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En el dominio de las Ciencias farmacéuticas, la investiga-
cion y promocion de nuevos productos han seguido tres cami-
nos bien definidos: 1. Aislamiento, obtencion y caracterizacion
de sustancias de actividad farmacoldgica a expensas de mate-
riales provenientes de tejidos vegetales o animales. 2. Modifi-
cacién quimica de moléculas, de propiedades conocidas y
desarrolladas previamente, para la consecucion adecuada de
otras moléculas diferentes pero con aplicaciones y actividades
mds favorables, y 3. Obtencion por vias quimicas de sintesis,
fisicoquimicas o bioldgicas, de nuevas moléculas cuyas estruc-
turas no eran conocidas con anterioridad y que ademds no
poseian precedentes en la Naturaleza,'

Este tercer sistema general ha determinado el gran avance
que, en estos ultimos decenios, han experimentado las disponi-
bilidades materiales de la Farmacologia y Ciencias afines. A
ese espectacular progreso ha contribuido ostensiblemente la
aplicacion de conocimientos cientificos de todo orden y las dis-
ponibilidades tecnoldgicas subsiguientes, pero al mismo
tiempo ese desarrollo es el resultado de la contribucion de
numerosos cientificos y grupos de trabajo, junto con la determi-
nante aportacion de cuantiosos medios economicos.

En relacion a las consideraciones precedentes, se ha apre-
ciado ostensiblemente una particular atencion de tas Universi-
dades, Centros cientificos e Industria farmacéutica hacia los
avances espectaculares de la Biotecnologia y de la Inmunolo-
gia. Como consecuencia de esta situacicn de politica cientifica,
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se han promocionado variadas lineas de investigacion en estos
campos y se han procurado, al mismo tiempo, la incorporacion
de destacadas personalidades cientificas a las vertientes aplica-
tivas de sus modernos conocimientos. Un gran objetivo ha sido
la concrecion de las circunstancias resefadas precedente-
mente: la busqueda y produccion de sustancias de aplicacion
farmacéutica a través de los logros de la Biotecnologia.

En los programas de politica cientifica para las Universida-
des, de los Ministerios de Educacion y Ciencia y de Industriay
Energia del Estado espariol, asi como en los correspondientes
de las regiones autonomicas, al igual que en todas las Institu-
ciones académicas y de investigacion de los paises desarrolla-
dos, la Biotecnologia ocupa uno de los campos de atencion
prioritaria, tal como lo evidencian los apoyos subvencionados a
los proyectos de investigacion en ese campo.

El concepto de Biotecnologia ha sido definido, en 1981, por
la Federacion Europea de Biotecnologia® como “‘el uso inte-
grado de la Biologia, Microbiologia e Ingenieria Genética para
el desarrollo de la aplicacion tecnoldgica de las capacidades
productivas inherentes a los microorganismos y sistemas de
células cultivadas™. La Ingenieria Genética se vale, por su
parte, de una reprogramacion direccional de las células vivas a
fin de lograr por su intermedio una aplicacidon optimizada en
calidad y rendimiento de sus productos.

A suvez, el 4mbito o dominio de la Biotecnologia compen-
dia parcelas cientificas muy desarrolladas en el momento
actual, tales como las referentes a Bioenergética, Ecologia,
Medicina, Farmacia, Agricultura, etc. asi como los instrumen-
tos cientificos y metodoldgicos que le son propios, relativos a
Biologia celular, Microbiologia, Parasitologia, Quimica (inor-
gdnica, organica y fisica), etc.

La concrecion actual de la Biotecnologia ha estado prece-
dida de varias etapas de desarrollo cientifico. En un primitivo
periodo, que comprende la segunda mitad del siglo XIX y casi
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la primera del XX, se iniciaron métodos instrumentales que
habrian de dar lugar, por ejemplo, a la produccion masiva de
alcoholes, cetonas, dcidos orgdnicos, etc. y a la obtencion y
purificacion de medios y materiales. Esta etapa ha recibido his-
téricamente la denominacion de ‘‘era Pasteur”.?

Un segundo periodo mds corto, comprendido entre 1940 y
1960, ha sido el llamado ‘“‘era de los antibidticos” y durante el
mismo, como es bien sabido, se han logrado, a través de culti-
vos celulares y de variadisimos sistemas tecnoldgicos, las
diversas penicilinas y otros antibidticos, hormonas, vacunas
viricas, vitaminas, etc.

Seguidamente, en el breve espacio de tiempo comprendido
hasta 1965, se di6 lugar al espectacular progreso en la produc-
cion de sustancias de aplicaciones industrial, sanitaria, alimen-
ticia, doméstica... estableciéndose asi la designada, un tanto
enfaticamente, como “‘era postantibidticos’’ y que ha precedido
a la actual 6 “‘era biotecnoldgica™. Esta ultima se inicio aproxi-
madamente en 1975 y ha tenido como contenidos cientificos
fundamentales todos los procedimientos dirigidos al maximo
aprovechamiento de las producciones celulares a través de la
aplicacién de una ingenieria genética enormemente sofisticada.
Los logros habidos durante este periodo, algo superior al de un
decenio, han significado relevantes hitos en la Historia de la
Ciencia, y han suministrado aportaciones tales como anticuer-
pos monoclonales, insulina humana, interferones de diversos

- tipos, etc.

Esta sugestiva parcela de la Ciencia resulta ser, a pesar de -
su corta historia, una de las especialidades mas prometedoras y
ha dado lugar, como se indic6 precedentemente, a una conside-
racion muy significada por parte de los responsables de los pro-
gramas educativos y de investigacién de todos los paises
desarrollados.® Ha de tenerse en cuenta que las aportaciones
cientificas en este campo estédn sujetas a una revision y estruc-
turacion renovada en todo instante, de modo que en cada
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momento pueden aplicarse las observaciones de Blaise Pascal
cuando afirmaba que “‘... la verdad es un punto tan sutil que
nuestros instrumentos cientificos resultan demasiado despun-
tados. Sillegamos a ella la punta se hace roma y se apoya sobre
una gran superficie, tanto sobre lo verdadero como sobre
lo falso™.

Conscientes de la importancia que para la Universidad de
Granada, y para el apoyo de todas las iniciativas que se reali-
cen en este orden, puede significar la inaplazable consideracion
de estos temas cientificos, es por lo que el Departamento de
Quimica Fisica de 1a Universidad de Granada, en reunion cele-
brada el 23 de Marzo de 1987, y a sugerencia de quien ahora
tiene el honor de realizar estas consideraciones, aprobd el pro-
poner al Profesor Peter Swetly, destacado especialista en el
campo de la Biotecnologia, como Doctor Honoris causa por la
Universidad de Granada, atendiendo asi a la razdn fundamen-
tal de sus reconocidos méritos académicos y cientificos y a la
debida estimacion por parte de los Departamentos de nuestra
Universidad, interesados en tan trascendentales temas de
actualidad.

El Departamento de Quimica Fisica, a través del anterior
Departamento de Fisicoquimica Farmacéutica, posee una
antigua y solida vinculacion con los temas de investigacion del
grupo cientifico de Boehringer Ingelheim, del que depende el
Instituto Ernst Boehringer para Investigacion farmacologica de
Viena, y de cuyo Departamento de Ingenieria Genética es
director el Profesor Peter Swetly.

Desde hace anos se ha trabajado en nuestro Departamento
de Quimica Fisica sobre caracteristicas fisicoquimicas y pro-
piedades de diversa indole de sustancias procedentes de aquel
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Centro y de otras derivadas obtenidas en nuestro Departa-
mento (aminas simpatomiméticas, derivados pirimido-
pirimidinicos, derivados tropanicos, etc.). Como resultado de
esta dedicacion se han publicado numerosos trabajos experi-
mentales y tedrico-experimentales, se han confeccionado
memorias de Tesis de Licenciatura y de Doctorado, se han rea-
lizado comunicaciones a Congresos nacionales e internaciona-
les y se han establecido convenios de colaboracion
cientifica institucional.

E1Profesor Peter Swetly nacié* en Viena, en Diciembre de
1939. Siguié sus estudios secundarios de 1949 a 1957, e
ingreso en la Universidad de su ciudad natal para iniciar estu-
dios superiores en la especialidad de Quimica Fisica. Realizé
la Tesis Doctoral con la direccion del Profesor Tuppy en el Ins-
tituto de Bioquimica de la Universidad de Viena sobre el tema
“Estudios comparativos de una levadura aerobia y de una

mutante con déficit respiratorio”, efectuando st examen en
1968.

Hizo su oposicion a Cdtedra de la misma Universidad en
1980, presentando como trabajo de especialidad el titulado
“Estudio del mecanismo molecular de la diferenciacion
eritropoyética’’.

Desde 1981 es Director del Departamento de Ingenieria
Genética del Instituto Ernst Boehringer, cargo que desemperia
en la actualidad. En 1985 fue nombrado, ademds, Director
especialista de Biotecnologia e Inmunologia de Boehringer
Ingelheim Zentrale.

Sus temas de investigacion han estado incluidos, a lo largo
de su vida cientifica, en el campo de la Biologia molecular y
mds especificamente en el de Bioquimica y Genética de inmu-
nomoduladores e interferones, asi como en el desarrollo de pro-
teinas obtenidas a través de ingenieria genética para su
utilizacidon como medicamentos.
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Su experiencia docente es amplisima, destacando, a mas de
la imparticion de las lecciones del curriculum de su competen-
cia, otras especificas del tipo ‘“Bioquimica de los virus™’, “Virus
tumorales y diferenciacion eritropoyética”, *‘Ciclo celular y
diferenciacion”’, “Biologia molecular de eucariotes”, ‘‘Biologia
celular de las diferenciaciones”, ‘‘Biologia molecular de la
célula”, “Biologia y genética de las células eucarites™, “Onco-
genes”’, etc.

Ha dirigido numerosas tesis doctorales, entre las que son de
destacar las defendidas por especialistas de prestigio como
Rastl, Zlatanova, Adolf, Oberhummer, Schwendenwein, Piler,
Himmler, etc. y todas ellas referidas a temas de Biotecnologia e
Inmunologia.

La tematica de sus conferencias es variada, pero existe un
predominio de las relacionadas con Ingenieria Genética. Asi,
se pueden consignar las que llevan este titulo como genérico,
acompafado de otras tales como los especificos de “aplicacién
industrial”, “aprovechamiento industrial’’, “desarrollo y posi-
bilidades™, “tratamiento y diagndstico de enfermedades huma-
nas”, “aplicaciones en Medicina’’, “‘perspectivas’’, “‘industria
farmacéutica”, “investigacion farmacoldgica’, *‘deteccion de
nuevos mecanismos”... También son frecuentes las relativas a
“Interferon” en conexidn con ‘regulacion de genes”, “estruc-
tura y accién”, “clonacién”, ‘‘virus tumorales™, asi como las
que abordan temas de tan reconocido interés cuales son la
“superinduccion en células transformadas”’, “‘proteinas estruc-
turales de las mitocondrias”, “fusion celular” y “‘andlisis de
eucariotes’’, ‘‘heterocaricotos”, ‘“‘modificaciones del RNA

mensajero”’, etc.

Sus publicaciones han aparecido en las revistas mas presti-
giosas de la especialidad y comprenden temas de la importan-
cia sugerida por la siguiente recopilacion:
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— Estudios comparativos, mediante métodos electroforéticos e
inmunoldgicos, de proteinas estructurales de diverso tipo y
mitocondrias en Saccharomices cerevisiae.> %"

— Hibridacién celular y virus tumorales, superinfeccion de
células permisivas, adsorcién y penetracion.® % ! 12

— Enlace y liberacion de ARN virus especifico por nicleos de
células infectadas, transcripciones en células transforma-
daS. 13, 14

— Liberacidn e induccidn de sintesis de hemoglobina en células
eritroleucémicas como respuesta a interferon.!* !¢ 17

— Métodos de inmunofluorescencia para demostracion de anti-
cuerpos frente a complejos ADN: naturales .y entrelazados.'®

- Actividad de poli-(adenosin difosfato ribosa) polimerasa en
células eritroleucémicas.'*%

— Insercion de genes virales en células.?!
— Particulas intracisternales tipo-A.?> 2

— Sintesis de histonas y DNA durante la diferenciacion en célu-
las Friend.?

— Produccién de interferdn por linfloblastos estimulados frente
a inductores de la diferenciacion en células Friend y por hor-
monas glucocorticoidales.? 26

Desde la fecha de su habilitacion en la Universidad de
Viena comienza a restringirse la variedad de su tematica inves-
tigadora, dirigiéndose especialmente hacia el estudio de interfe-
rones. Aun asi realiza nuevas aportaciones en cuanto a
métodos instrumentales en ' Ingenieria Genética. En este sen-
tido publica ciertas modificaciones y mejoras sobre métodos de
estudio en tecnologia celular, como es, por ejemplo, el relativo
a diferenciacién de células de Friend?” como método que
mejora el descrito anteriormente por Yamoto y Furusawa.

A partir de observaciones en células de Friend sujetas a
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crecimiento exponencial, se habia captado que las sintesis de
ADN e histona estdn acopladas estrechamente. Swetly 8 estu-
dia la sintesis de histona en células eritroleucémicas de creci-
miento detenido por deficiencia isoleucémica y obtiene ademas
resultados comparativos sobre las velocidades de incorpora-
cion de 3-OH-lisina y 3-OH-arginina a la proteina nuclear total
y observa la sintesis de ADN en medios celulares deficientes en
leucina.

En otro grupo de experiencias® se ocupa de la relacion
entre la diferenciacion eritropoyética en células eritroleucémi-
cas de Friend y el posible cambio en los niveles de poliaminas
tales como prutescina, espermidina y espermina. Se habia pro-
puesto con anterioridad un papel especifico en el control del
crecimiento celular, ya que se relaciond la actividad enzimdtica
responsable de la sintesis de poliaminas con la velocidad de
proliferacion celular.

De la misma clase de células aisla nicleos en unidades pro-
venientes de un crecimiento exponencial y en otras que se han
inducido a sintetizar hemoglobina, tratando simultdneamente
ambas clases con NAD radiactivo bajo condiciones favorables
para la sintesis de poli (ADP ribosa).” Como es sabido, los
micleos de células eucaridticas contienen una enzima, poli
(ADP ribosa) polimerasa, que convierte NAD en un homopoli-
mero formado de unidades 2’-(5"-fosforibosil)5’-AMP que estd
unido covalentemente a histonas y a algunas proteinas nuclea-
res no-histonas. Swetly, mediante metodologia electroforética
encuentra que tanto en las células control como en las induci-
das hay un incremento de la radiactividad total nuclear corres-
pondiente al componente dcido-insoluble en la fraccion histona
y que la actividad especifica permanece inalterada en la pro-
teina no-histona.

En otros andlisis sobre la diferenciacion celular Friend
observa® el efecto inductor de sustancias tipo dcido butirico
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sobre la relacion de dos subfracciones de histona, en las que se
producen cambios reversibles en sus respectivas acetilaciones.

En un grupo de experiencias*? describe las inducciones que
sobre la produccion de interferdn se originan en células linfoi-
des humanas y demuestra que su sintesis en células Namalwa
se incrementa marcadamente por cierto nimero de sustancias
de diferente entidad quimica que afectan la diferenciacion celu-
lar in vitro. Todas las sustancias que estimulan la produccion
de interferdn inhiben la sintesis de ADN. Estas observaciones
las hace extensivas a un cierto numero de lineas celulares lin-
foides humanas de diferente origen y caracteristicas.

Los sobrenadantes de cultivos de ciertas lineas celulares
tipo hibridoma secretoras de anticuerpos frente a:Saccharomy-
ces cerevisiae* se han ensayado por incubacién con extractos
de levadura marcados con **S,'y se han estudiado por movili-
dad electroforética sobre gel de dodecilsulfato sodico. Se ha
descrito asi el aislamiento y caracterizacion de anticuerpos de
origen clonal frente a T catalasa, demostrandose ademads que
tales anticuerpos son adecuados para inmunoadsorcion de pro-
teinas enlazadas obtenidas a partir de extractos frescos.

Los di-ésteres del alcohol diterpeno, componentes del
aceite de croton se han estudiado como promotores de tumores
de la piel en el raton, a través de un mecanismo que, segun
indica P. Swetly, se debe a que inducen o inhiben la diferencia-
cion celular segun los casos. En respuesta al virus Sendai, las
células Namalwa sintetizan principalmente interferdn tipo leu-
cito pero también una pequeiia proporcion de interferon tipo
fibroplasto. Estas producciones de interferon se pueden incre-
mentar por tratamiento, antes de la adicion del virus inductor,
con varias sustancias quimicas.**
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Swetly y cols. emplean el 12-O-tetradecanoil-forbol-
13-acetato como promotor tumoral con efectos sobre la prolife-
racién de lineas celulares linfoma y la sintesis de interferon por
estas células. Esta sustancia bloquea, a concentraciones nano-
molares, la incorporacion de timidina en el ADN celular. El
derivado 4-0-metil del anterior muestra efectos similares, pero
a concentraciones mucho mas elevadas. En otra serie de expe-
riencias ** observan que el pretratamiento de las células linfoma
con &cido n-butirico, hormonas glucocorticoideas o ésteres de
forbol promotores de tumores, originan un incremento muy
acusado en la produccion de interferon inducido por virus.
También observan * in vitro la sensibilidad frente al interferon
de células tumorales de mama.

Durante la diferenciacion in vitro de células de neuroblas-
toma de raton, inducidas por n-butirato, dimetilsulféxido, bisa-
cetamido hexametileno, o por 1,6 dibutiril-adenosina-3’5’-
monofosfato, se acumula una proteina bdsica nuclear con pro-

piedades semejantes a las histonas ricas en lisina.”’

P. Swetly y cols.*® ensayan los efectos de diversas sustan-
cias sobre la produccion de interferon en un numero elevado de
lineas celulares hematopoyéticas y tratan de demostrar la exis-
tencia de un interferon HulFNa, en mayor proporcion, y de
otro HulFNp. La produccion se puede incrementar, segun
demuestran, por tratamiento de las células con butirato o 5-
bromodeoxiuridina, que actian como inhibidores o inductores
de la diferenciacion celular.

Se han identificado dos efectos *® diferentes e independien-
tes del butirato sédico sobre la induccion y accidén del interfe-
ron. El tratamiento simultdneo con interferon y butirato reduce
fuertemente la actividad antiviral de la preparacion interferd-
nica, mientras que la adicion del butirato sddico antes del inter-
ferdn o después del establecimiento de la actividad antiviral no
posee efecto. In vivo, el tratamiento alternativo con interferdn y
butirato, disminuye la incidencia tumoral y prolonga los tiem-
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pos de supervivencia en el raton inoculado con células sarcoma
o leucémicas.

P. Swetly y cols.” han descrito la sintesis de un fragmento
DNA especifico para interferones humanos y su empleo como
prueba para el andlisis de clones recombinantes conteniendo
secuencias de interferdn.

La técnica del hibridoma la han empleado*! para producir
anticuerpos monoclonales frente a antigenos asociados a
macrofagos. Los anticuerpos monoclonales son utilizados “?
con el fin de apreciar diferencias antigénicas de macroéfagos
de rata.

Se ha observado*® el efecto inhibitorio, in vitro, del interfe-
rdn sobre la sintesis de ADN en células cancerosas, con el fin
de seleccionar pacientes para un tratamiento postoperatorio
con interferdn. El método incluye la observacion, por micros-
copia electronica, de la diferenciacion celular originada.

Asimismo ha seguido la heterogeneidad antigénica de
macrofagos de rata* y ha comprobado que uno de los anticuer-
pos monoclonales, llamado anticuerpo VeP6, reacciona con
macrofagos alveolares de rata, pero no con macrofagos perito-
neales o esplénicos.

Ha examinado un gran nimero de lineas celulares hemato-
poyéticas*’ para produccion espontdnea de interferones. Los
sobrenadantes de cultivos no concentrados de lineas celulares
de linfoblastos contienen cantidades elevadas de interferdn,
mads no asi las lineas celulares de linfomas, mielomas y leucé-
micas. También han estudiado la modulacién de la produccion
de interferdn espontdneo por sustancias quimicas, tales como
butirato, dexametasona, dimetilsulfoxido y ésteres del
forbol.

También han descrito* el desarrollo de tres lineas celulares
hibridoma productoras de anticuerpos frente al interferon a
humano (HulFN-a) y el empleo de estos anticuerpos para
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caracterizar, en términos de composicion antigénica, el
IFN-a producido.

Se ha producido interferon*’ y se ha realizado su modula-
cion por S-bromodeoxiuridina, butirato, dexametasona, dime-
tilsulfoxido y tetradecanoilforbolacetato en diversas lineas
celulares hematopoyéticas humanas, a partir de leucemias, lin-
fomas, mielomas y leucocitos normales. El interferon produ-
cido se caracterizé parcialmente empleando antisueros
especificos para HuIFN-a y HulFN-8.

Se ha construido*® una libreria cDNA a partir de células

linfoblastoides humanas virus-inducidas y se ha analizado con

" un oligonucledtido especifico para genes interferon. Se han

obtenido pldsmidos recombinantes conteniendo secuencias de
mRNA derivadas a partir de interferones a y .

Ha podido demostrarse* que el interferon-a-2 recombi-
nante humano controla la excrecion de neopterina, tanto in
vitro como in vivo. Ademads ha sido factible demostrar las
bases celulares®® de esa liberacidn in vivo como respuesta
inmune, y se ha empteado para la comprobacidn de procesos
virales, bacterianos o protozoarios, artritis remautoide, etc. La
neopterina, compuesto pirazinico-pirimidinico, derivado del
GTP, representa un producto intermediario en la sintesis de
biopterina, cofactor esencial en la sintesis de neurotransmisores.

En el contexto de la caracterizacion de interferones huma-
nos de tipo I en célula Namalwa, después de la induccién por
virus Senday, se ha preparado’’ una libreria c-ADN en E. coli
y se han analizado los clones por hibridacion con ADN
HulFN-« 2. Se ha podido demostrar la existencia de dos clo-
nes de débil hibridacién y que son representativos de una nueva
clase de interferones, llamada IFN-w.

Swetly y cols.®? han empleado un sistema de cultivo de
organos de ratones recién nacidos para estudiar los efectos
potenciales de IFN-§ sobre los procesos de resorcion ¢sea. El
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interferdn inmune es un inhibidor eficiente de la sintesis endd-
gena de prostaglandinas, en especial después de la estimula-
cion con trombina o 4cido araquidénico, poseyendo un efecto
inhibidor semejante a la calcitonina sobre la reabsorcidn dsea
osteocldstica inducida por hormona paratiroidea.

Se han aislado®® fagos recombinantes conteniendo genes
para interferon -a, interferon-f e interferon-w equinos. El an4li-
sis de la secuencia y de la hibridacion de estos genes revela que
el genoma equipo contiene familias génicas de cada una de
estas tres clases de interferones tipo I. .

Tras la reseria que se ha hecho de las investigaciones del
Dr. Swetly, resumida a expensas de sus publicaciones apareci-
das hasta 1986, debe indicarse que en estos ultimos afios ha
centrado su atencion en las siguientes dreas: Lisozimas, nuevas
proteinas (TPA, TNF, OgeBF y VAC), modificadores de pro-
teinas y reguladores genéticos. Especialmente el niicleo de su
trabajo ha consistido en el estudio de los interferones § y w, asi
como en el de superéxido-dismutasa (SOD), proteina humana
procedente de las mitocondrias, cuya secuencia de ADN ha
sido ya establecida y cuya produccién y actividad bioldgica se
encuentran en fase de investigacion avanzada, a pesar de no
haberse establecido aun su perfil biotecnolégico completo.

También el Dr. Swetly se ocupa, recientemente, de las
denominadas moléculas facilitadoras del “binding” de las
inmunoglobulinas. Entre estas son de destacar las que constitu-
yen el denominado “‘factor épsilon receptor” (F C R)del quese
han descrito dos tipos, I y II, caracterizados respectivamente
por sus afinidades alta y baja por el receptor. La funcion de
referido factor se estd tratando de clasificar a nivel de la regula-
cion de la sintesis de Ige.

Finalmente, ha de destacarse su investigacion, en colabora-
cion con la Universidad de Limburg, en relacion al VAC o
“proteina vascular anticoagulante”, previsiblemente destinada
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a establecerse como candidato para su empleo en sustitucion

de la heparina por su accion inhibitoria de la formacion de fac-
54, 55, 56, 57, 58

tor X, .

El andlisis del curriculum del Dr: Swetly induce a la obser-
vacion de que la plenitud de su vida cientifica se halla compren-
dida en lo que ha sido el progreso de la Biotecnologia.

Las innovaciones que esta moderna especialidad ha apor-
tado al mundo cientifico vienen a ser, en cierta medida, parale-
las a las que el compositor Arnold Schénberg introdujo en el
lenguaje musical con su rigurosa y depurada técnica
dodecafonica.

No en vano el Dr. Swetly pertenece a una generacion de
austriacos que alld, al final de los afios cincuenta, inicid sus
estudios universitarios en una ciudad de prestigio, en donde
Erwin Schrédinger, se refugio tras su azarosa y productiva vida
cientifica. El cardcter intuitivo de la formulacion de la meca-
nica ondulatoria de aquel preclaro vienés, le permitic asimismo
expresar su pensamiento, en su doble concepcion filosdfica y
humanistica, a través del libro “Mi concepcion del mundo™ o
de su tratado mds ‘“biologista’ de “;Qué es la vida?”.
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EL ADN RECOMBINANTE Y SU APORTACION AL
DISENO Y OBTENCION DE NUEVOS Y MAS
EFICACES FARMACOS

Granada refleja en su estructura urbana las diferentes cultu-
ras que en ella coexistieron y en su apertura a nuevas ideas una
vocacion universitaria enraizada en los fecundos tiempos de la
Madraza. Esta predisposicidn a la innovacidn la protagoniza
hoy la Facultad de Farmacia al ver en la ingenieria genética
uno de los pilares bdsicos para la obtencion de nuevos medica-
mentos. En mi discurso trataré de demostrarles hasta qué punto
las Ciencias farmacéuticas necesitan de la Biologia molecular
para su desarrollo.

La Ingenieria genética no solo ha revolucionado el método
tradicional de bisqueda de nuevos firmacos, sino también la
manera de producirlos. Del screening de miles de sustancias
potencialmente activas se ha pasado al estudio a nivel molecu-
lar de los procesos patoldgicos y a producir medicamentos a
medida de que son conocidos sus mecanismos de accion.

La Ingenieria genética es fruto de la aparicion de nuevas
técnicas de investigacion desarrolladas en el campo de la Biolo-
gia molecular, la Genética y la Enzimologia, destacdndose la
técnica del ADN recombinante de entre todas ellas.
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Uno de los mayores impactos de la Bioquimica moderna ha
sido el descubrimiento de técnicas que permiten la transferen-
cia de ADN de una especie ‘a otra. Este proceso es llamado
ADN recombinante o clonacion de genes. Normalmente el
ADN que forma el gen de un animal superior es insertado en el
ADN de una bacteria o una levadura. Como todas las especies
utilizan el mismo codigo para convertir el ADN en proteinas,
este proceso resulta en la produccion de la proteina del animal
superior en una célula microbiana. La consecuencia inmediata
de este descubrimiento ha sido un espectacular avance de todas
las ramas de la Biologia y muy especialmente de aquéllas que
pretenden esclarecer el comportamiento de las proteinas. La
cristalografia de rayos X, por ejemplo, técnica valiosisima para
descrifrar la estructura tridimensional de las proteinas, estd hoy
tan en auge porque gracias al ADN recombinante es posible
disponer de cantidades suficientes de la proteina que se desea
someter a este tipo de andlisis. Otro ejemplo fascinante es el de
la mutagénesis dirigida. Esta técnica permite modificar la
estructura primaria de una proteina en un sitio determinando
cambiando simplemente la secuencia de ADN correspondiente,
por lo que se ha convertido en un arma esencial para el estudio
de la relacion entre la estructura y la funcion de las enzimas y
de muchas otras proteinas.

Aun en el supuesto de que el ADN recombinante solo sir-
viera para mejorar nuestro conocimiento de como funcionan
los sistemas biologicos, no puede olvidarse que este conoci-
miento es la pieza fundamental para el descubrimiento de nue-
vos principios terapéuticos. Asi como la Bacteriologia
contribuyd hace un siglo a desenmascarar los agentes causales
de las enfermedades infecciosas y de este conocimiento surgie-
ron tratamientos eficientisimos para combatirlas, hoy se espera
que la Biologia molecular dé con la clave de patologias tan
complejas como el cdncer, la autoinmunidad, el reumatismo, la

“arterioesclerosis, la demencia senil y otras muchas enfermeda-
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des. El caso del SIDA es un claro ejemplo de lo que la Biologia
molecular puede hacer por descubrir la etiologia de una c?nfer-
medad, la manera de diagnosticarla y su posible tratamlgnto.
Se tardd dos afios (1982-1984) en aislar el virus y a partir de
ese momento empezo su estudio a nivel molecular. Hoy, a cua-
tro afos de esa fecha, podemos decir que se conoce su ciclo
vital, cémo se replica y como se integra en el cromosoma de la
célula infectada, cuales son los receptores que facilitan su
penetracion en la célula y el mecanismo que genera su alta
variabilidad. Se conoce también su genoma completo (9.749
nucledtidos), se han identificado la mayoria de sus genes
(nueve) y las proteinas que €stos codifican y se ha establecido
la funcion de esas proteinas. Todos estos datos son la base para
el diserio de las pruebas de diagndstico, de diferentes vacunasy
de terapias especificas: impedir que el virus se replique, eh“rm—
nar o saturar los receptores, bloquear la sintesis de proteinas
virales, etc. Otro buen ejemplo son los oncogenes. Sin la Biolo-
gia molecular ni siquiera sabriamos de su existencia, a‘l'pesar
del papel preponderante que juegan en la formacion de
tumores.

Sin embargo, el ADN recombinante no es una té.cnic.a, cuya
aplicacién queda confinada al ambito de la invest1gac1o.n’. El
ADN recombinante es también utilizado para la obtencion a
nivel industrial de proteinas destinadas a usos terapéuticos. En
1989 son ya mas de seis las proteinas humanas obtenid_as por
esta via que han sido registradas para su uso en Farmgga. }Jn
record, si se piensa que han pasado excasamente diez afios
desde que se reconociera que en el ADN recombinante yacia un
inmeso potencial para producir nuevos farmacos y que la pri-
mera empresa dispuesta a explotar este potencial, Genentech,
se creara en California.

El ADN recombinante permite producir proteinas iguales a
las naturales que servirdn para remplazar a aquéllas que en el
cuerpo humano funcionan deficientemente o para suplementar
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a las que éste sintetiza en cantidades insuficientes. La sustitu-
cion puede hacerse con una proteina idéntica a la natural o con
una proteina mutante, disefiada para mejorar algunas de sus
propiedades, por ejemplo su estabilidad. Como la bien planifi-
cada arquitectura celular y las especializadas funciones celula-
res son obra de las proteinas, y como no hay proteina que no
pueda ser obtenida por la via del ADN recombinante, no resulta
exagerado concluir que de esta metodologia puede surgir a
corto plazo en unos casos, a mas largo en otros, una terapia
para cualquier enfermedad.

La clonacion de un gen puede requerir un gran esfuerzo
pero el €xito estd garantizado. El genoma de cada organismo
podriamos visualizarlo como un conjunto de libros, una biblio-
teca, donde estd escrita la informacion para la construccidn yel
funcionamiento de ese organismo. En el caso del genoma
humano la biblioteca abarcaria 3.000 libros y cada libro ten-
dria 1.000 pdginas; cada pdgina a su vez equivaldria a un gen,
Un gen es una sucesion ordenada de bases nucleotidicas que
especifica la secuencia de aminodcidos de una proteina y que
también contiene las sefiales necesarias para la regulacidn de la
expresion de esa proteina. En cada célula somadtica de un orga-
nismo hay al menos una copia de toda su genoma.

La metodologia bésica para construir moléculas de ADN
recombinante estd esquematizada en la Figura 1. E1 ADN de la
especie donante se corta en determinados puntos con ayuda de
las enzimas de restriccion. El ADN asi tratado queda reducido
a un conjunto de fragmentos discretos, uno de los cuales con-
tendrd el gen que se busca. Otra posibilidad es sintetizar enzi-
maticamente el ADN copiando in vitro las moléculas de ARN
mensajero del organismo donante, previamente aisladas. Una
ultima posibilidad es sintetizar quimicamente el gen de interés
partiendo de sus unidades de construccidn, los nucledtidos. A
continuacidn, los fragmentos de ADN se unen a otro segmento
de ADN :el vector, que procede generalmente de un pldsmido y

ADN del
ADN del crganismo donante plasmido
enzimas de restriccion (flechas ‘ ) ‘
IDOOPOOT OO

Q Plasmido recombinante

Transformacion

A

Multiplicacién ~ Expresién

Figura l.- Clonacion de un gen

que es capaz de replicarse en la célula huésped. Asise han for-
mado una serie de moléculas hibridas, recombinantes, que
serdn introducidas en las células bacterianas por un proceso
llamado transformacidn. En el interior de la bacteria, el plds-
mido recombinante al replicarse produce miles de copias del
ADN del organismo donante.

La produccién de una proteina humana en una célula
microbiana dirigida por la secuencia de ADN clonada en el



pldsmido recombinante, se consigue mediante la adicién de
secuencias reguladoras de la expresién genética en el orga-
nismo huésped. Estas secuencias son especie-especificas y de
ellas depende que la expresion del gen humano quede bajo con-
trol de la c€lula huésped. A veces es posible elegir secuencias
reguladoras que responden a estimulos del exterior para activar
o reprimir la expresion de nuestro gen y que por tanto permiten
al cientifico controlar mediante cambios de temperatura o de la
composicion del medio de cultivo la expresion de dicho gen.
Encontrar las condiciones idéneas para la expresién de un
determinado gen en un determinado huésped es una labor
empirica que debe repetirse cada vez que un nuevo genva a ser
expresado en una célula que no es la suya. Mientras que para
clonar un gen disponemos de un tipo universal de huésped, la
bacteria Escherichia coli, para expresar ese mismo gen se nos
ofrecen muiltiples posibilidades. Huéspedes ya tradicionales
empleados para expresar genes hererdlogos (no propios, intru-
sos) son la bacteria Escherichia coli, 1a levadura Saccharom Y-
ces cerevisiae y las células de mamifero en cultivo CHO
(chinese hamster ovary cells; un tipo de fibroblastos ). Pero hay
muchos otros; cada tipo tiene sus ventajas y sus inconvenien-
tes, su eleccion se basa en las caracteristicas del producto codi-
ficado por el gen a expresar, en ciertos pardmetros elegidos a

priori por el investigador y en el resultado de la labor empirica
mencionada anteriormente.

La célula huésped no sélo dirige la expresion de la proteina
deseada, sino también su destino. Dependiendo de cémo haya-
mos programado nuestro vector de expresion la proteina, una
vez sintetizada, puede permanecer en el citoplasma, ser
enviada a algin compartimento intracelular o atravesar la
membrana plasmatica y la pared celular alcanzando el medio
de cultivo. Por lo general, la secrecidn es preferida a la produc-
cion intracelular aunque el rendimiento suele ser mds alto en
este ultimo caso. Una de las ventajas de la secrecion es la facili-
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dad con que posteriormente se purificara e! Producto; otras’, la
mayor estabilidad y la correcta conforr'namc?n. de las protemas
secretadas. Para que una cadena pohpeppdlca naciente sea
secretada tiene que llevar en su extremo amino una sen.al' quela
guie a través de las membranas del reticu-lo endoplas‘rnatlc'o, y ia
haga llegar hasta el espacio intracistérnico. A continuacion a;
proteina es empaquetada en vesiculas secret(?ras asocxada§ a
aparato de Golgi y liberada al exterior de la célula por ex001tq~
sis. Todavia en transito por el reticulo e{ldo.plasn{atlco, enzi-
mas proteoliticas especificas separan e?l péptido senal delfris;(;
de la proteina que de este modo serd secretada en su fo
madura (nativa).

El cultivo de un organismo recombinante, bagteria, levg—
dura o célula animal, se ajusta a modelos convencionales. Sin
embargo, los factores a tener en cuenta a la hora de la produc-
cién industrial de una proteina recombinante ya no son conven-
cionales. Dada su complejidad las proteinas 1o son un
producto de fermentacion facil y los organismos recombinantes
imponen también sus restricciones. Los fermentadoreis, Iior
ejemplo, deben ser disefiados de manera que se cumplan Ias
normas internacionales de seguridad agloptadas para ‘?onﬁnar
las especies recombinantes a un determinado recinto (‘*conten-
cién bioldgica). |

Elegir el huésped y la cepa adecuadqs es una decisidon
importantisima. La tendencia, sobre todo si se trata de bacte-
rias o levaduras, es utilizar cepas en las que uno de los genes
que codifica un metabolito esencial ha sido mutado de f.orrna
que ese gen ha dejado de funcionar. E:,ste.: truco pqtenma las1
posibilidades de incrementar el rendgn‘lento opt%ma.ndo e
medio de cultivo y puede ayudar a establhzar‘los plasmidos en
el interior de la célula huésped. Los .plaism1dos de levadura
dependen de este tipo de presion selectnfa para no ser expul.s a-
dos de la célula, ya que el plasmido contiene el gen cuya acjcwl—
dad ha sido destruida en la cepa que lo alberga.. Los pldsmidos
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de bacteria, por el contrario, llevan genes que confieren resis-
tencia a los antibidticos y la presion selectiva se ejerce afia-
diendo un determinado antibiético al medio de -cultivo.
También es importante controlar la estabilidad del pldsmido
durante la fermentacion, puesto que ningtin producto serd obte-
nido si el pldsmido conteniendo la informacidn que codifica la
proteina humana que queremos fabricar es rechazado por el
huésped durante su crecimiento.

Muchas de las proteinas recombinantes sintetizadas en E.
coli poseen una metionina adicional correspondiente al triplete
iniciador de la cadena polipeptidica. E. coli tiene enzimas
capaces de separar esta metionina del resto de la molécula.
Optimando cuidadosamente la fermentacion puede reducirse el
contenido en metionina inicial de la proteina recombinante a
niveles indetectables.

Otro punto decisivo en la produccion industrial de una pro-
teina es su extraccion y aislamiento de la masa celular o del
medio en el que se encuentra, asi como su posterior purifica-
cion. La tarea es compleja y no es extrapolable. Cada proteina
tiene una curva de solubilidad diferente y su estabilidad es tam-
bién diferente, lo que inevitablemente significa que cada pro-
teina requiere la elaboracion de un esquema de purificacion
propio. Nuestras proteinas también requieren ser purificadas
hasta homogeneidad. Muchos de los métodos en que hoy se
basa la purificacion en gran escala de proteinas eran practica-
mente desconocidos antes de que las necesidades de la Ingenie-
ria genética obligara a desarrollarlos.

El primer paso hacia la purificacion consiste en la separa-
cion de las células por centrifugacion o filtracion. Las células se
rompen mecdnicamente o se desechan segun el caso y a conti-
nuacion se somete el extracto celular o el medio de cultivo con-
teniendo la proteina secretada a distintos tipos de cromatografia.
Para nuestros propdsitos, la mds interesante, itil y eficaz de las
cromatografias es la inmuno-cromatografia, técnica que se
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basa en la especificidad del enlace antigeno-anticuerpo. Enla
préctica el anticuerpo se halla inmovilizado en la column:a cro-
matografica y sélo la proteina deseada (antigeno) quedard rete-
nida a su paso por la columna. El grado de pureza que se
alcanza tras varios ciclos de concentracién y purificacion,
suele ser del 99% con respecto al punto de partida. Este logro
carece de significado si no va acompariado de la conser‘vaqcﬁn
de la actividad biolgica de la proteina. Durante la purificacion
debe evitarse someter a las proteinas a tratamientos drasticos
en los que el riesgo de alterar la estructura terciaria de las pro-
teinas, con la correspondiente pérdida de actividad, sea
alto.

El riesgo de desnaturalizar la proteina unido al Qe pe_r’der el
pldsmido obliga no s¢lo a una minuciosa caracterizacion del
producto final, sino también a llevar un riguroso control. ’de
estos dos pardmetros durante todo el proceso de produccion.
La estabilidad del plasmido y el numero de copias.presentes
por célula huésped son determinados tanto en el transcurso,
como al final de cada fermentacién. El mimero de pldsmido
caracteristico de una célula bacteriana oscila entré 20y 60, lle-
vando cada plasmido una copia de nuestro gen. El mimlero'de
copias se comprueba por apareamiento del ADN del plgsmldo
previamente aislado, transferido y fijado a un filtro de r§1troce—
lulosa, con una sonda adecuada. La cantidad de proteina que
deberia ser sintetizada se comprueba de manera parecida pero
partiendo del ARNm —en realidad lo que se comprueba es el
nimero de copias de ARNm hechas-.

La calidad del producto final se mide en funcicn de dos
valores, pureza y actividad bioldgica. Establecer un ensayo
para valorar la actividad de esta nueva clase de producto‘s far-
macéuticos no es tarea facil ya que las actividades a medir son
dificiles de tipificar. El interferon se ensaya midiendo el nivel
de proteccion alcanzado tras inyectar un cultivo celular conun
determinado virus. También hay que crear nuevas tecnicas



analiticas que se ajusten a las exigencias de estos productos y
que permitan detectar niveles minimos de los posibles contami-
nantes que figuran en la primera parte de la tablaI. En este sen-
tido la Inmunologia aplicada ha mostrado ser un arma
potentisima. Anticuerpos monoclonales obtenidos utilizando el
agente contaminante como material antigénico son capaces de
denunciar la presencia de nanogramos de estas impurezas. La

TABLA 1°

Control de pureza de proteinas recombinantes antes de ser usadas en
seres humanos
Contaminaciones:
Acidos nucléicos.

Contaminaciones por bacterias patdgenas procedentes de
personas.

Actividades enzimaticas perjudiciales para el producto o el des-
tinatario (proteasas, etc.).

Sustancias inmunogénicas que-activen la formacion de anti-
cuerpos, complemento o linfocitos T.

Proteinas extrafias procedentes del organismo huésped, el
medio de cultivo o las columnas cromatograficas.
Formas modificadas de proteinas:
Metionina inicial en el extremo amino.
Aminodcidos fosforilados o glicosilados/glucosilados?
Formacion incorrecta de puentes disulfuro.
Conformacién incorrecta, oligomerizacion o degradacion.

Presencia de aminodcidos no naturales (incorporacién de nor-
leucina en lugar de metionina).
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linica categoria de contaminantes que se escapa a los métodos
inmunologicos son los dcidos nucléicos, por carecer de capaci-
dad antigénica. Para ellos, hay que contar con técnicas que per-
mitan detectar picogramos de ADN . El objetivo es asegurarse
de que la cantidad de ADN que contamina una dosis terapéu-
tica de proteina recombinante es estadisticamente inferior a la
cantidad de ADN necesaria para codificar un gen.

La caracterizacion y separacion de formas conformacional-
mente modificadas, isoformas, de una proteina no deja de ser
un desafio a los métodos analiticos convencionales de la
Quimica-fisica de proteinas. Algunos de estos problemas se
hicieron patentes al tratar de encontrar un criterio que permi-
tiera establecer de manera satisfactoria el grado de pureza del
inferferon humano a2 (IFNa2) recombinante. El1 IFNa2 es
miembro de una familia de proteinas de estructura parecidas y
marcada actividad antiviral, los inteferones, que despertaron
enormes expectativas como agentes terapéuticos y que fueron
de las primeras proteinas que se obtuvieron por via recombi-
nante. La molécula del IFNa2 consta de 165 aminodcidos y su
estructura tridimensional viene determinada por la formacion
de dos puentes disulfuro entre las cuatro cisteinas de su cadena,
uno entre la cisteina 1y la 98 y otro entre la 29y 1a 138 (Figura
2).En las células humanas la formacion de estos puentes tiene
lugar bajo condiciones perfectamente controladas cuando la
proteina pasa por el aparato de Golgi camino del exterior. En
las células bacterianas la situacion es muy diferente ya que en
el ambiente sumamente reductor del citoplasma (debido a la
presencia masiva de glutation) las cisteinas no pueden unirse
mediante enlaces disulfuro. La consecuencia es que sise usa E.
coli como organismo huésped para producir IFNa2 la oxida-
cidn de las cisteinas no tiene lugar hasta que durante la opera-
cién de ruptura de la célula el contenido citoplasmatico es
vertido en el medio de cultivo. Desgraciadamente, esta oxida-
cién ocurre en unas condiciones mucho menos controladas que
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Figura 2.- La molécula de INFa2

en el interior de la célula y la formacion de los puentes disulfuro
no siempre es correcta. De hecho, en una molécula tan pequenia
y poco compleja como el IFNa?2 se han encontrado todo tipo
de combinaciones aberrantes: la cisteina 1 puede haberse unido
ala290alal38,1a29ala98,yla 98 ala 138;también puede
darse el caso de que una, varias o todas las cisteinas sigan en
estado reducido. Sin embargo, cuando el IFNa 2 recombinante
es analizado por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) en su modalidad de permeacion de gel (Figura 3) se
dirfa que la muestra es homogénea y que su pureza es del 99%.
Lo que demuestra que esta técnica, a pesar de su alto poder de
resolucion sélo sirve para comprobar la ausencia de proteinas
de distinto peso molecular, pero no da informacion alguna
sobre la estructura secundaria y terciaria de la molécula. Para
detectar formas con estructuras irregulares, lo que hemos dado
en llamar isoformas, hay que recurrir a la HPLC en fase
reversa. Enla figura 4 puede verse el resultado del andlisis de la
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Figura 3.- HPLC de permeacion de gel del IFNa2

Panel a: muestra aparentemente homogénea. Panel b: la misma muestra
analizada en condiciones mds sensibles: junto al pico principal JFNa2)
se observan otros dos picos que corresponden a la forma dimera y tetrd-
mera y representan el 0.27 y 0.04% del interferon total.
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Figura 4.- HPLC de fase reversa del IFNa2.
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misma muestra de IFNa 2 que antes parecia homogénea, apre-
cidndose ahora 7 picos. Los picos corresponden a 7 conforma-
ciones diferentes del interferon y su identidad ha sido
establecida comparando sus mapas peptidicos y secuenciando
los aminodcidos de cada péptido.

La identificacién de moléculas isoformas es crucial a la
hora del control de calidad de un producto farmacéutico, ya
que precisamente en ellos todas las formas con conformacion
incorrecta deben ser eliminadas. Larazon para ello es que estas
formas carecen de actividad bioldgica, pero sin embargo pue-
den actuar como antigenos contribuyendo a que los pacientes
creen anticuerpos contra el producto. Durante los ensayos cli-
nicos realizados con el INFa2 se ha comprobado que las for-
mas incorrectamente plegadas son mucho mads antigénicas que
el interferdn nativo.

Una proteina que va a ser utilizada como farmaco debe ser
administrada bajo forma farmacéutica. La creacion de nuevas
formulas galénicas en las que el principio activo es una proteina
tiene necesariamente que ir acompariada de un aumento de los
conocimientos actuales de la Quimica-fisica de proteinas. Las
proteinas son mas suceptibles de degradacion bioldgica e inac-
tivacion térmica que la mayoria de las sustancias de bajo peso
molecular basadas en anillos heterociclicos. De todos es sabido
que las proteinas se degradan rapidamente a temperatura
ambiente. Para alargar su vida podria intentarse afadir algin
agente estabilizante o conservador de tipo inerte. El problema
radica en que no se sabe casi nada sobre el comportamiento de
las proteinas en presencia de tales agentes,.ni de Jos mecanis-
mos por los que éstos ayudan a mantener su estabilidad; tam-
poco se conocen métodos que permitan predecirla. Los
métodos que en este sentido parecen mds prometedores son el
termoandlisis y el discroismo circular.

En el Ernst Boehringer Institute (EBI) de Viena, en un
esfuerzo conjunto y combinando disciplinas tan mutuamente
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relacionadas como la Biologia celular y molecular, la Inmuno-
logia, la Quimica de proteinas, la Galénica y las fermentacio-
nes industriales, ha sido posible clonar, expresar y desarrollar
varias proteinas de origen humano hasta llegar a la fase clinica.
Entre ellas se cuentan tres tipos diferentes de interferdn: el alfa,
el gamma y el omega. El interferdn alfa derivado de los leucoci-
tos es muy eficiente para el tratamiento de ciertos tipos de cdn-
cer (leucemias) y algunas infecciones virales, tales como las
producidas por los herpes, papilomas y la hepatitis cronica.
Una parte muy importante de la investigacion clinica encau-
zada a emplear interferdn en el tratamiento de la hepatits cro-
nica de tipo B, fue llevada a cabo en Espafia, en la madrilefia
clinica de la Concepcion. También en Esparia se estdn condu-
ciendo ensayos con interferén gamma. En el interferon gamma,
derivado de los linfocitos T, se ve un potencial importante para
combatir afecciones immunitarias y muy especialmente la gra-
nulomatosis crénica. El tercer tipo de interferdn, el omega, estéd
emparentado estructuralmente con el alfa pero no muestra
immuno-reactividad con él. Este interferon ayuda a estabilizar
el feto en el titero. Otros proyectos no han alcanzado la fase cli-
nica pero se acercan a ella. Uno de ellos se trata de un nuevo
agente anticoagulante de tipo vascular (VAC) que actda anivel
de los fosfolipidos que intervienen en la secuencia de reaccio-
nes que conducen a la coagulacion de la sangre. E1 VAC tiene
una alta afinidad por los fosfolipidos conjugdndose con ellos e
impidiendo asi la activacion de la tromboplastina; la trombo-
plastina a su vez cataliza la formacion de trombina. Otro es la
lisozima humana, enzima que juega un papel importante en la
defensa contra las infecciones y que es el principal producto de
secrecion de los macrofagos. La lisozima es una proteina extre-
madamente pequeria (130 aminodcidos), pero contiene ocho
cisteinas y su correcta conformacion requiere la formacion de 4
puentes disulfuro. Por esta razon el huésped escogido para la
produccion de lisozima ha sido la levadura Saccharomyces
cerevevisige. Las levaduras son organismos eucarioticos y en
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sus células la sintesis y secrecion de proteinas siguen los mis-
mos pasos que en las células animales por lo que la formacion
de los puentes disulfuro no ofrece problemas.

Las proteinas que son usadas como fdrmacos no pueden ser
administradas por via oral ya que serian inmediatamente
degradadas por las enzimas gastrointestinales. Esto es una
seria limitacion que tal vez la Galénica pueda resolver un dia.
Mientras tanto se estd ya pensando en desarrollar una segunda
generacion de fdrmacos basados en la Biotecnologia. Esta sus-
tancias no son proteinas sino productos de bajo peso molecular
que interaccionan con ellas. En este caso se trataria de identifi-
car la causa de un proceso patoldgico y valiéndose de nuevo de
la Biologia molecular encontrar la manera de interferir en el
proceso. Posteriormente se diseflan o se buscan productos,
agonistas o antagonistas, que cumplan esta funcidn. El
siguiente ejemplo sirve para ilustrar este concepto. Uno de los
laboratorios de EBI se dedica a estudiar la estructura de un
grupo de virus llamados rinovirus, implicados en el resfriado

-comun. Gracias a la clonacién del RNA del virus pudo cono-
cerse la secuencia completa del genoma viral (algo mds de
7000 nucledtidos). Un gen de este virus codifica una proteina
con actividad proteolitica que es imprescindible para la madu-
racion del virus. Esta enzima, tanto por su estructura como por
su funcidn es totalmente diferente de las proteasas humanas
conocidas hasta ahora. Resulta evidente que si encontrasemos
un inhibidor especifico de esta proteasa seria posible bloquear
especificamente el proceso de infeccion sin interferir con otras
funciones celulares. Pero para embarcarnos en un programa de
screening necesitamos disponer de grandes cantidades de pro-
teasa, cosa que seria imposible si no hubiéramos antes clonado
el virus. Otro objetivo ha sido la caracterizacion del centro
activo de la proteasa. Con el gen en la mano y la técnica de la
mutagénesis dirigida no ha resultado dificil el conseguirlo.
Conociendo qué aminodcidos participan en el centro activo de
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la proteasa esperamos disefiar compuestos quimicos que se
conjuguen con el mismo y lo inutilicen, impidiendo asila madu-
racion del virus.

En esta categoria de firmacos caen también productos que
modifiquen los receptores, para lo cual es imprescindible haber
clonado el receptor. A modo de ejemplo citaré el receptor dela
inmunoglobulina E (FceR). La inmunoglobulina E (IgE) es
uno de los factores desencadenantes de las reacciones alérgi-
cas. La inmunoglobulina E actia uniéndose a su receptor, loca-
lizado en la superficie de los leucocitos basofilos de la sangre y
los mastocitos de los tejidos, y provocando una descarga de his-
tamina y otras aminas biologicamente activas. Por tanto, si evi-
tamos esta primera union la reaccion alérgica no tendra lugar.
También en EBI y en colaboracion con un grupo japones de la
Universidad de Oxaka se han clonado este receptor y se estdn
buscando drogas que lo bloqueen.

Estos ejemplos indican claramente que para el diserio de los
farmacos se necesita en una fase u otra de la Biologia molecu-
lar. El objetivo puede ser obtener un producto terapéutico per
se, o puede ser identificar los componentes celulares que parti-
cipan en un proceso patoldgico. Este ultimo objetivo es muy
importante para racionalizar el disefio de mejores farmacos, 0
sea mds especificos y mds seguros.
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