biologia de la comunicacion neuronal
y al desarrollo y mantenimiento del cerebro. Ademas de sus efectos sobre la supervivencia celular los FNTs
tiene un papel fundamental en la “calidad de vida” de las neuronas. Estos factores regulan la migracion
y el crecimiento neuronal (de dendritas y axones), asi como las interacciones entre neuronas (sinapsis) y
entre éstas y las células gliales, subyacentes a los fenémenos plasticos del cerebro como el aprendizaje
o la memoria. Por tanto, los FNTs tienen una papel critico en el mantenimiento de la funcién del sistema
nervioso durante toda la vida del individuo (Huang y Reichardt, 2001).

Debido a las funciones biolégicas fundamentales indicadas anteriormente, los FNTs estan involu-
crados en conductas complejas cuyas alteraciones son la base de desérdenes psiquiatricos como la ansie-
dad, la depresién y los trastornos del aprendizaje, o de patologias neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de Huntington (EH) y la esclerosis
lateral amiotréfica (ELA), entre otras. Los FNTs pueden administrarse exdgenamente, bien como proteinas
puras o mediante terapia génica. Ademas, la mayoria de los efectos de |a terapia celular (con células dife-
renciadas o con progenitores celulares) posiblemente se deben a la liberacién de factores tréficos. Debido
a estas propiedades farmacoldgicas los FNTs se estan ensayando como terapias experimentales para las
enfermedades neurodegenerativas y para las lesiones medulares o la isquemia cerebral.

En este capitulo se presenta de forma resumida las caracteristicas generales de los FNTs, sus
acciones bioldgicas, y el uso de los mismos en terapias neuroldgicas experimentales. Posteriormente se
describe el trabajo realizado por el grupo que dirige el autor y por otros laboratorios sobre el papel de los
FNTs, especialmente el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF, “glial cell line-derived neurotrophic
factor”) en la patogénesis y tratamiento de la EP.

Caracteristicas y acciones generales de los factores neurotréficos

Durante las dltimas décadas se han descrito varias decenas de sustancias de naturaleza proteica
con efecto neurotréfico o neuroprotector similares al NGF. Sin embargo las propiedades y acciones biold-
gicas de muchos factores neurotréficos se mezclan con las de factores de crecimiento y de citoquinas que,
muy frecuentemente, actan sobre tejidos extraneurales. Por tanto, no existe una clasificacion precisa de
FNTs aunque por razones didacticas éstos podrian dividirse en: i) neurotrofinas; ii) factores de la familia del
GDNEF iii) otros (neuropoyetinas, factores angiogénicos, etc).

El término neurotrofinas se suele emplear para referirse a factores neurotréficos estructural-
mente relacionados con el NGF. En mamiferos existen, ademas del NGF, el BDNF (factor neurotréfico de-
rivado del cerebro), la neurotrofina 3 (NT-3) y la neurotrofina 4 (NT-4), que se piensa derivan de un gen
ancestral comn. Las neurotrofinas son fundamentales para el desarrollo (y posiblemente mantenimiento)
del sistema nervioso periférico, sobre todo las neuronas sensoriales y simpaticas. Se sintetizan en areas
de proyeccion de estas neuronas como por ejemplo en las glandulas salivares o en los foliculos pilosos de
la piel. Las neurotrofinas, especialmente el BDNF, también se expresan en neuronas del sistema nervioso
central, donde pueden ejercer ademas efectos para o autocrinos. Las neurotrofinas se pueden sintetizar
en los focos inflamatorios, ya que las citoquinas liberadas estimulan la produccién de NGF por las células



gliales periféricas (células de Schwann). La produccién de neurotrofinas por la glia reactiva del sistema
nervioso central no parece estar definitivamente demostrada.

Las neurotrofinas ejercen su accion bioldgica a través de receptores Trk (“tropomyosin related ki-
nase”), que son proteinas con un dominio transmembranario y con actividad tirosina quinasa en su dominio
intracelular. El descubrimiento de estas moléculas fue un sorpresa ya que no se esperaba que los recepto-
res de neurotrofinas (moléculas implicadas en la supervivencia neuronal) fuesen esencialmente similares
(con actividad tirosina quinasa propia) a los de factores mitogénicos tipicos como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) o el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). Existen receptores Trk A, B
y C con afinidades relativas especificas para cada neurotrofina. La unién de neurotrofinas a sus receptores
pone en marcha numerosas vias de sefializacion intracelular (MAP guinasa PI-3 quinasa, Jun quinasa,
cdc-42/ras/rho proteina G, etc) que estimulan los mecanismos de supervivencia e inhiben los procesos
de muerte celular. Igualmente la estimulacion de estos receptores induce la expresion de canales i6nicos,
enzimas para la sintesis de neurotransmisores, y otros genes que dotan del fenotipo caracteristico a las
diferentes neuronas (ver para detalles Huang y Reichardt, 2001; Segal, 2003) (Figura 1).

La accién celular de las neurotrofinas implica la unién a sus receptores (localizados en los termi-
nales axonicos), la dimerizacion y la internalizacién, transportandose al nicleo donde ejercen su accién
sobre la expresion genética. Existen numerosos datos experimentales que en el caso del NGF apoyan este
mecanismo “candénico” de accion retrégrada, aunque no esta definitivamente demostrado para todos los
FNTs. Es incuestionable que la unién a los receptores pone en marcha, ademads, cascadas de sefializacion
locales, y en el caso del BDNF se sabe que ejerce efectos rapidos sobre la actividad sinaptica que ocurren
en minutos y no requieren transporte al ntcleo o induccién de la expresion genética (Figura 1).

Existe un segundo tipo de receptor con menor afinidad hacia todas la neurotrofinas (p75M™) cuya
funcién y mecanismos de accién son menos conocidos. Las neurotrofinas se sintetizan como péptidos
mayores denominados pro-neurotrofinas (o incluso pre-pro-neurotrofinas) que se activan por rotura proteo-
litica. Recientemente, se ha mostrado que las pro-neurotrofinas, también secretadas extracelularmente en
diferentes zonas del sistema nervioso, se unen con alta afinidad al receptor p75"™ e inducen en las células
efectos contrarios a las neurotrofinas, dando lugar a un sofisticado mecanismo de regulacion reciproco
en la accién de estas moléculas (Huang y Reichardt, 2001; Lu y cols., 2005). La sobreproduccion de pro-
neurotrofinas (por déficit del procesado intracelular a neurotrofinas) parece estar incrementada en algunos
procesos patoldgicos como la EA y en dafios trauméticos de la médula espinal o el cerebro.

Las neutrofinas son necesarias para el desarrollo del sistema nervioso periférico, sobre todo los
ganglios sensoriales y simpaticos. Parece que también son importantes para el mantenimiento de neuro-
nas de la corteza cerebral, cerebelo, hipocampo y del sistema colinérgico basal. La dependencia de las
neutrofinas en diferentes grupos neuronales se ha estudiado en modelos animales con destruccion (“knoc-
kout”) de sus genes mediante recombinacién homologa en la célula germinal. Estos modelos genéticos,
aunque de interés indudable, estan sujetos a compensacion durante el desarrollo embrionario y en algunos
casos no son viables, lo que impide establecer de forma inequivoca el verdadero papel funcional del gen
estudiado (ver Ibafiez, 2008 y el apartado “GDNF y enfermedad de Parkinson®).

El segundo gran grupo de FNTs es el formado por el GDNF y los miembros de su familia
(neurturina, artemina y persefina). Todos son proteinas relacionadas entre si pertenecientes a la familia
estructural del TGFB (“transforming growth factor B”). Estos factores se sintetizan fuera del cerebro (en
musculo, piel y visceras) y son necesarios para el desarrollo del sistema nervioso autonémico (simpatico
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Figura 1. Mecanismo de sefializacidn retrograda de los factores neurotréficos. Los factores neurotrdficos (NGF en la figura) se
sintetizan en el area donde proyecta el axon de la neurona en cuya membrana existen receptores (Trk en la figura) (a). La union
del factor tréfico al receptor puede ejercer efectos locales o transportarse retrégradamente por el axén al nicleo de la célula,
donde promueve la induccidn de genes de supervivencia y estimula el metabolismo, la sintesis de transmisores y el crecimiento
del axdn (b). Las dendritas de la neurona (“postganglionic” en c) liberan también factores neurotréficos que son recaptados por
los axones (“preganglionic” en c) que llegan a ellas. Modificado de Zweifel y cols. 2005.

y parasimpético), ganglios sensoriales y motoneuronas espinales. Del GDNF depende la migracién de los
progenitores de la cresta neuronal que colonizan el intestino y de los que deriva el sistema nervioso en-
térico, por lo que el déficit, incluso parcial, de este factor resulta en aganglionismo del colon (enfermedad
de Hirschprung). El GDNF y los miembros de su familia también se liberan en el SNC donde contribuyen al
mantenimiento de grupos neuronales especificos, particularmente las neuronas dopaminérgicas y noradre-
nérgicas, por lo que en ocasiones se les conoce como factores dopaminotréficos. Sin embargo, los anima-
les con ablacion genética del GDNF (y los otros factores dopaminotréficos) no muestran en el momento de
nacer déficits de neuronas catecolaminérgicas, lo que indica que el papel neuroprotector de las neuronas
centrales se adquiere en la vida adulta. Independientemente de su papel como FNT, el GDNF es necesario
para el desarrollo del rifion y los animales con ablacion del gen GDNF mueren al nacer por agenesia renal
(Moore y cols., 1996; Sanchez y cols., 1996).

Los factores dopaminotréficos ejercen su accién hiolégica por la unién a receptores con dos com-
ponentes, una proteina extrinseca extracelular (GFRat) que se ancla a la membrana por un dominio lipidico
y que al unir el ligando se desplaza y dimeriza con otra proteina comin (RET) que, como en el caso de
los receptores Trk, tiene un segmento transmembranario y un dominio intracelular con actividad tirosina
quinasa. Existen varios subtipos de GRFor que unen con afinidad variable a cada tipo de factor tréfico. Por
ejemplo, el GDNF se une con mayor afinidad al GFRa1. Las vias de sefializacion intracelular activadas por
los factores dopaminotréficos son en esencia similares a las descritas para las neurotrofinas. Igualmente,



se piensa que la accién del GDNF y los otros miembros de su familia depende de la endocitosis del comple-
jo ligando-receptor y el transporte retrégrado al ndcleo. No obstante, lo datos experimentales disponibles
son fragmentarios y se piensa que al igual que las neurotrofinas, estos FNTs tienen acciones locales y efec-
tos rapidos que no requieren modificacion de la transcripcion. Numerosos datos experimentales sugieren
que, ademés del complejo GFRoi/RET, el GDNF puede ejercer acciones bioldgicas a través de otros tipos
de receptores, particularmente de N-CAM (“cell adhesién molecule”) (Figura 2A; Ibafiez, 2008). Como las
neurotrofinas y otras moléculas, los factores de la familia del GDNF se sintetizan como “pre-pro-factor” y
posteriormente se procesan intra o extracelularmente. La regulacion de este proceso todavia se desconoce
con detalle.

A B

Figura 2. Acciones bioldgicas de los factores dopaminotrdficos. (A) Interaccion del GDNF y de la neurturina con sus recepto-
res. Los factores se sintetizan como precursores que tras procesado enzimatico proteolitico se convierten en las moléculas
maduras. El GNDF se une preferente a GFROLT y la neurturina al GRFOLZ. Tras la unidn del ligando, GFROL se acopla a RET cuyo
dominio intracelular adquiere actividad tirosina quinasa. Al menos para el caso del complejo GDNF-GFROLT existe la posibilidad
alternativa de unién a NCAM. Modificado de Andressoo y Saarma, 2008. (B) Efecto de la ausencia (BA) o presencia (BB) de GDNF
sobre neuronas mesencefélicas de ratdn en cultivo. Nétese el incremento en el nimero y tamafio de dendritas en las neuronas
tratadas con GDNF. Modificado de Lin y cols., 2003.

Por su accién dopaminotréfica tanto in vivo como in vitro, existen multitud de trabajos relativos a
la participacion del GDNF (y los otros miembros de la familia) en la patogenia de la EP (ver Pascual et al.,
2008). Igualmente, se ha investigado con bastante detalle la posible utilidad de la administracién de GDNF
como terapia antiparkinsoniana (Kirik y cols. 2004).
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Ademas de las dos grupos indicados anteriormente existen otros factores neurotréficos me-
nos “tipicos” que también parecen contribuir al mantenimiento neuronal. La descripcion detallada de estos
factores esta fuera de los objetivos de este articulo. No obstante, merece la pena hacer mencion de las
somatomedinas, particularmente del factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-1 “insulin-like
growth factor”), que se producen en grandes cantidades fuera del cerebro y que se transportan al mismo
atravesando la barrera hematoencefalica. Existen moléculas con conocido poder tréfico y estimulante del
crecimiento de tipos celulares no neurales (como la eritropoyetina o el factor vascular derivado del endote-
lio; VEGF) que estan demostrado tener acciones farmacoldgicas (e incluso fisioldgicas) en el mantenimien-
to neuronal. El significado funcional de estos “nuevos” FNTs esta todavia por precisar.

Los factores neurotréficos en terapias neuroldgicas

El efecto de los FNTs sobre la supervivencia neuronal ha estimulado su uso en terapia contra
enfermedades neuroldgicas. Hasta la fecha se han realizado numerosos estudios preclinicos en modelos
animales y ensayos clinicos en pacientes, algunos todavia en fase de desarrollo. Los resultados de estos
estudios, aunque no espectaculares, son suficientemente alentadores como para que la terapia basada en
FNTs se considere como prometedora y haya estimulado tanto la investigacion basica como la creacion de
empresas biotecnoldgicas con inversiones econémicas considerables.

Los aspectos mas criticos de las terapias basadas en FNTs son la eleccion del factor tréfico ade-
cuado y su administracion en concentracién suficiente en el lugar preciso. Los FNTs son pleotrépicos y ejer-
cen sus acciones (al menos farmacolégicamente) sobre neuronas muy diversas. Los méas utilizados hasta la
fecha son las neurotrofinas (NGF y BDNF) y el GDNF. De entre las mdltiples formas de administracion ensa-
yadas estan el suministro directo de la proteina, la infeccién neuronal con vectores virales que contiene el
gen del FNT y el transplante de células que producen el/los FNTs de forma natural (células diferenciadas o
células progenitoras) o que estan manipuladas genéticamente para inducir en ellas la produccion del FNT
deseado.

El tratamiento con FNTs se esta utilizando en diversas enfermedades neurodegenerativas (END),
de entre las que destacan la EP (que se describe en el apartado siguiente), la EA, la corea de Huntington
y la ELA. La EA, la END maés frecuente con unas 400.000 enfermos en Espafia, es una patologia difusa
(placas de péptido beta amiloide y ovillos neurofibrilares con proteina tau hiperfosforilada), que afecta a
zonas amplias del cerebro (especialmente corteza, hipocampo y sistema colinérgico basal). No obstante
la enfermedad en sus origenes estéa circunscrita al giro dentado del hipocampo y la corteza entorrinal. La
administracion de factores neurotréficos (sobre todo NGF y BDNF) en el hipocampo (o de células produc-
toras de los mismos) reduce el déficit cognitivo en modelos animales de EA. Igualmente, la administracién
sistémica de IGF parece inducir una mejorfa histolégica y funcional de los animales estudiados. Existen
actualmente estudios clinicos basados en la transfeccion de NGF en neuronas colinérgicas del hipocampo
usando técnicas de transferencia génica con virus adenoasociados (AAV). Dado que los niveles de pro-
neurotrofinas (que se unen con alta afinidad al receptor p75"™) estan incrementados en la EA, se estd
investigando la posible aplicabilidad terapéutica de los antagonistas de este receptor.

La EH es una afeccién genética producida por la sobreproduccion de una proteina téxica, la hun-
tingtina. En esta enfermedad se produce degeneracion progresiva de las neuronas de proyeccion de es-
triado que participan en el control motor, por tanto cursa con movimientos anormales de tipo coreico. La
administracion intraestriatal de FNTs (especialmente BDNF y GDNF) produce mejoria en modelos animales



de la enfermedad. En pacientes existen pocos estudios, pero hay al menos un ensayo en marcha basado
en la administracion de neurturina mediante AAV.

La ELA es una END que, aunque poco frecuente, es devastadora porque produce paralisis progre-
siva por destruccion de las motoneuronas espinales y bulbares que controlan los movimientos voluntarios.
El curso de esta enfermedad suele ser rapido y en ocasiones produce la muerte de los individuos en pocos
meses. Existen numerosos estudios (algunos en pacientes) basados en la administracion de factores tré-
ficos (IGF-1 por ejemplo) directamente o con AAV. Se ha probado (hasta ahora con poco éxito) el implante
intraespinal, intratecal, o incluso intravenoso de numerosos tipos celulares (células mesenquimales de
médula 6sea, progenitores neuronales, células modificadas genéticamente, entre otros) cuyo mecanismo
de accion se desconoce aunque se piensa que los efectos terapéuticos se deben a la liberacién de FNTs.

Los FNTs también se estan incorporando como agentes terapéuticos en casos de neurotraumas
(especialmente la lesion medular) y en el ictus cerebral (ver Loépez-Barneo vy cols. 2008a). Las lesiones
agudas (trauméticas o isquémicas) del sistema nervioso producen no sélo muerte celular inmediata sino
que cursan con dafios secundarios debido a una cascada de eventos deletéreos (produccién de especies
proinflamatorias, factores necréticos, especies reactivas de oxigeno, etc) que se originan en el lugar de la
lesion (Blesch y cols., 2002). La administracion directa de FNTs o de células que los producen parece que
estimula la viabilidad de las células (neuronas v glia), reduce la extension del dafio tisular y favorece la
recuperacion funcional. En el caso de las lesiones medulares el trasplante celular (células gliales, células
madre neurales y otras) tiene como objetivo no solo |a liberacién de FNTs sino servir de sustrato y guia para
el crecimiento de los axones dafiados.

GDNF y enfermedad de Parkinson

La EP es una patologia neurodegenerativa que se debe a la muerte progresiva de grupos neuro-
nales especificos, particularmente las neuronas dopaminérgicas (ND) del mesencéfalo ventral (sustancia
negra y area tegmental ventral). Otros grupos neuronales afectados incluyen los ganglios del sistema
nervioso auténomo, el ntcleo dorsal del vago, el Locus coeruleus y el bulbo olfatorio. Las ND proyectan al
nicleo estriado (caudado y putamen en primates) constituyendo la via nigro-estriatal (VNE). Por tanto, el
defecto neuroquimico més relevante en la EP es la falta de dopamina en el estriado. Debido a que la VNE
es un componente fundamental del sistema extrapiramidal de control motor, los sintomas cardinales de la
EP. al menos en sus fases iniciales, son de tipo motor (temblor, rigidez en |as articulaciones, movimientos
lentos y alteraciones en la marcha).

Las causas de la EP se desconocen, aunque se piensa que la enfermedad se contrae por la com-
binacién de factores predisponentes genéticos y la exposicion a causas ambientales. Un porcentaje de los
casos de EP (aproximadamente el 10-15%) es de tipo familial y se debe a genes que se transmiten por
herencia mendeliana. Incluso en estas circunstancias la penetrancia no es superior al 30-40% lo que indica
que otros factores son necesarios para desencadenar la enfermedad. La mayoria de los casos de EP son de
tipo esporadico. La patogenia de la EP se cree que es multifactorial y en ella intervienen alteraciones mito-
condriales, en el procesamiento de las proteinas y en la funcién sinaptica. Las neuronas afectadas pierden
su fenotipo e inician un proceso degenerativo que finalmente conlleva a estrés oxidativo, inflamacién y la
destruccion celular. Aunque se piensa que el déficit de FNTs podria ser la causa o al menos contribuir a
la aparicién de la EP. no existen por el momento evidencias directas de que esto ocurra en el hombre. Si
existen multitud de datos experimentales mostrando que la aplicacion exdgena de FNTs tiene un efecto
protector sobre las ND mesencefalicas y otras neuronas afectadas en la EP (ver més adelante).
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La terapia de la EP es de tipo pro-dopaminérgica, y tiene como objetivo el compensar la falta de
dopamina en el cerebro. Para ello se administra por via oral la L-dopa (sustancia precursora de la dopamina
que atraviesa la barrera hematoencefélica) y otros farmacos como los agonistas de los receptores dopami-
nérgicos o los inhibidores de la los enzimas que oxidan la dopamina (monoamino oxidasa y catecoloximetil
transferasa). Aunque esta terapia tiene resultados clinicos satisfactorios, no frena la progresién de la
enfermedad y por lo tanto pierde eficacia progresivamente. Por esta razén desde hace afos se intenta la
blsqueda de nuevas aproximaciones terapéuticas y entre ellas la terapia celular, cuyo objetivo inicial es
el implante intraestriatal de células productoras de dopamina para reemplazar las neuronas destruidas
(y de este modo restaurar el nivel dopaminérgico estriatal), ha recibido atencién especial (Lopez-Barneo
y cols. 2008a). Las células méas utilizadas en los ensayos realizados en humanos han sido las neuronas
dopaminérgicas procedentes de cerebro de fetos. Aunque en algunos estudios se describieron efectos
clinicos muy satisfactorios tras el implante celular, los resultados de dos ensayos doble ciego (con control
del efecto placebo) realizados en los Gltimos afios han concluido que el efecto clinico de la terapia celular
restauradora es muy pequefio y por esa razén ha dejado de utilizarse (Freed vy cols., 2001; Lépez-Barneo
y cols., 2008a). El interés de la mayoria de los grupos se ha desplazado hacia la terapia neuroprotectora,
basada en la aplicacion intracerebral de FNTs con el propésito de frenar o al menos desacelerar el curso de
la enfermedad. Dentro de los FNTs que se han ensayado en modelos animales de parkinsonismo, el GDNF
(y recientemente la neurturina) son los que se han transferido, aunque a nivel experimental, a la clinica
humana.

Las relaciones entre el GDNF y la EP son estrechas desde la identificacion del FNT a mediados de
los afios 1990, debido a que los estudios iniciales mostraron un potente “efecto farmacoldgico” neuropro-
tector y estimulador del crecimiento de las neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas tanto /n vitro como
in vivo (Lin y cols., 1993; Tomac et al., 1995; Arenas et al., 1995; Figura 2B). Los experimentos iniciales
fueron seguidos de numerosos estudios en modelos de parkinsonismo animal en roedores y primates in-
dicando que la administracién intraestriatal de GDNF incrementa la supervivencia y resistencia a agentes
toxicos de las ND e induce crecimiento de su arborizacién axénica (“sprouting”) (Kirik y cols. 2004). Estos
estudios, sin embargo, no pudieron mostrar una asociacion “fisioldgica” entre el GDNF y las ND mesence-
falicas pues los animales con ablacién de gen GDNF, aunque morfan al nacer por agenesia renal y déficit
de inervacioén del intestino, mostraban un desarrollo normal de la VNE y de otros centros nerviosos cateco-
laminérgicos centrales y periféricos (Moore y cols., 1996).

Lo estudios farmacoldgicos preclinicos indicados en el parrafo anterior condujeron a la realiza-
cién de un estudio abierto piloto en 5 pacientes a los que se administré GDNF (sintetizado por bacterias
transfectadas con DNA recombinante humano) a través de una canula implantada permanentemente en el
putamen. Los resultados clinicos iniciales (a los 6-12 meses del tratamiento) de este estudio fueron no solo
positivos sino que, ademas, el estudio histolégico de uno de los pacientes que fallecié por causas ajenas
a la terapia antiparkinsoniana, mostrd “sprouting” de los terminales axénicos dopaminérgicos en el estria-
do (Gill y cols. 2003). No obstante un estudio posterior en 34 pacientes realizado a doble ciego tuvo que
interrumpirse debido a que los efectos clinicos observados por la administracién de GDNF no fueron sig-
nificativamente superiores a los controles (Lang y cols. 2006). Adicionalmente, algunos pacientes tratados
mostraron anticuerpos neutralizantes contra el GDNF recombinante que produjeron signos de afectacion
del cerebelo.

El interés por el GDNF como potencial terapia antiparkinsoniana se ha revitalizado recientemente
por estudios de nuestro grupo basados en un modelo de ratén GDNF “knockout” condicional, en el que la



produccion del factor neurotréfico se mantiene normal y una vez que el animal es adulto se escinde el gen
de su sitio produciéndose un alelo nulo (Pascual y cols. 2008). Este modelo animal resulta en la disminu-
cién de los niveles de GDNF proteina en el estriado hasta menos del 40% de su valor normal y permite
estudiar la funcién del gen en el adulto sin mecanismos compensatorios que puedan haberse puesto en
marcha durante la vida embrionaria. Nuestros resultados han demostrado que la produccion de GDNF en el
estriado es absolutamente necesaria para el mantenimiento de las neuronas dopaminérgicas en la sustan-
cia negra y el area tegmental ventral. La ausencia de GDNF produce una muerte neuronal progresiva que
también afecta a otras neuronas del sistema nervioso central y periferico. El efecto de |a falta de GDNF es
particularmente obvio en el caso de las neuronas noradrenérgicas del Locus coeruleus, que practicamente
desaparecen (Figura 3). La muerte neuronal inducida por el déficit de GDNF es selectiva pues no afecta a
neuronas dopaminérgicas del hipotalamo y a extensas areas de la corteza y del hipocampo. Este patrn de
muerte neuronal es muy parecido al que se observa en pacientes con EP. Los animales con ablacién con-
dicional de GDNF desarrollan un sindrome motor aquinético caracteristico de los animales parkinsonianos
(Pascual y cols. 2008). Por otra parte, los estudios de expresion de GDNF en el animal adulto indican que
este factor neurotréfico se produce selectivamente en las areas de proyeccion de las neuronas dopami-
nérgicas y noradrenérgicas. Estos resultados sugieren que, al menos en el ratén, el GDNF tiene un papel
fisiolégico muy importante, siendo indispensable para la supervivencia de las neuronas catecolaminérgi-
cas que desaparecen en los enfermos parkinsonianos. Por tanto, la administracién de GDNF debe tener un
efecto protector sobre estas células nerviosas. Posiblemente el reto metodolégico sea el poder suministrar
el GDNF de forma y en cantidad adecuada para que sea recaptado por las neuronas que padecen el proceso
neurodegenerativo.
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Figura 3. Pérdida de neuronas catecolaminérgicas en el ratén adulto tras ablacion condicional del gen GDNF (cGDNF knockout).
(A) Seccidn del mesencéfalo al nivel de la sustancia negra (SN) y el drea tegmental ventral (VTA) ilustrando la destruccion
masiva de neuronas dopaminérgicas (TH positivas) en ausencia de GDNF. (B) Seccién del tronco del encéfalo al nivel del Locus
coeruleus (LC) mostrando la desaparicion casi completa de las neuronas noradrenérgicas (TH positivas). Wild type: animal
control. Modificado de Pascual y cols. 2008.
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Trasplantes de células del cuerpo carotideo productoras de dopamina y
GDNF en la enfermedad de Parkinson

El cuerpo carotideo (CC) es una estructura derivada de la cresta neural formada por progenitores
que durante la vida embrionaria emigran desde ganglio cervical superior y se asientan en la bifurcacién de
la arteria cardtida. En el adulto, el parénquima del CC lo forman actimulos de células (denominados glomé-
rulos) en intimo contacto con vasos sanguineos (el CC es una de las estructuras mas irrigadas del cuerpo)
e inervadas por fibras nerviosas sensoriales del ganglio petroso que terminan en el centro respiratorio del
tronco del encéfalo. Los glomérulos del CC estan formado por dos tipos celulares fundamentales: i) las
células glémicas, o tipo |, que son parecidas a neuronas y que tienen canales iénicos voltaje-dependientes
y pueden generar potenciales de accion. Estas células sintetizan numerosos transmisores, fundamental-
mente dopamina que se almacena en vesiculas con centro denso. La identificacion histoldgica de las cé-
lulas glémicas se realiza por su tincién positiva con anticuerpos contra el enzima tirosina hidroxilasa (TH)
limitante en la sintesis de catecolaminas. ii) Las células sustentaculares, o tipo II, con prolongaciones que
envuelven a las tipo | y que se tifien con anticuerpos contra marcadores gliales como la proteina acidica
fibrilar de la glia (GFAP) (L6pez-Barneo y cols. 2008b) (Figura 4A-C).

Las células glémicas son quimiorreceptores arteriales que detectan cambios en la composicion
fisico-quimica de la sangre (particularmente los cambios en la tensién de oxigeno). En respuesta a la hi-
poxemia, las células glémicas liberan en poco segundos transmisores (dopamina, ATP y otros) que activan
las fibras nerviosas aferentes para estimulan el centro respiratorio y producir hiperventilacion (Lépez-Bar-
neo y cols. 2001; Lépez-Barneo, 2003) (Figura 4D).

Hace aproximadamente una década nuestro grupo inicié un proyecto dirigido a llevar a la clinica
el trasplante de CC para el tratamiento de la EP. Dada la naturaleza dopaminérgica del CC, |a idea basica
fue utilizar esta glandula para hacer autotrasplantes y compensar el déficit de dopamina intraestriatal.
EI CC es un 6rgano par y la extirpacién de uno de ellos es compatible con una vida normal. Los estudios
preclinicos en roedores y monos fueron satisfactorios ya que produjeron mejoria clinica casi completa
(Espejo y cols., 1998; Lopez-Barneo y cols., 2008a). Estos estudios también sugirieron que el efecto bene-
ficioso del implante de CC en el parkinsonismo experimental no se debe tanto al efecto de la dopamina
que el implante suministra como a una accidn tréfica que induce “sprouting” en las fibras dopaminérgicas
nigroestriatales aun no destruidas. Esta hip6tesis se confirmé al demostrar que el CC del adulto contiene
varios factores neurotréficos, especialmente GDNF que se produce por las células glémicas y en cantida-
des muy superiores a las que se detectan en cualquier otro érgano del adulto (Toledo-Aral y cols., 2003;
Villadiego et al., 2005) (Figura 5). Ademas de GDNF, el CC contiene BDNF y NT-3. La capacidad de producir
GDNF se mantiene en las células trasplantadas, las cuales sobreviven durante casi toda la vida del animal
de experimentacion.

Es posible que la mezcla de FNTs que contiene el CC se ha seleccionado evolutivamente para
asegurar la supervivencia de las células quimorreceptoras, que estan en un ambiente particularmente rico
en oxigeno (sometidas a un estrés oxidativo) y cuya funcién bioldgica es informar al cerebro de cambios
en variables (oxigeno, glucosa, pH, diéxido de carbono, etc) potencialmente deletéreos para la integridad
neuronal. Podria ser que la mezcla de FNTs del CC sea también la mas apropiada para el mantenimiento de
las ND mesencefalicas del adulto.

Los resultados preclinicos satisfactorios aconsejaron llevar a cabo estudios abiertos piloto en 14
pacientes con parkinsonismo avanzado. Los enfermos sufrieron extirpacion unilateral al CC que tras ser
troceado mecanicamente en unos 150 agregados celulares (de unas 200 células cada uno) se implantaron



estereotaxicamente de forma bilateral en el putamen (Figura 6). El implante de CC ha mostrado ser una
técnica segura que en mas del 80% de los pacientes produjo algn tipo (entre el 15y el 60%) de mejoria
clinica. En algunos casos, esta mejoria se han mantenido durante varios afios tras el trasplante. No obstan-
te, en la mayorfa de los pacientes los efectos favorables del implante son transitorios y pasados 12 meses
de la intervenciéon muestran una tendencia al empeoramiento, con vuelta a la situacion clinica prequirdr-
gica (Arjona y cols. 2003; Minguez-Castellanos y cols. 2007). Dado que algunos de nuestros estudios han
sido abiertos, no se puede descartar que parte (o toda) la mejorfa clinica inducida por el implante de CC se
deba a un efecto placebo (muy acusado en enfermos parkinsonianos). Aunque algunos datos indican que
este no debe ser el caso, esta posibilidad no es descartable hasta que se realicen ensayos mas amplios,
cegados y con analisis de placebo frente a control.
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Figura 4. Organizacion anatémica y funcional del cuerpo carotideo (CC). (A) Seccidn histoldgica de la bifurcacion carotidea de ratdn
analizada por hibridacién in situ con una sonda contra el RNAm de la tirosina hidroxilasa (TH; color azul). Se pueden identificar
los grupos (glomérulos) de células TH+ que forman el CC. Se indican las arterias cardtida interna (ICA) y externa (ECA) y el ganglio
cervical superior (SCG). (B) Representacicn esquematica de un glomérulo de CC con indicacion de las células tipo 'y tipo I, los vasos
sanguineos (V) y las fibras nerviosas aferentes (nf). (C) Seccion histoldgica del CC de un ratdn transgénico GFAP-GFP (proteina acidica
fibrilar de la glia-proteina fluorescente verde) tefiido con anticuerpos contra TH (rojo) y GFP (verde). Los niicleos celulares estan tefiidos
con DAPI (azul). Nétese que en este modelo animal las células tipo Il GFAP+ expresan GFP. (D) Secrecidn de catecolaminas en células
glémicas de conejo en funcién de la tension de oxigeno. El inserto ilustra la respuesta secretora de una célula glomica mediante
amperometria. Modificado de Pardal et al., 2007 y Ldpez-Bameo et al., 2009. Barras de calibracion: 300 um (A) and 10 pm (C).
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Figure 5. Expresion de GDNF en las células glémicas del cuerpo carotideo (CC). (A) Tincion X-gal (puntos verdes) mostrando la
expression de GDNF en un CC in situ perteneciente a un ratén de 5 meses heterocigético GONF/lacZ, (Sanchez y cols. 1996).
Las células glémicas estan contratefiidas con un anticuerpo contra la TH (marrén claro). (B) Niveles de GDNF (en picogramos por
miligramo) medidos por ELISA en tejidos de rata. El nimero de medidas fue: CC (6), ganglio cervical superior, SCG (6), médula
adrenal, AM (8), y érgano de Zuckerkandl, Zuck (3). (C) Expressién de GDNF (precipitado azul) en una célula glomica dispersa
del CC TH positiva (fluorescencia roja) y GFAP negativa. (D) Ausencia de expression de GDNF y TH en una célula sustentacular
typo Il que es GFAP+ (fluorescencia verde). Las células mostradas en (C) y (D) se obtuvieron de CCs de ratones heterocigéticos
GDNF/lacZ. Modificada de Villadiego y cols., 2005. Barras de calibracién: 10um (A)and 5um (C y D).

Una de las limitaciones mas importantes del autotrasplante de CC en la EP es el pequefio tamafio
del érgano, con pocas células activas y por tanto con una potencia terapéutica pequefia. Ademés el CC se
hace fibrético con la edad, disminuyendo no solo la densidad del parénquima sino el nimero de células
TH positivas. Por tanto, y a pesar de que los resultados experimentales y clinicos son alentadores, parece
necesario disponer de una poblacién mas numerosa de células del CC antes de que sea aconsejable llevar
a cabo un ensayo amplio con control de placebo en pacientes.



Figura 6. Trasplante intraputamenal estereotédxico de células del cuerpo carotideo (CC) en pacientes con enfermedad de Par-
kinson. (A) CC resecado de un paciente parkinsoniano después de limpiarlo de tejido conectivo. (B) Agregados celulares de CC
trasplantados a través de una aguja estereotaxica segin se ilustra en (C). Pt, putamen; Cd, nicleo caudado; Th, tdlamo; SNc,
pars compacta de la sustancia negra; SN, pars reticulata de la sustancia negra. Modificado de Ldpez-Barneo y cols. 2008a.

El cuerpo carotideo es un nicho neurogénico del sistema nervioso
periférico adulto

La necesidad de contar con mayor cantidad de tejido para llevar a cabo los implantes en pacientes
parkinsonianos, nos condujo a investigar la posibilidad de expandir el CC in vitro. Existen abundantes datos
en al literatura mostrando que, a diferencia de otros tejidos de origen neural, el CC adulto puede crecer in
vivo cuando los individuos sufren hipoxemia cronica. Esta situacion ocurre en personas o animales que ha-
bitan a grandes alturas (como en algunas ciudades americanas o asiticas) o en pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva crénica.

En ratones expuestos durante dos semanas a un ambiente con baja tensién de oxigeno (10%,
aproximadamente 70 mmHg) el CC crece varias veces su valor normal con un incremento del nimero de
células glémicas TH positivas. Este hecho nos indujo a pensar que el CC adulto tiene una poblacién de

119



120

células progenitoras capaces de activarse por la hipoxia para proliferar y diferenciarse a nuevas células
glémicas. Las células progenitoras se han identificado in vitro mediante su capacidad para formar colonias
(neuroesferas) clénicas. Las neuroesferas se forman inicialmente alrededor de un nicleo central con nume-
rosas células nestina positivas (marcador de progenitor neural) de donde emergen una o varias protusiones

A nhormoxia hypoxia (21 d)

nestin DAPI

Figura 7. Crecimiento del cuerpo carotideo (CC) por la hipoxia crénica e identificacion de las células progenitoras responsables.

(A) Incremento del tamaio del CC de un ratén mantenido en hipoxia (10% 0,) durante 21 dias. B. Neuroesferas formadas a
partir de células dispersas del CC después de 10 dias en cultivo. El inserto muestra un ejemplo de protuberancia tipica (flechas)
emergiendo del centro de la neuroesfera. C. Andlisis inmunohistoquimico de la seccién de una neuroesfera (campo claro a la
izquierda) indicando la presencia de progenitores nestina positivos dentro del centro de la neuroesfera y células TH+ dentro del
brote de diferenciacidn (derecha). D. Neuroesfera crecida (20 dias en cultivo) con protuberacias de diferenciacion a células TH+
muy desarrolladas. E. Organizacion de las neuroesferas con el centro lleno de progenitores nestina positivos que preceden la
aparicion de células glémicas TH positivas en la periferia. Barras de calibracion: 50 um (A), 100 um (B), 50 um (C, D, E). Modifica-
do de Pardal y cols., 2007.



de células TH positivas que crecen con el tiempo en cultivo. Las células de estas protusiones recuerdan
morfol6gicamente a las células glémicas de los glémerulos que se observan en el CC in vivo (Figura 7). Ade-
mas, las células TH+ neoformadas tienen las mismas propiedades electrofisiolégicas y quimiorreceptoras
de la células glémicas estudiadas /n situ, manteniendo la capacidad para sintetizar GDNF (Pardal y cols.,
2007). Las células madre/progenitoras del CC son GFAP positivas, lo que sugiere que una subpoblacién de
células sustentaculares son en realidad progenitores activables por la hipoxia.

Los datos experimentales descritos anteriormente muestran que el CC es un nicho neurogénico
que en el adulto puede activarse, gracias a la existencia de una poblacién de progenitores de estirpe glial.
Aunque el CC es el primer nicho neurogénico que se ha descrito en el sistema nervioso periférico adulto, es
importante destacar que se parece a los nichos neurogénicos descritos en el sistema nervioso central (zona
subventricular y giro dentado del hipocampo) que también tienen una dotacién de células progenitoras
de tipo glial que tras activarse y convertirse en progenitores en expansion se diferencian a neuroblastos
(Alvarez-Buylla y Lim, 2004: Kokovay y Temple, 2007).

Datos recientes de nuestro laboratorio indican que el CC humano adulto contiene los mismos
progenitores que se han descrito en roedores, lo que ofrece posibilidades para que el CC de pacientes o de
donantes sanos pueda expandirse /n vitro, y suministrar el nimero suficiente de células glémicas, produc-
toras de GDNF y otros FNTs, que puedan ser utilizadas en terapia celular antiparkinsoniana.
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IMPACTO DE LA BIOLOGIA MOLECULAR EN LA MEDICINA FORENSE

Angel Carracedo
Instituto de Medicina legal. Universidad de Santiago de Compostela

RESUMEN

El analisis de la variacion del ADN ha supuesto una enorme revolucion en Medicina
forense. Desde que en 1985 Alec Jeffreys introdujo la huella genética ha habido una evolucién
continua en el tipo de marcadores y en las tecnologias. Los microsatélites en cromosomas auto-
nomicos son actualmente los marcadores mas utilizados, pero los polimorfismos nucleotidicos
simples (SNPs) van emergiendo como marcadores de futuro y son ya (tiles para muchas apli-
caciones especificas, al igual que ocurre con polimorfismos en cromosomas sexuales o el ADN
mitocondrial que son herramientas fundamentales para los investigadores forenses.

Genética forense: de los grupos sanguineos a los polimorfismos de ADN
nuclear

La Genética forense es una especialidad de la Genética que incluye un conjunto de conocimientos
de Genética necesarios para resolver ciertos problemas juridicos. Los tipos de pericia méas solicitados al
laboratorio de Genética forense por los tribunales son casos de investigacion hioldgica de la paternidad,
pericias de criminalistica bioldgica (estudio de vestigios bioldgicos de interés criminal como manchas de
sangre, esperma, pelos, etc.) y, finalmente problemas de identificacién. Una de las actividades méas impor-
tantes del campo son las bases de datos de ADN con fines de identificacion criminal. La primera base de
datos y la mas amplia es la del Reino Unido. Es muy amplia y contiene unos tres millones de perfiles de
ADN, introduciéndose méas de 1000 perfiles diarios de sospechosos, convictos 0 muestras encontradas en
el lugar de los delitos

Antes de la aplicacion del ADN los marcadores genéticos que se utilizaban para estas finalida-
des (HLA, proteinas, enzimas, grupos sanguineos) presentaban grandes limitaciones cuando se trataba de
analizar muestras degradadas o en mindscula cantidad lo que sucede con mucha frecuencia en el trabajo
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forense. Esto era particularmente cierto para el andlisis de esperma o manchas de esperma y pelos o
cabellos donde era excepcional proporcionar algiin dato acerca de la correspondencia de un vestigio a un
presunto agresor con lo que la ayuda a la justicia era muy limitada.

Los polimorfismos de ADN de mayor uso en medicina forense se encuentran en el ADN repetido
en tandem y clasicamente se utilizan los denominados minisatélites y microsatélites que consisten en
repeticiones de fragmentos de ADN de ndmero variable. La repeticiones en el ADN microsatélite son de ta-
mafio pequefio (de 2 a 6 pares de bases) por lo que se suelen denominar STRs (“short tandem repeats”).

Poniendo un ejemplo, un STR puede tener una estructura como ACTT ACTT ACTT ACTT ACTT ACTT
ACTT ACTT... hasta un nimero n de repeticiones. Los individuos nos diferenciamos por el nimero de repeti-
ciones de esa secuencia. Un individuo 8-12 para ese STR significa que tiene 8 veces la unidad de repeticion
(ACTT) en un lugar especifico de un cromosoma (locus génico) y 12 veces en el locus correspondiente del
cromosoma homalogo.

Los minisatélites y microsatélites ademas de ser extraordinariamente polimérficos (esto es varia-
bles entre los individuos de una poblacidn), poseen una herencia mendeliana simple. Esto significa que
el individuo 8-12, que antes pusimos de ejemplo, ha heredado uno de los alelos de su madre y otro de su
padre bioldgico.

En el campo forense utilizamos basicamente STRs de 4bp y 5bp en la unidad de repeticion. Los de
menos repeticiones son muy propensos a artefactos (bandas tartamudas) lo que dificulta la interpretacién
de perfiles de ADN obtenidos a partir de mezclas de diferentes individuos.

En 1984, el genetista britanico Alec Jeffreys y su grupo descubrieron la enorme variacién que
tienen los minisatélites entre los individuos y acufiaron el término“DNA fingerprint” (huella genética de
ADN) y realizaron las primeras aplicaciones forenses.

El andlisis de minisatélites mediante sondas se abandon recientemente por algunas dificultades
es su empleo forense, siendo el principal el hecho de que es muy dificil analizar ADN degradado o en pe-
quefia cantidad con sondas y esto dificulta gran parte de las aplicaciones forenses.

Por fortuna, ésto fue solucionado con la aparicién de la reaccién en cadena de la polimerasa y el
descubrimiento de los microsatélites.

El primer sistema analizado por PCR con fines forenses fue un polimorfismo de ADN codificante de
la regién HLA: el locus HLA DQA1, que se detectaba mediante sondas que reconocen cada alelo del sistema
previamente fijadas a una membrana. Posteriormente se utlizaron minisatélites de pequefio tamafio, pero
fue el descubrimiento de los microsatélites o STRs la que abrié unas enormes posibilidades a este campo.
Sus ventajas eran notables ya que ofrecian junto a pequefios tamafios (y por lo tanto méas resistencia a la
degradacién), un buen poder de discriminacién y facilidades para ser amplificados de forma simultédnea con
PCR multiplex (esto es amplificar varios sistemas STR simultdneamente a partir de la misma muestra).

El andlisis de los productos amplificados se ha facilitado en gran medida gracias al uso de fluoro-
cromos y sistemas automatizados (secuenciadores automaticos de ADN) que permiten la visualizacion de
varios mini 0 microsatélites simultdneamente.

Los polimorfismos analizables por PCR antes de ser aceptados para la practica forense deben
cumplir una serie de requisitos y pasar sucesivos controles de validacion.



Actualmente se suelen analizar hasta 15 STRs (estandarizados y validados) a partir de la misma
muestra bioldgica utilizando secuenciadores automaticos y PCR multiplex. Los muliplexes comerciales de
Applied Biosystems (ldentifiler) y Promega (Powerplex 16) que contienen 15 STRs y el marcador de sexo
amelogenina son los més utlizados. Un ejemplo se puede ver en la Figura 1.
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Figura 1. Multiplex de STRs utlizando el kit comercial PowerPlex16 (Promega) que incluye 15 STRs y el marcador de sexo amelo-
genina marcados con diferentes fluorocromos. El la calle final se ve un estandar interno

Para andlisis de criminalistica bioldgica se prefiere usar STRs con un pequefio tamafio en el pro-
ducto amplificado (menos de 200 bp) pues el tamafio es inversamente proporcional a la degradacién y en
muestras muy degradadas sélo cabe esperar éxito con la amplificacién de estos sistemas. Actualmente
se han disefiado numerosos multiplexes disponibles comercialmente con este tipo de STRs que se suelen
denominar miniSTRs. También son muy interesantes las repeticiones de 5 nucledtidos (pentanucleotide
repeats) cuando se trata de analizar muestras mezcladas con diferentes individuos pues tienen menos ar-
tefactos que otros STRs. En varios multiplexes disponibles comercialmente se incluyen este tipo de STRs.

Para una revision de los marcadores y métodos en uso véase Butler (2001) y Jobling y Gill (2004).

Los polimorfimos de ADN mitocondrial

Hasta no hace muchos afios, el estudio de los polimorfismos de ADN se habia centrado mayori-
tariamente en el andlisis de marcadores nucleares. Sin embargo durante estos Gltimos afios, el interés
por este genoma mitocondrial ha crecido considerablemente. EI ADNmt posee multiples aplicaciones en
el campo de la Genética Forense debido fundamentalmente a su modo de herencia, su elevada tasa de
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mutacion y a la existencia de miles de moléculas por célula, lo que permite su estudio en condiciones en
las que el material biol6gico a analizar se encuentra en mal estado o en cantidad insuficiente para estudiar
cualquier otro marcador nuclear.

El ADNmt humano es una molécula ADN circular, cerrado y de doble cadena y relativamente
pequefio ya que mide 16.569 bp y fue secuenciado en su totalidad por primera vez en 1981 por Anderson y
cols. Aunque representa menos del 1% del ADN celular total, posee un gran nimero de copias. Se estima
que las células de mamiferos contienen varios miles de copias de ADNmt dependiendo del tipo de tejido.
Esta es caracteristica es la que le confiere mas posibilidades de éxito en muestras degradadas.

El ADNmt se hereda practicamente solo por via materna.

Hay dos regiones principales en el genoma mitocondrial una gran regién codificante (90%) y una
region pequefa de aproximadamente 1,2 kb conocida como regidn control. Esta region es muy polimérfica
y contiene dos regiones hipervariables bien caracterizadas, conocidas como la region hipervariable | (HVI)
y la regién hipervariable Il (HVII), de aproximadamente 400 bp cada una. Todos estos elementos de control
hacen que esta region no sea en conjunto selectivamente neutra.

La identificacion forense mediante ADNmt se basa fundamentalmente en el estudio de esta regién
no codificante. De la misma manera, dada su alta variabilidad, es de gran utilidad en el estudio antropol6-
gico de la evolucién humana ya que las diferencias interpoblacionales a nivel mitocondrial son un reflejo
molecular de acontecimientos histéricos que se han venido sucediendo durante los Gltimos milenios.

También estan cobrando un valor cada vez mayor el estudio de variaciones nucleotidicas simples
en region codificante (SNPs) del ADNmt que permiten definir con mayor precisién el haplogrupo al que
pertenece una muestra lo que aumenta su valor identificativo. Por ejemplo, un porcentaje importante de las
muestras europeas pertenecen al haplogrupo H (esto es, a un mismo linaje) sin posibilidad de diferenciar
unos individuos de otros si no se recurre al analisis de SNPs de regién codificante que aumenta sensible-
mente el poder del test.

El ADNmt es importante en genética forense en dos circunstancias: en el analisis de pelos y cabe-
llos y en el analisis de muestras degradadas.

Por su mejor comportamiento en muestras degradadas el ADNmt es esencial para muchos casos
de identificacion a partir de restos 6seos. Se han obtenido secuencias de ADNmt en muestras de miles de
afos y la prueba ha servido para solucionar numerosos enigmas histéricos como la identificacion, antes
indicada, de los restos de la familia Romanov.

La mayoria de los laboratorios de Genética forense utilizan hoy dia el ADNmt, siendo su mayor
problema el control de la contaminacién y la valoracion estadistica. La Sociedad Internacional de Genética
Forense (ISFG) ha publicado recomendaciones estrictas para su uso apropiado.

La valoraci6n estadistica exige el que se disponga de bases de datos poblacionales muy amplias
(es decir perfiles de ADNmt totalmente andnimos con el fin de estimar su frecuencia) y en este sentido se
esta haciendo un esfuerzo colaborativo importante a nivel mundial.

Los polimorfimos del cromosoma Y

A pesar de representar s6lo el 2% del componente cromosémico humano, el cromosoma Y posee
unas caracteristicas que le diferencian del resto de los cromosomas y le confieren gran utilidad desde el



punto de vista tanto forense como antropdlogico de las que la mas importantes son primero que la mayor
parte del cromosoma Y no recombina durante la meiosis. Esto determina que todas las secuencias locali-
zadas en esta region no pseudoautosomal, son heredadas como un blogue de padres a hijos, constituyendo
un grupo de ligamiento. La Unica fuente posible de variacién es producida por eventos mutacionales.

La segunda es que presenta una baja diversidad a pesar de lo cual se han descrito numerosos
polimorfismos. De todos ellos los més interesantes a efectos forenses son los microsatélites, aunque los
marcadores bialélicos (mayoritariamente SNPs) estdan empezando a tener una gran importancia por su
sensibilidad para poder ser analizados en muestras minimas, y por la posibilidad de definir con precision el
haplotipo y poder asi dar datos sobre el origen geogréfico posible de una muestra.

Actualmente se pueden encontrar en bases de datos genémicas centenares de STRs de cromoso-
ma Y pero también se ha estandarizado su uso. Asi, los STRs que integran el llamado “haplotipo minimo”
(DYS19, DYS385, DYS3891, DYS389ll, DYS390, DYS391, DYS392 y DYS393) son usados por la mayoria de
los laboratorios forenses en la actualidad y existen multiplexes comerciales ampliamente usados.

Los microsatélites localizados en el cromosoma Y, han irrumpido con gran fuerza en el panorama
de los marcadores genéticos de uso forense, debido a que suponen una ayuda inestimable para ciertas
situaciones forenses especificas como son algunos casos de investigacion de la paternidad dificiles vy
especialmente casos criminales con mezcla de ADN masculino y femenino. Asi, los polimorfismos de cro-
mosoma Y son importantes en el analisis de muestras en delitos contra la libertad sexual en las que el
esperma u otras células del agresor estdn mezcladas con células femeninas de la victima; ya que si son
utilizados marcadores autosémicos, se obtiene una amplificacion preferencial del mayor de los componen-
tes (usualmente DNA femenino), que enmascara el perfil genético del asaltante.

Ademas de los microsatélites esta siendo cada vez mas importante el uso de polimorfismos nu-
cleotidicos simples (SNPs) de cromosoma Y. Estos completan la informacion de los STRs y son Utiles para
conocer el origen geografico de la persona que dej6 la muestra.

La Sociedad Internacional de Genética forense (ISFG) ha publicado recientemente recomendacio-
nes para el uso correcto de estos polimorfimos, su nomenclatura y especialmente la valoracién estadistica
de los resultados, que comparte los problemas del ADNmt. Como en éste, existe la necesidad para los
polimorfismos de cromosoma Y de grandes bases de datos poblacionales para estimar la frecuencia de
los haplotipos y se ha realizado un esfuerzo colaborativo a nivel mundial muy importante en este sentido
(www.ystr.org).

STRs y SNPs de cromosoma X también estan siendo cada vez mas usados en la resolucién de
casos de paternidad dificiles como herramientas complementarias a todas las anteriores.

SNPs y los métodos de futuro

A diferencia de otros campos de la Genética, los avances tecnolégicos en el rea forense suelen
tener una aplicacion a la realidad pericial relativamente lenta por la necesidad de validacién previa y de
incorporacion a programas de control de calidad.

Los polimorfimos de mas futuro, y ya en la mayoria de los casos en una fase de vailidacion avanza-
da son los mas simples, esto es los SNPs de cromosomas autsémicos. Estos poseen una tasa de mutacion
muy baja lo que los hace idoneos para pruebas de paternidad.

129



130

Frecuentemente, debido a la alta tasa de mutacién de los STRs, aparecen en las pruebas de pa-
ternidad inconsistencias que parecen exclusiones pero que son mutaciones. Al incluirlas en los célculos
estadisticos la probabilidad de paternidad baja drasticamente. El uso de paneles de SNPs esta solucionan-
do todos esos casos. Ademéas esta demostrando ser particularmente (til en los casos de paternidad con
relaciones familiares en el grupo (por ejemplo, que los posibles padres sean dos hermanos), asi como en
paternidades que se han de realizar a partir de material degradado (por ejemplo, tras exhumacién de los
restos 6seos del presunto padre).

Dado que el tamafio de los productos amplificados puede ser minimo, la eficacia de los SNPs en
material degradado y en bajo nimero de copias supera con creces a los STRs.

Su simplicidad los hace susceptibles de analisis a gran escala y particularmente de analisis con
chips o microarrays de ADN.

Entre todos los tipos de nuevas tecnologias quiza los formatos basados en MALDITOF MS (“Matrix
assisted lasser deionization time-of-flight mass spectrometry”) son los de mayor futuro sin olvidar formatos
electroforéticos basados en minisecuenciacion. Asi, la mayor parte de los laboratorios forenses avanzados
que los han incorporado en la rutina emplean SNaPshot (una tecnologia basada en minisecuenciacién y
electroforesis) y GenPlex (una tecnologia que combina OLA —una técnica de aplicacion basada en liga-
sas—y PCR).

El namero de SNPs que se necesitan a efectos forenses es relativamente bajo comparado con
otras aplicaciones de los SNPs en Genética humana. Unos 50-60 SNPs de frecuencias equilibradas tienen
aproximadamente el mismo nivel de discriminacién que 12 STRs. El grupo SNPforlD (www.SNPforlD.org)
ha validaddo un set de 52 SNPs autondmicos que esta siendo muy empleado y también diversos set de
SNPs para otras aplicaciones forenses de los SNPs.

En este sentido, una de las aplicaciones méas interesantes es el uso de AIMs (marcadores informa-
tivos de ancestros) para predecir el origen geografico de la persona que ha dejado una muestra biolégica.
Este tipo de prueba ha sido empleado con éxito en los atentados del 11-M de Madrid para predecir el
origen geografico de perfiles no identificados encontrados en objetos importantes para la investigacion
judicial del caso (Phillips et al. Plos One, 2009). La eficacia del método es muy alta hasta el punto de poder
predecirse con una elevada probabilidad en muchos casos si una muestra es sureuropea o norteafricana,
dos poblaciones tan préximas geograficamente y con una larga historia compartida.

Los SNPs son también importantes y lo serdn atin mas en el futuro para predecir caracteristicas fi-
sicas de un individuo a partir de una muestra con fines de investigacion policial. Asf, a partir de un vestigio,
ya se puede decir si una persona tiene el pelo pelirrojo y se esta haciendo una investigacion muy intensa
en otras caracteristicas fisicas como color de los ojos, de la piel, lateralidad, rasgos faciales, etc.

ADN en bajo numero de copias y mezclas de perfiles de ADN

La sensibilidad de las técnicas actuales ha hecho posible que se puedan obtener perfiles de ADN
a partir de s6lo unas pocas copias (agarrar una prenda o un objeto unos pocos segundos ya es suficiente
para dejar un perfil). Por desgracia esto ha hecho mas compleja la interpretacién al aumentar el nimero de
casos en los que existe una mezcla de perfiles de ADN.

El anélisis de mezclas de ADN es pues una practica habitual en la rutina forense y es uno de los
mayores retos. Su interpretacion es delicada dado que se hace imposible diferenciar qué alelos pertene-



cen a cada contribuyente a la mezcla. Si ademds la mezcla esta desequilibrada (uno de los contribuyentes
aporté mas cantidad de fluido bioldgico que el otro u otros) podemos cometer errores al asignar alelos que
en realidad son artefactos de la amplificacion (stutters) o al no detectar alelos que realmente existen en
la mezcla (drop out alélico).

Para solucionar los problemas de interpretacion de mezclas de perfiles se han creado programas
informaticos que nos ayudan a la interpretacion de mezclas (Pendulum) cuando no existe la posibilidad de
la separacion fisica de los perfiles genéticos. Por otro lado, en casos de delitos contra la libertad sexual,
donde la separacion fisica es posible, es cada vez méas frecuente el uso de técnicas que aislan mediante
l&ser cada espermatozoide que visualizamos e introducirlos en un tubo para extraer su ADN independien-
temente del de la victima, evitdndose asf los perfiles mezcla.

Automatizacion y rapidez del analisis forense

Uno de los principales problemas hoy en los laboratorios forenses es el gran nimero de datos elec-
trénicos que se generan regularmente. Desde que una muestra llega al laboratorio hasta que se escribe el
informe pericial son muchos los pasos que se dan y los resultados analiticos que se producen. Hemos de
tener en cuenta el caracter judicial de las muestras que analizamos, y como tales han de estar controladas
en todo momento, siguiendo una cadena de custodia tanto de los efectos como de las sub-muestras que
se generan de ellos. Por tanto, en los Gltimos afios ha sido necesario desarrollar sistemas informaticos que
permitieran el manejo facil y seguro de toda esta informacién generada, los LIMS (Laboratory Information
Management Systems). Estos sistemas nos permiten saber donde estéan en cada momento las muestras
que se analizan y en qué fase del anlisis se encuentran (trazabilidad), nos proporcionan las herramientas
necesarias para las revisiones administrativas de cada caso y contienen médulos analiticos para estudios
de ADN (comparacién y almacenamiento de perfiles genéticos, anélisis estadisticos, etc).

Las técnicas de analisis en si también estan automatizandose. Existen hoy en dia robots para
extraer ADN de un elevado ndmero de muestras en un par de horas, aunque ain no estan preparados para
muestras criticas.

Los sistemas miniaturizados compactos (lab-on-a-chip) estan actualmente en fase de disefio y
experimentacion. Han sido de muy dificil desarrollo al basarse aun actualmente la identificacién en STRs lo
que exige recorridos electroforéticos de cierta distancia pero han cobrado un nuevo auge con la potencial
aplicacion de los SNPs. En el futuro proximo se dispondra de sistemas que se puedan llevar a la escena del
crimen y estén conectados de forma directa con bases de datos. En algunos paises, dada la insuficiencia
actual de este tipo de aproximaciones, se utilizan laboratorios méviles que se llevan a la escena del crimen
para tratar de minimizar el tiempo de respuesta.

La valoracion de la prueba bioldgica.

Cuando se analizan polimorfismos genéticos en manchas bioldgicas y se trata de ver si correspon-
den a un individuo, cuya sangre también es analizada, pueden suceder dos situaciones: que no coincidan
uno o varios marcadores analizados o que coincidan todos.

En el primer caso podemos decir que la mancha analizada no corresponde al individuo con un
margen de error practicamente despreciable y que depende, en todo caso, de la seguridad analitica del
laboratario, de ahi la importancia de la acreditacion y los controles de calidad.
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El problema se presenta cuando coinciden los grupos analizados en el individuo y la mancha. La
pericia de ADN, en caso de coincidencia entre la mancha y el acusado, puede tener un enorme valor, pero
también este valor puede ser relativo.

La respuesta que, entonces, los jueces esperan del perito es el conocer la probabilidad de que esa
mancha de sangre, ese pelo o ese esperma provenga de ese individuo.

Antes de nada hay que aclarar que aunque coincidan varios marcadores, siempre existira una
incertidumbre sobre si la mancha pertenece al individuo, que, en muchas ocasiones, puede ser minima,
pero siempre es cuantificable y no puede hablarse en ningln caso de incriminacién o seguridad absoluta.
Siempre se ha de proceder a la valoracién probabilistica de la coincidencia de perfiles de ADN, contempla-
das desde la perspectiva de la acusacion y la perspectiva de la defensa y expresadas como una proporcién
entre ambas (de ahf que se utilicen siempre razones de verosimilitud para expresar el valor de la prugba).

Como se trata en definitiva de ver |a probabilidad de los perfiles de ADN observados en caso de
que el acusado haya cometido el crimen (o sea el padre hioldgico por ejemplo) respecto a que otro haya
cometido el crimen (una persona al azar) se necesitan obtener primero las frecuencias de los marcadores
utilizados en la poblacién objeto del caso en cuestién. En este sentido, la genética forense es una rama
aplicada de la genética de poblaciones humanas y se exige un entrenamiento en este campo de todos los
expertos en genética forense.

La comunicacioén del valor de la probabilidad es algo también muy importante y que dista de ser
facil. El experto que necesita un intenso entrenamiento en este aspecto debe de evitar caer en las llama-
das falacias del fiscal y de la defensa y contemplar el valor de la prueba desde una perspectiva justa.

Para una revisién de este importante apartado véase Buckleton et al. (2005) y Evett y Weir
(1998).

La estandarizacion y el control de calidad

Més importante que todo el desarrollo cientifico de la prueba de ADN ha sido en mi opinién el
profundo cambio conceptual que ha experimentado la Ciencia forense de mano de la Genética forense en
las dos dltimas décadas.

Este cambio conceptual afecta a dos aspectos: uno, el que acabamos de comentar, de valoracién
estadistica de la prueba y el segundo la necesidad de una estandarizacion no sélo para hacer posible
la comparacién de resultados entre los laboratorios sino para probar la calidad del laboratorio y de sus
resultados.

Este cambio representa el paso del forense tradicional con opiniones basadas en la experiencia y
en la intuicidn y que dan un valor absoluto a las mismas, al cientifico moderno con opiniones basadas en
la evidencia cientifica, en el razonamiento y que sabe que todas tienen incertidumbre y que ésta se puede
cuantificar.

Pero, ;jpor qué son los estandares tan importantes en Genética forense?

Controles de calidad

Sin un acuerdo en estandares es imposible gestionar controles de calidad y éstos son cada vez
mas necesarios en todos los laboratorios forenses.



En muchos paises la pericia es de libre designacion por el juez y en la mayoria las partes solicitan
peritos para segundas opiniones, pero ;cémo sabe un juez o las partes que un laboratorio tiene un nivel
adecuado?. Sin controles de calidad y progresos en acreditacion es imposible.

Sin que los peritos se pongan de acuerdo en estandares la gestién de controles de calidad es
imposible. Aquf surge la primera necesidad que justifica su existencia.

Segundas opiniones

La segunda opinién o contrapericia es una necesidad tan basica en Ciencias forenses como una
pericia bien hecha.

Si cada laboratorio utiliza los marcadores que quiere o les denomina de forma diferente a otros
laboratorios, no habria forma de valorar los datos que un laboratorio emite, impidiéndose la posibilidad de
una contrapericia.

Validacion de procedimientos

Un procedimiento es valido cuando la comunidad cientifica asi lo establece. Los procedimientos
han de ser comprobados por los cientificos, validados por las comisiones apropiadas y establecidos estan-
dares para su uso.

Experiencia

Una de las mayores ventajas en ponerse de acuerdo y establecer estandares comunes, es el
conocimiento que se deriva del uso de sistemas concretos que redunda en beneficios indudables para su
aplicacion en la practica.

Asi, gracias al uso comun de marcadores, podemos tener una mejor estima de frecuencias pobla-
cionales y conocer la existencia 0 no de problemas genético-poblacionales para sistemas concretos, se
puede conocer con mayor exactitud la tasa de mutacion o la existencia de alelos raros y una estima eficaz
de su frecuencia, acumularemos méas datos sobre la estructura de esos sistemas, etc.

Comparacion de bases de datos poblacionales e integracion de bases de datos criminales
comunes

El establecimiento de estandares comunes permite comparar datos y permite usar e integrar ba-
ses de datos de frecuencias.

Ademés la mayor movilidad internacional de los delincuentes especialmente en delitos como
terrorismo y crimen organizado hace conveniente el establecimiento de bases de datos con fines de identi-
ficacion criminal comunes que s6lo se lograra con el establecimiento de los estdndares adecuados.

Los estandares en el laboratorio forense pueden ser agrupados en estandares técnicos y de pro-
cedimiento.

Los estandares técnicos incluyen el tipo de marcadores genéticos que deben de ser usados, su no-
menclatura, la metodologfa valida para su analisis, los métodos estadisticos utilizados para la valoracién
de la prueba, la elaboracion del informe final y su comunicacién.
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Las estandares de procedimiento incluyen todos aquéllos necesarios para una acreditacion de
laboratorios e incluyen aspectos como la organizacion del laboratorio, el personal (su formacion entre-
namiento especifico, experiencia, responsabilidades, etc), la documentacién y control de las pruebas, los
protocolos de laboratorio, el calibrado y mantenimiento de los equipos, los controles externos e internos,
las auditorfas externas y su frecuencia, etc.

En cuanto a los estandares técnicos, y a pesar del nimero de marcadores y estrategias que hoy dia
existen para el analisis de polimorfismos de ADN, existe una tendencia hacia el uso coman de marcadores.
Esto es posiblemente debido a los esfuerzos de estandarizacion de algunos grupos, a la existencia de kits
comerciales para el anélisis de ADN con fines forenses, a la influencia de algunos grupos lideres en el
campo y también al decidido esfuerzo de los genetistas forenses por conseguir estandares comunes y a las
pruebas de suficiencia (“proficiency testing”) que sélo admiten un ndmero determinado de sistemas.

La mayoria de los laboratorios en Europa siguen las recomendaciones de la Sociedad Internacio-
nal de Genética Forense (ISFG, International Society for Forensic Genetics), sociedad que agrupa a la casi
totalidad de peritos a nivel mundial, lo que facilita enormemente la estandarizacion y lo que implica que
todos los laboratorios usen la misma nomenclatura.

La estandarizacién técnica esté ya contemplada por el Consejo de Europa en su Recomendacion R
(92)1 de 10 de febrero de 1992 sobre “El uso de anélisis de ADN en el marco de la Justicia Penal” establece
en su articulo 10:

“Los estados miembros promocionaran la estandarizacion de los métodos de ADN tanto a nivel
nacional como internacional. Esto lleva involucrado la adecuada colaboracion interlaboratorial en la vali-
dacién de los procedimientos analiticos y de control”

Todos los grupos de trabajo de la ISFG (www.isfg.org) contribuyen de forma decisiva a la estan-
darizacion y al control de calidad, pero sin duda el Grupo de Espafiol y Portugués (GEP-ISFG) es uno de los
mas activos y el que mejor sistema de pruebas de suficiencia posee a nivel mundial. En el se integran méas
de 100 laboratorios de Espafia, Portugal y de la totalidad de los paises iberoamericanos.

De los grupos de estandarizacion méas globales destacan en Norteamerica el grupo SWGDAM
(" Scientific Working Group for DNA Analysis and Methods”) y en Europa los grupos EDNAP (" European
DNA Profiling Group™) y grupo de trabajo de ADN de ENFSI (" European Network of Forensic Science Insti-
tutes”).

EDNAP es un grupo muy activo creado en 1989 y como hemos indicado contribuy6 de forma de-
cisiva la estandarizacion del uso de SLPs y STRs simples y complejos. Desde 1991 EDNAP es un grupo de
trabajo de la ISFG y sus trabajos no sélo han permitido mejorar los estandares en metodologia, marcadores
genéticos y nomenclatura sino que han servido de modelo para otros esfuerzos de estandarizacion.

El grupo de trabajo de ADN de ENFSI es otro grupo importante de estandarizacion cuyas activi-
dades comenzaron en 1996. El grupo integra, en principio, a laboratorios que hacen pericia oficial, aunque
en la préctica agrupa de forma casi exclusiva a laboratorios policiales europeos y laboratorios judiciales o
Institutos de Medicina Legal en aquellos paises donde no existen laboratorios policiales.

EDNAP y ENFSI coordinan bajo la tutela de la ISFG los esfuerzos de estandarizacién en Europa
realizando EDNAP los trabajos de estandarizacion y validacién de nuevas tecnologias y ENFSI los aspectos
mas practicos de la pericia como las bases de datos de ADN.



Todos los esfuerzos de estandarizacion son importantes pero éstos deben de estar coordinados de
alguna manera para evitar solapamientos y para que al final no se produzca una guerra de estandares.

En este sentido la Comisién de ADN de la ISFG trata de coordinar estos esfuerzos y emite regular-
mente recomendaciones para el uso de polimorfismos de ADN en la préctica forense. La comision de ADN
de la ISFG esté integrada por el “board” de la ISFG junto con representantes de los principales grupos de
estandarizacion (EDNAP-STADNAP y SWGDAM) y expertos externos elegidos segln los aspectos concre-
tos que se traten. Un listado de las recomendaciones de la Comisién de ADN pueden encontrarse en la
web de la ISFG (http:/www.isfg.es).

En cuanto a los estandares de procedimiento estan igualmente contemplados en el articulo 6 de la
recomendacion R(92) 1 del Consejo de Europa sobre “Acreditacién de laboratorios e instituciones y control
del anélisis de ADN" que establece:

“El analisis de ADN es un procedimiento cientifico sofisticado que sélo debe de ser realizado en
laboratorios que posean los medios y experiencia adecuados.

Los estados miembros velaran que esté disponible una lista de laboratorios o instituciones que
satisfagan los siguientes criterios:

-Un nivel elevado de conocimiento y competencia profesional asociado a procedimientos apropia-
dos de control de calidad

-Integridad cientifica
-Seguridad adecuada de las instalaciones y de los materiales objeto del examen

-Medidas pertinentes para garantizar una confidencialidad absoluta respecto a la identificacion de
la persona de la que se proporcionan los resultados del anlisis de ADN.

-Garantias de que las condiciones que se enuncian en la presente recomendacion seran respeta-
das.

Los estados miembros deberan tomar disposiciones para que los laboratorios acreditados sean
supervisados regularmente”.

A pesar de esta recomendacion no en todos los paises europeos se exige la acreditacion de forma
oficial (por ejemplo no en Espafia) aunque todos avanzan hacia ella.

A nivel mundial sélo se ha logrado por la ISFG una estandarizacién de los procedimientos en
materia de paternidad habiendo acordado los representantes de los grupos europeos, americanos (en Nor-
teamérica es la AABB en este aspecto de la pericia la responsable de los estandares) y asiaticos seguir las
normas ISO 17025 con algunas especificaciones concretas. Es posible que pronto se alcance un acuerdo
similar en materia de pericia penal, posibilitando asi que los genetistas forenses podamos trabajar con
un marco de referencia similar a nivel mundial y con una calidad uniforme y realizando cada vez mejor en
nuestro trabajo diario en bien de la justicia.

Bibliografia

1. Buckleton J. , Triggs C.M., Walsh S.J. (2005) Forensic DNA evidence interpretation. CRC Press, Boca
Ratén, Florida, USA.

135



136

2. Butler J.M. (2001) Forensic DNA typing. Academic Press, London, UK.

3. Evett |, Weir B.S (1998). Interpreting DNA Evidence, Sinauer Associates Inc. Sunderland, Massachus-
sets, USA.

4. Jobling MA, Gill P. (2004) Encoded evidence: DNA in forensic analysis. Nat Rev Genet. 5(10):739-751.

5. Phillips C, Prieto L, Fondevila M, Salas A, Gémez-Tato A, Alvarez-Dios J, Alonso A, Blanco-Verea A, Brién
M, Montesino M, Carracedo A, Lareu MV. Ancestry analysis in the 11-M Madrid bomb attack investigation.
PLoS One. 2009 Aug 11;4(8):e6583.



