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PALABRAS DE SALUTACION

Excelentisimo Seiior Presidente de la Real Academia Nacional de
Farmacia,

Excelentisimas Seiioras Académicas,
Excelentisimos Seiiores Académicos,

Serioras y Sefiores:

Al encaminar mis pasos hacia el estrado de esta Real Academia
Nacional de Farmacia, y contemplar a las personalidades y publico
presentes en este distinguido recinto, no he podido evitar que pasaran
por mi mente a gran velocidad, como si de la activacién de un circuito
neuronal se tratara, un sinfin de pensamientos por el alto honor que
representa ser Académico de Numero. Gratitud a todos los miembros
por su generosidad al aceptarme como uno mds de esta familia y por
haber depositado su confianza en este castellano de Tierra de Campos
que después de muchos afios en el extranjero ha vuelto a sus origenes,
como ave migratoria, para ofrecer a esta Docta Corporacion la expe-
riencia de una carrera cientifica y académica a la que me he dedicado
y dedico con pasidn.

Mi comparecencia hoy no hubiera sido posible sin la generosidad y
confianza de los Sefiores Académicos que apadrinaron la presentacion
de mi candidatura, los Excelentisimos Sefiores Antonio Doadrio Lopez,
Maria Cascales Angosto y Bernabé Sanz-Pérez. Mi gratitud y afecto a



estos miembros de la Real Academia por la confianza puesta en mi
persona, para optar a una vacante de Académico de Nimero de la Real
Academia Nacional de Farmacia. Igualmente, mi agradecimiento a
Maria Cascales Angosto por su admirable ejemplo de ser la primera
mujer académica, y por su confianza, benevolencia y honor que me
hace al contestar a mi discurso de ingreso y presentar mi historial cien-
tifico y académico.

Tampoco mi comparecencia hoy hubiera sido posible sin el carifio de
todas aquellas personas que me animaron a llevar a cabo aquello que més
me apasiona, investigar. Indudablemente, mi enorme gratitud va dirigi-
da hacia mis padres, un farmacéutico y una maestra en Villalon de Cam-
pos, por inculcarme valores esenciales en el ser humano, honestidad,
seriedad, confianza, perseverancia, profesionalidad y optimismo. A mis
cinco hermanos por todo su apoyo y carifio y por mantenernos unidos.
Muy especialmente, mi agradecimiento va dirigido a mi mujer Maria
Victoria, e hijos Julia y Jorge, por toda su comprensién y carifio, y por
aportarme esa energia que uno necesita para llevar a cabo con alegria y
optimismo el trabajo de cada dia. Y también gracias a toda esa gran fa-
milia que nos une por lazos de consanguinidad o por otras circunstancias.

También quiero agradecer a mis maestros de la Facultad de Farma-
cia en la Universidad de Santiago de Compostela, los Profesores Benito
Regueiro Varela y Ramona Vahamonde (para todos Ramonita), por ha-
berme introducido en el campo fascinante de la Microbiologia, e inspi-
rarme esa curiosidad de empezar a indagar durante mi Tesis Doctoral en
los mecanismos de resistencia de las bacterias a los antibidticos. A Ra-
monita por inculcarme la meticulosidad y seriedad experimental, asi
como por su impulso para que adquiriera formacion cientifica en labora-
torios extranjeros. Durante los estudios de la licenciatura de Farmacia
tuve la suerte de tener como Profesores a los Académicos, Sanz Pedre-
ro, Gémez-Serranillos, Cadorniga Carro, Mifones Trillo y Cabezas Fer-
nandez. A todos ellos, a los que nos han dejado y a los que siguen la-
brando con su esfuerzo el buen hacer de la Academia, mi mas sincero
agradecimiento.

Un recuerdo especial a mis maestros en mis afios en el extranjero.
Durante mi etapa en Londres, en el National Institute for Medical
Research, a Helio Pereira, Jefe del Departamento de Virologia, por su
confianza y 4nimo para que siguiera la carrera cientifica; a David



Metz, por sus ensefianzas en el campo de los interferones; a Ian Kerr,
por introducirme en el campo emergente del control de la sintesis de
proteinas. En mi etapa americana, un agradecimiento especial al Pro-
fesor Walter Schlesinger, un apasionado cientifico y humanista, que
me contratd y animd a seguir mis investigaciones al otro lado del
Atlantico, en un tema que se empezaba a abordar a nivel molecular,
como era entender la biologia de los virus y su interacciéon con el
hospedador. A John Hollowzack, por darme la oportunidad de realizar
estudios en transcripcion y replicacion del DNA. En mi corta etapa
en Bélgica, a Walter Fiers, por incorporarme a su grupo y adquirir
conocimientos en el nuevo campo que se iniciaba de la secuenciacion
de DNA y clonaje de genes virales. De vuelta a los Estados Unidos,
como Assistant Profesor en la Facultad de Medicina de la Universidad
del Estado de Nueva York, a los Profesores Roston Bablanian y Alfred
Stracher, por su inestimable ayuda para que pudiera crear grupo in-
dependiente. Es precisamente a partir de esta fase en Nueva York
cuando se incorpora a mi laboratorio mi mujer Marfa Victoria y un
buen nimero de investigadores, con nutrida representacion de espaiio-
les, quienes en sus etapas pre y postdoctorales han contribuido a que
el grupo realizara una fructifera labor investigadora. A mi regreso
a Espana en el afio 1992, he tenido la fortuna de rodearme de un
grupo de jovenes investigadores, dotados de un gran entusiasmo y
formacién para, conjuntamente, desarrollar una excelente y competi-
tiva labor investigadora. A todo el personal cientifico y técnico que
ha trabajado y sigue trabajando en mi laboratorio, mi mas sincero
agradecimiento por sus contribuciones en el drea de interaccion virus-
célula, usando como modelo el virus vaccinia que se utilizé para
erradicar la viruela, desde su entrada en la célula, transcripcion, re-
gulacion de la sintesis de proteinas, replicacion, morfogénesis, hasta
su uso como vacuna recombinante contra distintas enfermedades, como
la malaria, sida, leishmaniasis, y el papel de los interferones como
controladores de la replicacion viral.

Indudablemente, hay otras muchas mas personas que de forma di-
recta o indirecta han contribuido a mi formacién como persona, como
cientifico y académico, y a las que estoy muy agradecido. Muy espe-
cialmente al que fue destacado miembro y Director de esta Real Aca-
demia, Excelentisimo Sefior Don Rafael Cad6rniga Carro, cuya vacante
tengo el honor de ocupar.



Deseo decir unas palabras sobre mi predecesor en la Medalla nime-
ro 33, cuyo vacio me habéis llamado a ocupar y cuya extraordinaria
ejecutoria profesional quiero exponer. Conoci al Profesor Cadoérniga en
el afno 1965, siendo alumno en la asignatura de Farmacia Galénica en
la antigua Facultad de Farmacia, ubicada entonces en el Palacio de
Fonseca en Santiago de Compostela. Como los demds alumnos de aque-
lla asignatura, entre los que se encontraba mi buen amigo y Académico
Alfonso Dominguez-Gil Hurlé, y la asignatura que nos impartié al afio
siguiente, Técnica Profesional, sus clases estaban siempre al completo,
ya que no podiamos perder frase alguna en su disertacion, pues era todo
un ejemplo de exposicidn magistral, clara y precisa. Muy llamativo por
aquel entonces eran los exdmenes. Para alumnos no acostumbrados a la
defensa oral de una materia, que pricticamente éramos todos, el didlogo
que se establecia entre profesor y alumno era un ejemplo de lo que afios
mads tarde y en Londres, valoraria como exponente de lo que se debe de
hacer en ciencia y en docencia, es decir, saber interpretar los cono-
cimientos, dialogar y transmitir la informacién. Un exponente de la
personalidad del Profesor Cadérniga fue mostrar su humanidad y ca-
maraderia con todos los que participamos en el viaje fin de carrera a
Mallorca, viajando desde Santiago de Compostela en un pequeiio auto-
bus hasta Valencia, barco hasta la isla, con regreso por Barcelona y
vuelta en autobus. Fue toda una experiencia de compafierismo en la que
el Profesor Caddérniga ademads nos cautivé por su sencillez y amabilidad
exquisita. Tuvieron que pasar muchos afios, a mi regreso de los Estados
Unidos recibi una invitacion del Profesor Cadoérniga, entonces Director
de la Real Academia, para presentar en esta Real Academia una ponen-
cia sobre el Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) como puente
entre la investigacion bdsica y el sector empresarial, 1o que hice con
mucho gusto como Director del CNB el dia 30 de mayo de 1996.
Posteriormente, fui invitado por la Fundaciéon Casares Gil a exponer
mis investigaciones sobre vacunas, siendo presentado por el que fue
también mi querido Profesor e impulsor al conocimiento de la Bioqui-
mica, el Académico José Antonio Cabezas Fernandez del Campo.

Permitaseme comentar en sucintas palabras el curriculum vitae del
Profesor Cadorniga, aunque injustamente por la brevedad, pero que ha
sido excelentemente recogido en los Anales de la Real Academia de
Farmacia (2000) con motivo de la Sesién Necroldgica sobre su trayec-
toria humana y profesional (1).
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Rafael Cadodrniga Carro (1927-1999) naci6é en Lugo el 1 de julio
de 1927 y al ano de edad su familia se traslad6 a la ciudad de Leon,
donde en 1938 inici6 sus estudios de bachillerato, para continuarlos
en Santiago de Compostela e iniciar la carrera de Farmacia, terminando
su licenciatura en 1951 con Premio Extraordinario. Su carrera cientifi-
ca y docente se inicia en el laboratorio de Fisicoquimica bajo la direc-
cion del Profesor Enrique Otero Aenlle, obteniendo el titulo de Doctor
en 1953, con Premio Extraordinario. En 1954 gandé por oposicién
el cargo de Profesor Adjunto de Fisicoquimica, encargandose de la
catedra en el curso 1955-56. Desde 1955 a 1972 fue farmacéutico Jefe
de Farmacia del Hospital Clinico de Santiago de Compostela. En 1972
fue nombrado Jefe del Servicio de Farmacia del Hospital General de
Galicia, actividad que desempefié hasta su traslado a la Universidad
de Madrid, desde 1975 hasta su jubilacién en 1992. El Profesor Ca-
dérniga ingresé el 14 de abril de 1983 en la Real Academia de Farma-
cia con el discurso «Vigencia de la educacion farmacéutica. Posible
proyeccion hacia el futuro», siendo contestado por el que fue su maes-
tro y guia, Enrique Otero Aenlle. El Profesor Caddérniga ha sido un
miembro muy activo en distintas instituciones. Ocupé la Direccion de
la Real Academia de Farmacia en diciembre de 1991 hasta el mes
de febrero de 1998, habiéndose distinguido por su buen hacer, labo-
riosidad, fomento de la Fundacion José Casares Gil, e impulsor de
importantes obras de remodelacién y acondicionamiento de la Real
Academia. Ha sido Miembro Numerario de la Real Academia Nacio-
nal de Medicina (1988), y de la Real Academia Nacional de Doctores
(1993), asi como Miembro de Honor de la Academia Iberoamericana
de Ciencias Farmacéuticas (1995), de la Academia de Ciencias Farma-
céuticas de Chile (1988), de la Academia Argentina de Farmacia y
Bioquimica (1944) y Miembro fundador del Comité Cientifico Europeo
de Biofarmacia y Farmacocinética. Fue impulsor y Presidente de la
Comision que elaboré la Real Farmacopea Espafola de 1997. El Pro-
fesor Cadorniga ha sido premiado con numerosas distinciones, tales
como el Premio de la Real Academia de Farmacia del Instituto de
Espafia, el Premio de Investigacion del Colegio Oficial de Farmacéuti-
cos de Ledn, la medalla del Ayuntamiento de Clemont-Ferrand y la
medalla Especial del Comité Cientifico Europeo de Biofarmacia y Far-
macocinética. En 1999, después de su fallecimiento, fue nombrado
Miembro Correspondiente de la German Pharmaceutical Society, y el
25 de junio de 2000 el Ministro de Educaciéon y Cultura le otorgd, a
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titulo péstumo, la Gran Cruz de Alfonso X El Sabio, como reconoci-
miento de su aportacion a la sociedad espafiola, entregando la Conde-
coracion a su esposa dofa Irene Valifio en Sesién Solemne de Apertura
de Curso.

El Profesor Caddrniga fue un vanguardista y pionero en su faceta
cientifica y académica. Supo transmitir la ensefianza de la Farmacia
Galénica de forma ejemplar, contagiando a otros muchos, creando es-
cuela con magnificos discipulos, e introduciendo la Biofarmacia y Far-
macocinética en el mundo académico. Aplicé sus muchos conocimien-
tos de Fisicoquimica al campo de la cinética y «biodisponibilidad» de
medicamentos, t€érmino que junto con el de «bioequivalencia» fueron
acufiados e introducidos en el 1éxico farmacogalénico por el propio
Profesor Caddrniga, al que siempre le preocupé el correcto uso del cas-
tellano, probablemente por sus afios en Le6n. Fue impulsor y Presidente
de la Asociacién Espaiiola de Docentes de Farmacia Galénica. Sus
actividades cientificas han sido variadas, desde emulsiones y complejos
de asociacion entre tensoactivos anidnicos y farmacos de carécter catio-
nico, estabilidad fisica de las emulsiones, estabilidad quimica de los
principios activos, disoluciones de sélidos, quiralidad y formas sélidas
de liberaciéon modificada. Sus contribuciones cientificas y como maes-
tro han sido excelentemente glosadas por su discipulo el Académico
Alfonso Dominguez-Gil Hurl€ en la Sesion Necrolégica en homenaje al
Profesor Cadodrniga y recogidas en los Anales de la Real Academia.
Impulsé la vertiente tecnoldgica en los servicios de farmacia hospitala-
ria, potencié secciones de Farmacotecnia, creé Unidades de Nutricion
Parenteral y racionalizé la preparacion de soluciones antisépticas en
colaboracién con los Servicios de Medicina Preventiva. En una época
donde la interaccion entre el mundo académico y el sector empresarial
eran casi inexistentes, Rafael Caddrniga mantuvo un estrecho contacto
con la industria farmacéutica, participando en proyectos conjuntos de
colaboracién. Hoy esta colaboracién entre sector académico-empresa es
una reconocida necesidad de la comunidad cientifica y de las naciones
para trasladar el conocimiento bésico a la sociedad.

El Profesor Caddrniga fue un hombre excepcional, por lo que ocu-
par su vacante representa un gran reto. Ha sido mi orientacién en la
busqueda de farmacos con capacidad de controlar procesos infecciosos,
lo que me ha llevado a tratar de entender la biologia de los agentes
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causales de enfermedades y su interaccion con el hospedador, para de
esta forma ir desarrollando herramientas que permitieran su control. En
este sentido la trayectoria cientifica del Profesor Cadérniga en el cono-
cimiento y uso 6ptimo de medicamentos y la mia en el control de
agentes infecciosos con productos biolégicos y vacunas se entrecruzan.
Esto me ha motivado a elegir el tema de mi discurso de ingreso que
lleva por titulo «Interferones y vacunas como control de enfermeda-
des prevalentes».

JUSTIFICACION DEL TEMA

Iniciamos el nuevo milenio con una poblacién superior a los 6.000
millones de personas en nuestro planeta y con unas necesidades claras
en educacion, sanidad, alimentacién, medio ambiente y en infraestruc-
turas. Aunque ha habido una mejora sustancial en la calidad de vida de
los ciudadanos debido fundamentalmente al papel que ha jugado la
ciencia, sin embargo, esta distribucién ha sido desigual entre paises.
Los avances espectaculares en los ultimos cincuenta afios en genética,
con la secuenciacién del genoma humano en el afio 2001 y su anotacién
final en 2003, en informatica con el aumento de las comunicaciones por
Internet, los superordenadores como el Mare Nostrum, y enormes bases
de datos, nos estdn asegurando avances espectaculares por la aplicacion
de la ciencia al bienestar social en el nuevo milenio. Estos avances, en
las areas de salud, agricultura y medioambiente, tienen un gran impacto
mundial. Es indudable que estamos abordando en profundidad y a nivel
molecular las causas de las enfermedades infecciosas, trastornos cardio-
vasculares, enfermedades neurodegenerativas, alteraciones genéticas y
céncer, que permitirdn una mejor calidad de vida de los ciudadanos.
Hoy hablamos de que se podra realizar una medicina mas dirigida, al
poderse conocer los genes que influencian un determinado proceso
patoldgico y su respuesta al tratamiento con farmacos. La tecnologia de
«biochips» se estd utilizando cada vez mas para determinar la correla-
cion entre expresion de genes y patologia de distintas enfermedades,
identificindose los genes responsables, asi como los que determinan
resistencias a farmacos en humanos. El concepto de medicacién «a la
carta» o personificada, se implementard en los hospitales y habrd un
resurgir de la industria farmacéutica dedicada a cubrir una demanda
social. La produccién de medicamentos por métodos biotecnoldgicos
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esta sustituyendo a los procedimientos tradicionales, por ser mds segu-
ros y econdmicos. En pocos afios tendremos un arsenal terapéutico
amplio y con mayor especificidad. La capacidad de transferir genes de
unas especies a otras posibilita la modificacion de microorganismos,
plantas y animales con fines benéficos. El conocimiento de los meca-
nismos de diferenciacion celular hace posible que partiendo de células
totipotentes de un individuo se puedan regenerar tejidos y Organos
dafiados y asi repararlos, evitando el rechazo que se produce en tras-
plantes. La utilizaciéon de células madre con fines terapéuticos tendra
sus beneficios a largo plazo.

Pero, a medida que avanzamos en conocimientos cientificos nos
encontramos con grandes retos: el control de enfermedades con una
amplia distribucién global como el SIDA, malaria, tuberculosis, hepa-
titis C, o de pandemias como las producidas anualmente por la gripe o
las que se pronostican en un futuro préximo, como la gripe aviar o el
sindrome respiratorio agudo grave (SARS). Es de todos conocido que
la inmunizacion es el método mas exitoso y econémico de intervencion.
Asi, se ha conseguido erradicar a la viruela y reducir la incidencia de
polio en un 99 por 100, consiguiendo ademds reducciones dramadticas
en enfermedades como difteria, tétanos, tosferina, paperas y sarampion.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) lleva a cabo un programa
de vacunacién masivo contra un buen nimero de enfermedades para las
cuales existen vacunas, y su objetivo es que en 2010 la vacunacion
alcance al 90 por 100 de la poblacién y asi evitar los més de 2,5 mi-
llones de muertes anuales de nifios con edad inferior a los cinco afios
por enfermedades que se pueden prevenir con las vacunas actuales. Ain
asi, hoy en dia se estima que hay mds de 27 millones de nifios y
40 millones de mujeres embarazadas que no han sido vacunados. Ade-
mas, el reto de la OMS es poder controlar enfermedades para las que
no tenemos vacunas eficaces, como las mencionadas anteriormente.

Se considera que las enfermedades infecciosas son la tercera causa
de mortandad en la poblacién, mientras que el cancer es la segunda y
las enfermedades cardiovasculares la primera causa. La necesidad de
luchar contra estas enfermedades que afectan a una gran parte de la
poblacién mundial ha sido reconocida por la Unién Europea que en su
VI Programa Marco priorizé ayudas a la investigacion dirigidas a de-
sarrollar estrategias de control contra las mismas; esta prioridad conti-
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nuard en el VII Programa Marco que se encuentra en su fase final de
elaboracion. También, el Plan Nacional en el Programa de Biotecnolo-
gia consider6 como objetivo cientifico-técnico prioritario el disefio de
nuevas vacunas, tanto preventivas como terapeuticas, para luchar contra
las enfermedades de mayor impacto sanitario. Que la linea temética de
vacunas es prioritaria lo refleja el hecho de que los Institutos Naciona-
les de Salud (NIH) de los Estados Unidos de América y la Fundacion
de Bill y Melinda Gates financian fuertemente la investigacién en va-
cunas contra enfermedades prevalentes como el SIDA, malaria y tu-
berculosis. Esta necesidad ha sido reconocida por el grupo G-8, con re-
presentacion de los paises mds poderosos de nuestro planeta.

Como Miembro del Grupo de Expertos que asesora a la OMS en su
programa de vacunas y agentes bioldgicos, he considerado oportuno
que este discurso de ingreso en la Real Academia Nacional de Farmacia
se refiera al control de enfermedades prevalentes con gran incidencia en
la poblacién, basado en la utilizacién de agentes biolégicos y vacunas
como mecanismos de defensa. Como modelo de agente biolégico des-
cribiré a los interferones por su capacidad para actuar como primera
linea de defensa del organismo (respuesta innata), para pasar posterior-
mente a describir a las vacunas (respuesta adquirida) y coémo podemos
hacerlas més eficaces, dirigiendo de forma selectiva la respuesta inmu-
ne del organismo contra procesos infecciosos y tumorales. Es posible
que con inteligencia seamos capaces de manipular nuestro sistema in-
mune mediante el uso de interferones y vacunas, y asi obtener mayores
efectos en el tratamiento de infecciones y tumores.

Permitaseme antes hacer una breve descripcion sobre la incidencia
de alguna de las enfermedades infecciosas mds prevalentes en la pobla-
cién para las que no tenemos vacunas, y de otras que resisten a la ac-
cion de farmacos.

A) Enfermedades prevalentes en el siglo xxi1

Desde que en 1798 Edward Jenner desarrollara la primera vacuna
contra la viruela, el éxito de la vacunacion se ha visto reflejado en que
muchas de las enfermedades infecciosas que producian gran mortandad
en la poblacion, especialmente en nifios, se han podido controlar. La
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unica enfermedad considerada erradicada ha sido la viruela. A pesar de
los avances espectaculares aportados por las nuevas tecnologias de la
gendmica, protedmica y bioinformética y la elucidacién del genoma
humano (2, 3) y el de otros muchos microorganismos, en el inicio del
siglo xx1 nos encontramos con grandes enfermedades para las cuales
no hay procedimientos eficaces de control. El impacto de estas enfer-
medades a nivel mundial es muy grande, causando altas tasas de mor-
tandad. Consideremos algunos ejemplos de enfermedades prevalentes.
Asi, una de cada cinco personas de los 6.000 millones de la poblacion
global estdn expuestas a malaria, con una tasa de infeccion anual de
unos 300 millones de personas infectadas, de las cuales entre 1,5-3
millones mueren, siendo los menores de cinco afios los mas afecta-
dos (4). La leishmaniasis es un grupo de enfermedades parasitarias
causadas por varias especies del género Leishmania. La OMS ha esti-
mado que unos 12 millones de personas estan infectadas, y que cerca
de 300 millones de personas tienen el riesgo de contraer la infec-
cién (5), con una incidencia anual de 1,5 a 2 millones de nuevos casos
de leishmaniasis cutdnea y 500.000 nuevos casos de leishmaniasis vis-
ceral (6). Esta parasitosis es zoonotica en los paises mediterraneos,
donde el perro doméstico es el reservorio principal. La especie endémi-
ca en el mediterrdneo es L. infantum, que infecta tanto humanos como
perros, causando lesiones cutdneas y viscerales. Los estudios epidemio-
l16gicos indican que en dreas endémicas estables, como en el caso de
Espafia, hasta el 48 por 100 de los perros estdn infectados (7-9), el 50
por 100 de los cuales evoluciona hacia leishmaniasis visceral (10, 11).
La OMS ha estimado que entre el 2 al 9 por 100 de todos los pacientes
con SIDA en el sur de Europa desarrollardn leishmaniasis visceral por
L. infantum, siendo esta enfermedad parasitaria la mas prevalente entre
la poblacién VIH-positiva (12). En la Comunidad Auténoma de Madrid
(CAM) existe una gran incidencia de leishmaniasis, siendo el perro
doméstico el reservorio natural de la infeccidon por L. infantum. En el
caso del SIDA, en el afio 2005 la pandemia causé mds de 3 millones
de defunciones, estimdndose en 5 millones las personas que contrajeron
el virus a lo largo del afo, lo que eleva a mas de 42 millones el nimero
de personas infectadas en todo el mundo, habiendo producido la muerte
a mas de 22 millones de personas desde que se identificé el origen de
la pandemia. Las diferencias geograficas y econémicas de esta enfer-
medad son evidentes, donde mds del 95 por 100 de los casos y 95 por
100 de las muertes por SIDA ocurren en el tercer mundo (70 por 100
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en Africa), sobre todo entre jévenes adultos, con un incremento progre-
sivo entre las mujeres (OMS, 2005). Es dramdtico contemplar cémo en
Africa, regién sub-sahariana, la epidemia sigue extendiéndose y que en
muchos paises los porcentajes de personas infectadas y con SIDA son
muy elevados, lo que tiene efectos devastadores para las familias y para
la economia productiva (13, 14). Espaiia continda siendo el pais con
mayor nimero de personas infectadas por el VIH de la UE, alrededor
de 150.000 personas. La hepatitis C es otro ejemplo de enfermedad
infecciosa que afecta a unos 300 millones de personas de forma crénica
y cuya tasa de infeccion es bastante elevada, con un 1-3 por 100 de las
personas seropositivas en Europa (15, 16). En el caso de la tuberculosis,
se considera que es una de las infecciones que mds muertes produce,
2-3 millones por afio, debido a que ha aumentado su virulencia por
resistencia a los antibidticos y co-infeccion con el VIH (14). En el caso
del cancer y considerando la poblacién de EE.UU, unas 500.000 perso-
nas mueren anualmente, mas de 1.500 por dia, con unos 5 millones de
defunciones desde el ano 1990 (17). La prediccion es que para el afio
2005 se produzcan cerca de 13 millones de muertes por cdncer. Por
todo ello, la OMS considera prioritario el desarrollar vacunas profilac-
ticas y/o terapéuticas contra todas estas grandes enfermedades.

Para llevar a cabo el desarrollo de una vacuna es necesario conocer
los mecanismos de defensa del organismo frente al patégeno o célula
tumoral, conocer la biologia del patégeno, identificar los antigenos
involucrados en la induccién de una respuesta inmune especifica, dis-
poner de modelos experimentales en los que se pueda ensayar la efi-
cacia de la vacunacién, asi como implementar ensayos clinicos para
determinar la seguridad y eficacia de la vacunacion. Describiré a con-
tinuacién los dos brazos del sistema inmune responsables del control de
procesos infecciosos.

B) Defensa contra infecciones virales: respuesta inmune innata
y adquirida

Vivimos en un mundo rodeado de un ingente ejército de agentes
infecciosos. El nimero de particulas infectivas a las que estamos ex-
puestos es enorme. El organismo dispone de una serie de barreras que
nos protegen contra las infecciones. Una de ellas es fisica, como la piel,
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que es el 6rgano mas largo del cuerpo, pesando mds de 5 kg en un
adulto, otras son las mucosas, secreciones, enzimas en las lagrimas, pH
acido estomacal, reflejo de la tos. Sin embargo, cuando se sobrepasan
las barreras fisicas entra en accion el poderoso sistema inmune. Uno de
sus mas apreciados atributos es su capacidad para reconocer y destruir
a las células infectadas en el conjunto de células sin infectar. Esto no
es sorprendente ya que las personas inmunocomprometidas son muy
vulnerables a procesos infecciosos. Los procesos criticos de defensa
inmune son: reconocimiento del patégeno, amplifiacién de la respuesta
y control del patégeno. Una infeccion viral debe de ser reconocida in-
mediatamente, y las defensas activarse y controlar la infeccidn.

La respuesta inmune contra infecciones virales consiste en la defen-
sa innata (no especifica) y la adquirida (especifica). La respuesta innata
es la primera linea de la defensa inmune, funcionando continuamente
en el organismo, sin previo ataque por un virus invasor. Este sistema no
es especifico, ya que responde esencialmente frente a cualquier intruso.
La defensa innata estd codificada por genes de la linea germinal que
han surgido en la evolucién de organismos multicelulares y son esen-
ciales en la sobrevivencia de la especie humana. Sabemos que la defen-
sa innata es la que dicta la conducta de la respuesta inmune adquirida.
(Como se activa la respuesta innata? Conocemos una serie de caracte-
risticas bioquimicas comunes o inducidas por el mundo microbiano,
como los receptores semejantes a Toll (TLRs: Toll-like receptors) que
reconocen al lipopolisacdrido bacteriano y a otros patrones moleculares
asociados a patégenos (PAPMs: Pathogen Associated Molecular Pat-
terns). Los eventos moleculares intracelulares iniciados por la interac-
cién entre TLRs y sus PAPMs especificos desencadenan respuesta in-
flamatoria (18, 19). La respuesta innata a infecciones virales se compone
de potentes activadores proteicos llamados interferones y que inducen
un estado antiviral en las células infectadas; una coleccién compleja de
proteinas del suero llamadas complemento, que una vez activadas des-
truyen células infectadas, particulas virales y otros microorganismos;
linfocitos citoliticos, 1llamados células asesinas (NK) que reconocen y
destruyen células infectadas. Los macréfagos y neutréfilos juegan tam-
bién un papel importante en la respuesta innata.

La respuesta inmune adquirida consiste en la producciéon de an-
ticuerpos, llamada respuesta humoral, y la mediada por linfocitos,
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llamada respuesta celular. Este sistema se llama respuesta adquiri-
da (de adaptacion), porque no solamente diferencia lo propio de lo
infectado, sino que también va dirigido hacia el invasor, de forma
que una combinacién de moléculas solubles (anticuerpos y citoqui-
nas) junto con linfocitos participan en la accién antiviral. Los lin-
focitos B se producen en la médula ésea mientras que los linfoci-
tos T se producen en el timo, migrando ambos a los 6rganos linfoides
secundarios (bazo y nddulos linfaticos) donde tiene lugar la respuesta
inmune.

Las células T reconocen al antigeno a través de sus receptores de
membrana TCR (T cell receptor). El antigeno es degradado y procesado
por las células presentadoras del antigeno a través de las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Existen dos subpo-
blaciones principales de linfocitos, CD44 y CD8+. Las células CD8+
reconocen a los antigenos de células infectadas con virus o a las tumo-
rales, destruyéndolas mediante la liberacion de proteinas que forman
poros en la célula diana y la induccion de factores que inducen apop-
tosis (muerte celular programada). Los linfocitos CD4+ se activan al
reconocer al antigeno expuesto en las células presentadoras, secretando
citoquinas capaces de favorecer una reaccion inflamatoria. Algo muy
importante es que la respuesta inmune adquirida tiene memoria, de
forma que cuando el sistema queda expuesto a nuevas invasiones del
mismo patdgeno, desencadena una respuesta especifica que normal-
mente para a la infeccidén al poco de producirse. Los receptores de la
respuesta adquirida que reconocen patégenos han sido creados median-
te reordenacion genética durante la diferenciacion de las células blancas
de la sangre, llamados linfocitos.

Las repuestas innata y adquirida estdn interconectadas y coordina-
das por mecanismos de sefalizacion que les permite interaccionar
mutuamente. Existen una serie de células (linfocitos derivados de la
médula, células T de ayuda Th, células B, NK, mononucleares, dendri-
ticas, granulocitos, neutréfilos, entre otras) y de citoquinas (interfero-
nes tipo I y II, TNF, TGF, 1L-2,-3-4-5-6-7-10-12-15-18, entre otras)
que definen tanto la respuesta innata como la adquirida. Estos marca-
dores de activacion de la respuesta inmune son utilizados para diferen-
ciar y definir el grado de respuesta inmune frente a una infeccién o en
un proceso de vacunacion.
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Unas de las moleculas bioldgicas mds activas en defensa antiviral de
la respuesta inmune innata son los interferones (IFNs), que pertenecen
a la familia de citoquinas que son proteinas que regulan procesos esen-
ciales de comunicacion intracelular. Debido a la relevancia de estas
citoquinas, a su interés clinico y a mi deseo por desentrafiar los miste-
rios de su modo de accion, algo que vengo investigando desde hace
muchos afios en proyectos cientificos financiados por instituciones
americanas y europeas, quisiera exponer en este discurso algunas carac-
teristicas de estas moléculas que han sido pioneras en el descubrimiento
de moléculas bioldgicas con multiples actividades (actividad antiviral,
antitumoral y reguladores del sistema inmune), como motor en el des-
arrrollo de la biotecnologia moderna, como llave que nos ha abierto la
puerta a conocer las cascadas de sefializacion intracelular, desde su
interaccion con el receptor en la membrana celular al proceso de acti-
vacion en el nicleo de genes especificos y su capacidad para controlar
patégenos, regular el ciclo celular o la respuesta inmune.

C) Los interferones como primera linea de defensa
C.1. Descubrimiento de los interferones

Los interferones (IFN) constituyen el ejemplo mds representativo de
productos biolégicos sintetizados por el organismo en cantidades muy
pequefias, pero con propiedades importantes. Actdan en primera linea
de defensa del organismo contra infecciones virales, parasitarias y tu-
mores. Junto con los llamados Toll-like receptors (TLRs) descubiertos
en estos ultimos afios, que son receptores de transmembrana de tipo |
que reconocen moléculas conservadas de patdégenos, constituyen la fa-
milia de receptores mds importante para detectar la presencia e iniciar
la defensa contra patdgenos. Los TLR, de los cuales conocemos de
momento once miembros, son capaces de inducir citoquinas pro-infla-
matorias, primar la inmunidad adquirida e inducir IFN. El trabajo de-
sarrollado con los IFNs, dado su interés sanitario, ha servido como
ejemplo de que la investigacion bdsica es rentable y que los fundamen-
tos de la investigacion aplicada se basan en avances del conocimiento
cientifico. Hoy en dia, los IFNs son uno de los productos biotecnolé-
gicos mds vendidos en el mundo. Ya en el afio 1999, se fabricaron 3
kilogramos valorados en 4.000 millones de ddlares, para el tratamiento
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de canceres, infecciones virales y enfermedades neurodegenerativas. La
verdad es que los IFNs han sido el motor para que la industria farma-
céutica se interesara por la biotecnologia, con lo que ello ha supuesto
de cambio en el concepto tradicional de escalado y purificacion de
productos biolégicos. Han revolucionado ademds, la medicina hospita-
laria, ya que al ser una de las primeras sustancias naturales obtenidas
por ingenieria genética, su administracion en pacientes ha permitido
establecer procedimientos de control y seguimiento, asi como de obten-
cién de datos farmacoldgicos, posteriormente aplicados a otros produc-
tos biologicos obtenidos del organismo.

Pero ;qué son los IFNs? La historia proxima de su nocién comienza
en 1957, con el descubrimiento de cierta sustancia protectora contra los
virus por Alick Isaacs and Jean Lindeman, del Instituto Nacional de
Investigaciones Médicas de Londres (NIMR) (20, 21). Como la mayo-
ria de los descubrimientos, €ste nacié de observaciones rigurosas y de
la intuicién de los investigadores para percatarse de la importancia
de sus observaciones. El experimento inicial fue sencillo. Incubaron
células de embrion de pollo durante 24 horas en un medio de cultivo
con virus de la gripe, previamente inactivado por radiaciones ultravio-
leta. Observaron que se liberaba de las células, al medio de cultivo,
cierto producto; éste cuando se afiadia a células frescas procedentes de
embriones de pollo, impedia («interferia») la replicacion de la estirpe
salvaje y litica del virus de la gripe. Es decir, las células asi tratadas
quedaban totalmente protegidas contra la infeccién por el virus gripal.
Debido a que el principio activo «interferia» (impedia) la replicacion
virica, se le bautizé con el nombre de interferon. La comunidad cien-
tifica internacional comenz¢ a interesarse por la nueva molécula. Se vio
que su actividad biolégica trascendia la funcién antivirica para ejercer
también efectos antitumorales y reguladores del sistema inmune.

Con el tiempo se hall6 que no se trataba de una sola proteina. Habia
un conjunto de genes que codificaban distintos interferones (22, 23).
Podemos reducirlos a dos clases principales: el interferén de tipo I (alfa
y beta) y el de tipo II (gamma). El IFN de tipo I lo producen todo tipo
de células, mayoritariamente los fibroblastos y células leucocitarias en
respuesta a infecciones viricas, inducidos por la sintesis de RNA bica-
tenario como intermediario en la replicacion virica. El IFN de tipo II lo
fabrican los linfocitos Thl y células NK en respuesta a mitégenos.
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Dentro del IFN de tipo I hay, a su vez, dos clases: el IFN-a, que
procede de una familia multigénica de 12 subtipos, y el IFN-3, que estd
codificado por un solo gen. Los genes del tipo I se encuentran agrupa-
dos en el brazo corto del cromosoma 9. En el tipo II, el IFN-y también
estd codificado por un solo gen, localizado en el cromosoma 12. Esta
diversidad de IFNs afade complejidad a sus acciones finales y a los
mecanismos involucrados en esos procesos. Una vez producido, el IFN
es liberado de la célula actuando de forma autocrina y paracrina para
estimular su receptor en la célula infectada y en las células adyacentes.

En los ultimos afios se ha elucidado el mecanismo de induccién de
IFN por virus y RNA bicatenario (24-26). El RNA bicatenario, produc-
to de la replicacion viral, probablemente liberado al medio por lisis
de células infectadas se une al TLR3 para estimular la transcripcién de
IFN del tipo I a través de la activacioén del factor IRF3, asi como por
miembros de la familia de NF-kB y AP1. Ademads, existen otras mo-
Iéculas, identificadas recientemente como RIG (retinoic acid-induci-
ble gene) y MDAS (melanoma differentiation associate gene 5) que
son helicasas con el dominio DexD/H y que al activarse por RNA
bicatenario activan también la produccién de IFN por la misma ruta de
IRF3 (22). Sin lugar a dudas, la célula ha desarrollado una serie de
mecanismos que responden a estrés causado por distintos agentes, como
los virus, con la finalidad de estabilizarse hasta que el estrés haya
desaparecido o si no para cometer suicidio en un intento de evitar la
propagacion del virus en el organismo. El entendimiento de los meca-
nismos moleculares por los que la célula decide su viabilidad o muerte
por apoptosis es un tema de gran interés en biologia.

C.2. Clonacion de los interferones y el resurgir de la biotecnologia

Durante la década de los afios setenta emerge la nueva genética
molecular, al obtenerse el primer DNA recombinante en 1972 por Paul
Berg (Premio Nobel de Quimica en 1980), y al demostrar Herbert Boyer
y Stanley Cohen en 1973, que las bacterias podian servir de factorias
para fabricar proteinas de interés, como la insulina y la somatostatina.
La aprobacién del primer firmaco producido por ingenieria genética
ocurre en 1980 y es la insulina humana, mientras que se aprueba la
primera vacuna recombinante contra la hepatitis B en 1986. En 1980,
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el grupo de C. Weissmann, de Zurich, clonaba el primer gen del IFN
de tipo I en la enterobacteria Escherichia coli (27, 28). De inmediato
hay un salto espectacular en el sector farmacéutico que, al disponer del
IFN en cantidad, puede pensar en aplicarlo como agente terapéutico
contra virus y tumores. Como ocurrié con la penicilina, fue EE.UU. el
que tomo la antorcha de que el IFN era un producto de gran interés
farmacéutico.

Desde el nacimiento de la nueva biotecnologia, las compaiias farma-
céuticas dependen de las biotecnoldgicas como fuente principal de far-
macos. Asi en los ultimos diez anos, el numero de farmacos biotecnolo-
gicos ha crecido considerablemente, existiendo en la actualidad unos
1.800 biofarmacos en desarrollo, con 340 en las dltimas etapas del desa-
rrollo o pendientes de aprobacién, siendo el 36 por 100 de estos farma-
cos compuestos bioldgicos (vacunas, anticuerpos, proteinas terapéuticas).
Hay unos 370 farmacos y vacunas biotecnolédgicas en ensayos clinicos,
dirigidos contra mas de 200 patologias y unos 100 tests diagndsticos
basados en biotecnologia. Actualmente el 20 por 100 de todos los farma-
cos en el mercado se obtienen por procedimientos biotecnolégicos. En
el 2004 la FDA (Food and Drug Administration) de EE.UU. aprob6
31 nuevas moléculas, la cifra mas alta desde 1999. Si se analiza el afio
2002, de los 29 nuevos farmacos que se pusieron en el mercado, 13 co-
rrespondian a EE.UU., 8 ala UE y 7 a Japon. Se estima que actualmente
la facturacion mundial del sector biotecnoldgico asciende a casi 30.000
millones de euros, y esta facturacién se incrementard significativamente
en los proximos afos. Un nuevo medicamento cuesta desarrollarlo unos
600 millones de euros, de los que el 65 por 100 son gastos en investiga-
cion clinica. Por ello el sector farmacéutico estd concentrado en 13 gran-
des empresas. Espaiia, a pesar de ser la novena potencia econémica
mundial, ocupa un lugar muy por debajo en el sector farmacéutico y bio-
tecnoldgico (informe Cotec, 2005).

La disponibilidad de la proteina IFN en estado puro y el interés por
conocer su mecanismo de accidn, alentaron los pasos siguientes: desen-
trafiar la estructura de la proteina, conocer su interaccion con la mem-
brana celular e identificar las sefiales intracelulares emitidas.

Para desvelar la estructura se recurre al andlisis de difraccion de
rayos X. Se supo asi que los IFNs son proteinas que se asocian consigo
mismas para formar dimeros, con unién a dominios especificos. Poste-
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riormente, gracias a la clonacidén de los receptores de IFNs de tipo I
y 1II, se demostré que tales receptores eran proteinas integrales de la
membrana de tipo I (atraviesan una vez la membrana plasmaética). Los
receptores constan de una parte extracelular, implicada en la unién a los
IFNs, una parte transmembrana y una parte intracelular, necesaria esta
ultima para transmitir a la célula distintas senales (24).

C.3. Descubrimiento de la cascada de sefializacion por interferones

Habia que identificar el mecanismo de accién de los IFNs. ;Como
pueden unos factores solubles ejercer acciones tan dispares y, a la vez,
tan especificas? Aunque se ha avanzado bastante en la respuesta, per-
sisten muchos cabos sueltos. Fruto del empefio investigador conocemos
las cascadas de sefializacion que llegan desde la membrana de la célula
y terminan en la induccién de mudltiples genes del nicleo. De forma
elegante, el grupo de George Stark, Sandra Pellegrini e Ian Kerr, de
la Fundacién Imperial de Investigaciones Oncol6gicas de Londres, y el
de James Darnell del neoyorquino Instituto Rockefeller consiguieron, a
finales de los afios ochenta y comienzo de los noventa, descifrar los
procesos moleculares mediante los cuales los IFNs, tras unirse al recep-
tor, activan la transcripcidn de genes especificos, genes que determinan
su propia funcionalidad (29). Conocemos ya los mecanismos ligera-
mente distintos empleados por los IFNs de tipo I y de tipo II. La sena-
lizacién inducida por el tipo I consta de varios pasos. En una primera
etapa la llegada de IFN-o. o IFN-B3 provoca la heterodimerizacion del
receptor. Este proceso desencadena una cascada de fosforilaciones en
tirosinas, en la que intervienen diversas proteinas mediadoras (TYK2,
JAK1, STAT1 y STAT?2), pertenecientes a la familia de proteina qui-
nasas Janus y de sefiales activadoras de la transcripcion (STAT: signal
transducers and activators of transcription). En virtud de la fosforila-
cion JAK1/TYK?2, las proteinas STATI1 y STAT2 pueden formar dime-
ros y, con esa forma, alcanzar el nicleo después de su interacciéon con
el factor IRF-9. Instalado en el nidcleo, el dimero constituido por ambas
proteinas STAT junto a IRF-9 (complejo proteico llamado factor ISGF3)
se comporta como un factor de transcripcién especifico de secuencia,
estimulando la expresién de un conjunto de genes mediante su unién a
la secuencia ISRE (interferon-sequence responsive elements).
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El proceso difiere un poco en respuesta a IFN-y. Las dos subunida-
des de los receptores de IFN-y se encuentran separadas; una subunidad
interacciona con JAKI y la otra con JAK2, dos quinasas de tirosinas.
La llegada del IFN-y a las células induce la dimerizacion de cada una
de las subunidades del receptor. Esto posibilita que JAK1 y JAK2 se
encuentren lo suficientemente cerca como para activarse por fosforila-
cion. JAKI, activada por autofosforilacion, puede en ese estado fosfo-
rilar y activar a JAK2. La fosforilacién de las quinasas de tirosinas
promueve el reclutamiento de STATI1 (que reconoce a las tirosinas fos-
foriladas de las JAKs y se une a ellas).

La proteina STAT1 constituye la siguiente victima de la cascada de
fosforilaciéon inducida por IFN-y. Una vez fosforilada, STAT1 forma
homodimeros; éstos, igual que ocurria con los los heterodimeros STAT
1 y 2, pasan al niicleo, donde actiian como factores de transcripcion que
regulan la expresion de multiples genes (23, 30, 31). Se estan descu-
briendo otras cascadas de sefalizacion independiente de JAK-STAT
que también intervienen en respuesta a los IFNs (22).

El descubrimiento del mecanismo de sefalizacién en respuesta a
IFNs, pionero en ese dmbito de la biologia molecular, puso las bases
para el conocimiento de la sefializacién mediada por otras citoquinas
(IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, etc., hasta cerca de 30 distintas), que
ejercen funciones clave en la defenda del organismo contra patégenos
y tumores.

Los genes inducidos en la fase de transcripcién por los IFNs serdn
los responsables ultimos de los efectos ejercidos por las citoquinas. Asi,
los distintos IFNs inducirdn la sintesis de diferentes conjuntos de pro-
teinas (unas comunes, otras particulares para cada caso). Mediante
ensayos con «chips» de DNA se han identificado entre 100 y 200 ge-
nes inducidos en respuesta a cada una de las tres clases de IFNs, a, [3,
0 Y (32). Esto nos da una idea de la complejidad y especificidad de las
respuestas ejercidas por tales factores. Probablemente, esta complejidad
aumente cuando dispongamos en detalle del andlisis transcripcional
completo de los aproximadamente 25.000 genes que se expresan en el
genoma humano. Hasta estos ensayos, s0lo se tenia constancia de la
induccién por los IFNs de una treintena de proteinas, cuya mision par-
ticular se ignoraba en la mayoria de los casos.
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Entre las proteinas inducidas por IFNs cuya accién estd comproba-
da, las hay con propiedades antivirales como la proteina quinasa acti-
vada por RNA bicatenario, PKR, las proteinas Mx, la 6xido nitrico
sintetasa (iINOS) o la familia de 2’-5’-oligoadenilato sintetasas, mas
conocidas como 2-5A, antitumorales (como PKR, IRF-1, p21), o pro-
teinas con capacidad de regular distintos aspectos de la respuesta inmu-
nitaria (complejo principal de histocompatibilidad, LMPs, TAPs) entre
otras muchas (22, 33).

C.4. Descubrimiento del modo de accion de los interferones

En la década de los setenta, el grupo de investigacion del Instituto
Nacional de Investigaciones Médicas (NIMR) en Londres, entre los que
me encontraba, acometimos una serie de experimentos que llevaron a la
demostracion de que el interfer6n inhibia la replicacién virica en el
proceso de traduccién del RNA mensajero. Se cuestionaba por entonces
el cardcter protefnico del IFN y que sirviera para algo. Junto con David
Metz, trabajando en el mismo laboratorio donde se habia descubierto la
existencia de la molécula, publicamos un articulo en Nature y otros
varios posteriormente, que demostré su modo de acciéon a nivel de
iniciacion en la sintesis de proteinas, lo que dio un impulso importante
a dichas moléculas (34). Ademas, en colaboracion con el grupo de Ian
Kerr en el mismo Instituto, sacamos a la luz, entre 1971 y 1975, una
serie de trabajos que consolidaron al IFN como un regulador de la
sintesis de proteinas (35-38). Dos de las rutas implicadas en esa accién
son las que afectan a la enzima PKR vy al sistema de las 2-5A sintetasa/
RNasa L.

C.5. La proteina quinasa PKR como mediador antiviral y
antitumoral de los interferones

La proteina quinasa PKR es un importante mediador de las acciones
de los IFNs. Se ha demostrado que participa en su accién antivirica y
antitumoral. PKR es una proteina de 551 aminoacidos codificada por un
gen unico, localizado en el cromosoma 2p21, con un dominio quinasa
serina/treonina en el extremo C-terminal. En particular, la PKR ejerce
una accion antivirica frente a virus con RNA y DNA como el virus de la
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inmunodeficiencia humana, el virus vaccinia, el virus de la estomatitis
vesicular, el virus de la encefalomiocarditis, entre otros (39). En nuestro
laboratorio del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) del CSIC he-
mos demostrado que esta enzima inhibe al virus vaccinia bloqueando la
sintesis de proteinas, reduciendo la formacion de particulas virales, pro-
vocando la muerte celular por apoptosis y activando la induccién de
genes especificos involucrados en respuesta inmune, proliferacion y
apoptosis (40-49). Valoraremos mejor la importancia de la proteina qui-
nasa PKR en la respuesta antivirica si advertimos que muchos virus
(VIH, virus de la gripe, reovirus, virus de la hepatitis C, herpesvirus,
adenovirus, entre otros) usan diversas estrategias para bloquear la sinte-
sis 0 accion de la enzima, contrarrestando asi sus efectos deletéreos para
la replicacion virica, de lo que hablaremos mds adelante (26).

La exquisita sensibilidad de PKR como antiviral viene ayudada por
el hecho de necesitar de RNA bicatenario para activarse. E1 RNA bica-
tenario no se encuentra normalmente en las células, y es producido
como un intermediario durante la replicacion viral, de esta forma PKR
se activa selectivamente durante la infeccion viral. Para que se produz-
ca la activaciéon de PKR es suficiente con que el RNA tenga una estruc-
tura bicatenaria entre 30-85 pares de bases. La interaccion con RNA
bicatenario provoca que la PKR forme homodimeros y que se autofos-
forile en residuos de serina/treonina, incluyendo los residuos de treoni-
na en las posiciones 446 y 451 (50, 51).

Como ya hemos dicho, una de las formas de actuacion de PKR es
mediante la inhibicién de la sintesis de proteinas. Una vez activada,
PKR fosforila a la subunidad pequefia del factor de iniciacion eucario-
tico 2 (elF-2a) en la serina 51. Esta fosforilacion resulta en la forma-
cién de un complejo inactivo compuesto por elF-2-GDP y el factor
elF2B que resulta en la rdpida inhibicion de la sintesis de proteinas. El
factor elF2B se encuentra en cantidades limitantes en la célula, por lo
que su secuestro e inactivacioén por la fosforilacién de elF-2a conlleva
a una inhibicién generalizada de la sintesis de proteinas. El factor elF-
2 es un heterotrimero compuesto de tres subunidades (o, B, y) que
funcionan por su asociacién con GTP (guanosina trifosfato) y el inicia-
dor met-tRNAI para formar el complejo ternario. Este complejo lleva el
met-tRNAi a la subunidad ribosémica 40S junto con otros factores
traduccionales incluyendo elF-3 para formar el complejo de preinicia-
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cion 43S. Este complejo 43S/elF se asocia con el mRNA cerca del
extremo 5’m7 G-cap y avanza en direccién 3’ hasta encontrar el triplete
de iniciacién AUG en el contexto de la secuencia apropiada de Kozak.
Una vez que este codon ha sido reconocido, GTP unido a elF-2 es
hidrolizado en una reaccién catalizada en parte por el factor elF-5.
A continuacién, met-tRNAi es liberado del complejo ternario para ini-
ciar la sintesis de la cadena peptidica naciente y el factor elF-2 se
disocia del complejo de iniciacién 43S. El GDP asociado con el factor
libre elF-2 es intercambiado por GTP mediante la actividad del comple-
jo elF2B, que es un heteropentdmero compuesto por las subunidades
(o, B, v, 0, €). Después del intercambio de GTP, el factor eIF-2 se
incorpora en un nuevo complejo ternario, con lo que comienzan nuevos
ciclos de iniciacién (52).

Ademads de regular la sintesis de proteinas, PKR también modula la
accion de uno de los factores claves en transcripcion, el factor NF-xB,
regulando asi la expresion de diversos genes anti y proapoptéticos. En
nuestro laboratorio hemos contribuido a definir el mecanismo de acti-
vacion de NF-kB por PKR (41, 45, 53, 54). El factor de transcripcion
NF-xB, descubierto por el premio Nobel David Baltimore, es un dimero
compuesto de diversos factores de la familia de proteinas Rel/NF-xB,
que se activa en respuesta a muy diversos estimulos; por ejemplo, ci-
toquinas proinflamatorias, infecciéon por virus o bacterias, o diferentes
tensiones, quimicas o fisicas (55, 56).

Demostramos que en presencia de PKR entra en accién el factor
NF-kB a través de la regulacién del complejo IkB quinasa (IKK), en
el que también intervienen los factores TRAF-2 y TRAF-6 (miembros
de la familia del factor necrosante tumoral) (41, 57). Una vez unido
PKR con TRAF es activado el complejo IKK, éste fosforila a la pro-
tefna inhibidora IkB, que en condiciones normales se halla unida al
dimero NF-kB reteniéndole de manera inactiva en el citoplasma. La
fosforilacion en IkB posibilita su reconocimiento por el proteasoma, un
complejo con diversas actividades proteasas responsable de la degrada-
cién de IxB. Una vez degradado IkB, el factor de transcripcion NF-kB
queda libre y puede alcanzar el nicleo, regulando la expresion de di-
versos genes que intervienen en la respuesta inmunitaria, o decidir el
destino (muerte o supervivencia) de las c€lulas. Asi, la funcién de la
proteina PKR no abarca sélo la regulacién de la traduccidn, sino tam-
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bién la de la transcripcion. Aunque el papel esencial de NF-xB es
inducir la transcripcidon de genes de defensa, su activaciéon por PKR va
a inducir también la transcripcion de genes pro-apoptoticos, un concep-
to que fue dificil de asumir hasta que publicamos nuestras observacio-
nes en 1999.

Ademds de NF-kB, otros investigadores han observado que PKR
fosforila también a la proteina quinasa 6 activada por mitdgenos,
MKKG®6, a los factores nucleares asociados con RNA bicatenario, llama-
dos NFAR, y regula a la proteina quinasa p38, MAPK. Otra molécula
que interacciona con PKR es el producto del gen asociado a diferencia-
cién de melanoma (mda-7, también llamado IL.-24), un potente supresor
de tumores; esta interaccion conlleva a la induccién de apoptosis. Ade-
mads de estas interacciones, PKR juega un papel relevante en cascadas
de sefializacién involucradas en muerte celular, como STAT-1, p53,
ciclina B1, PDGF, IRF-1, ASK-1 (39). Entender como la PKR provoca
la muerte celular por apotosis lo discutiremos a continuacién, pues esta
demostracion ha sido una contribucién importante de mi grupo de in-

vestigacion en una serie de trabajos que publicamos entre 1994 y 2005
(40-49, 54, 57-59).

C.6. Induccion de apoptosis por la proteina quinasa PKR

En nuestro laboratorio, descubrimos en 1994, que el gen de la pro-
teina quinasa PKR era capaz de inducir la muerte celular programada
o apoptosis, lo que explicaba la accién antiviral y antitumoral de los
IFNs (47). La apoptosis es un programa genético de muerte celular.
Presenta caracteristicas propias: condensacion y fragmentacion del
DNA, de distintos orgdnulos y de la membrana plasmética, descompo-
sicién de la célula en vesiculas, cuerpos apoptdticos y disgregacion
nuclear. La apoptosis desempefla una mision importante en diversos
aspectos de la vida, que van desde el desarrollo embrionario hasta el dia
a dia del organismo; elimina células no funcionales, dafiinas, peligro-
sas, o simplemente producidas en exceso. La induccién de apoptosis
podria ser, sugeriamos entonces, un mecanismo que ligase la quinasa
PKR con su capacidad antiviral (sirviendo para librar al individuo de
células infectadas por virus) y antitumoral (contribuyendo a la elimina-
cién de células tumorales).
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La apoptosis se pone en marcha mediante la activacion proteolitica
en cascada de las caspasas, una familia de proteasas, que se encuentran
en las células en un estado inactivo (60). Existen dos cascadas princi-
pales, una desencadenada en respuesta a sefiales paracrinas o autocrinas
provocadas por ligandos y receptores de la familia del factor necrosante
tumoral (TNF), y otra causada por diversos estimulos lesivos de la
mitocondria, que convergen en la activacion de las caspasas efectoras,
3,6y 7 (60-68).

La ruta inducida por ligandos de la familia del TNF empieza me-
diante la oligomerizacién de los receptores de la familia del TNF (o
receptores de la muerte), que reclutan a diversas moléculas adaptadoras.
El objetivo final es la captaciéon y autoprocesamiento de la caspasa 8,
que se activa asi y permite el procesamiento de las demds caspasas. En
la otra gran via de induccién de apoptosis intervienen diversas sefales
que acaban convergiendo en la mitocondria. El dafio producido en el
organulo provoca la liberacién al citoplasma de moléculas diversas. Por
ejemplo, del citocromo C, que puede unirse y activar a APAF-1, una
molécula citosélica adaptadora. El complejo resultante APAF-1/cito-
cromo C puede incorporar y activar a la caspasa 9, que pone en marcha
la activacion de las caspasas efectoras.

Durante los ultimos afios nos hemos centrado en el mecanismo de
induccién de apoptosis por la enzima PKR. Mediante el uso de mutan-
tes dominantes negativos especificos para la via de fosforilaciéon de elF-
20 0 de induccion de NF-xB, hemos comprobado que ambas rutas estan
implicadas en la apoptosis promovida por PKR. De ello se desprende
que, a través de la regulacion de la traduccién y de la transcripcion, la
proteina PKR modula la expresion de un conjunto de genes que desem-
bocan en la induccion de apoptosis.

El anélisis de los mecanismos implicados en la muerte celular pro-
gramada debida a la enzima PKR nos ha llevado a descubrir que la
caspasa 8 constituye la proteasa clave de este proceso (43, 54, 68).
La capasa 8 se activa durante la apoptosis, inducida por PKR, en pre-
sencia de la molécula adaptadora FADD, un mediador comin utiliza-
do por diversos receptores de la familia del receptor TNF. Sin embargo,
en el caso de la apoptosis inducida por la quinasa PKR, parece que
la activacion de la molécula FADD no depende de los receptores TNF,
sino de un mecanismo atipico (atn por descubrir el receptor), similar
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al observado recientemente para la apoptosis derivada del tratamiento
con cicloheximida, del estrés de radiacion ultravioleta o del tratamien-
to con agua oxigenada. Los resultados obtenidos hasta la fecha sitian
a la enzima PKR como un mediador destacado de diversos procesos
bioldgicos. Activada por multiples estimulos, regula la sintesis de pro-
teinas y la transcripcion de genes especificos que determinan la pervi-
vencia o muerte celular.

El entendimiento de como PKR regula el crecimiento y muerte
celular puede proporcionar nuevas oportunidades terapéuticas dirigidas
a combatir procesos infecciosos, tumorales y enfermedades neurodege-
nerativas, mediante el disefio de farmacos que activen o repriman la
accion de PKR (69, 70). Estas investigaciones estdn en marcha en
nuestro laboratorio.

C.7. El sistema de 2-5A sintetasa/RNasa L como antiviral
y antitumoral de los interferones

Como hemos dicho, las acciones del IFN se deben a multiples ge-
nes. En el caso de su mision antivirica intervienen ademds multiples
vias. Una de estas vias es el sistema de la 2-5 A (71). Se trata de una
ruta multienzimdtica, compuesta por tres sintetasas (AOS1-OAS3) cuya
transcripcion se induce por IFNs, y una endoribonucleasa, la RNasa L
(72-74). Igual que acontecia con la enzima PKR, la eficacia de este
sistema contra las infecciones viricas depende de la capacidad que las
2-5A sintetasas posean de activarse en respuesta a la presencia de RNA
bicatenario.

Una vez activadas, las 2-5A sintetasas intervienen en la sintesis
de 2’-5’oligoadenilatos utilizando ATP, unos 4cidos nucleicos peculia-
res y unicos en la naturaleza, pues los oligdmeros de 4cido adenilico
[px5’A (2’pS’a)n, donde x = 1-3 y n > 2] tienen la unién 2’-5’ en lugar
de la 3°-5’, caracteristica de las moléculas de RNA. Compete a los oli-
goadenilatos unirse, provocar la dimerizacion y poner en funcionamien-
to a la RNasa L, que se encuentra latente en las células y es un enzima
unico de 83 kDa. El gen humano de RNasa L (RNASEL) se localiza en
el cromosoma 1q25, el locus HPC1 (the hereditary prostate cancer 1
gene) (75, 76). La RNasa L activada causa la degradacién masiva de
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RNA mensajero (viricos y celulares) y de RNA ribosémicos, con la
inhibicién consiguiente de la sintesis de proteinas en las células infec-
tadas y la apoptosis de éstas, que explicaremos enseguida. Semejante
sistema ha demostrado tener una notable capacidad antiproliferativa y
antivirica contra el VIH, el virus vaccinia, el virus EMCV vy el virus de
Coxsackie.

En el afio 1997 demostramos que la RNasa L. también poseia capaci-
dad inductora de apoptosis, lo que ponia sobre el tapete la redundancia
en las acciones ejercidas por los IFNs (77, 78). Otros grupos re-
velarian luego que ambas enzimas (PKR y RNasa L) intervenian en
la apoptosis inducida por causas muy diversas, ademds de controlar
la infeccion viral (79). Para obtener mas informacién sobre los mecanis-
mos moleculares por los que RNasa L induce apoptosis, hemos genera-
do vectores que expresan tanto la RNasa L como la 2-5 oligoadenilato
sintetasa y demostrado en células en cultivo que la RNasa L induce
apoptosis por activacion de caspasas 2, 8, 9 y que la activacién de la
RNasa L es un evento que ocurre antes de la aparicion de apoptosis y que
requiere la accion de la mitocondria. En esencia, hemos demostrado re-
cientemente que la activacion de la 2-5A sintetasa por RNA bicatenario
viral produce los oligonucledtidos 2-5 A que activan a la RNasa L, lo
que produce una degradacion del RNA celular, antes de que se induzca
la apoptosis. Al comienzo de la apoptosis, tanto la RNasa L como la
2-5A sintetasa se localizan en el citoplasma y en la mitocondria, pero al
iniciarse la apoptosis, ambas enzimas se trasladan a la mitocondria.
Como consecuencia de la activaciéon de RNasa L se produce la degrada-
cion de RNA, con la consiguiente inhibicion en la sintesis de proteinas
que, directa o indirectamente, activa a las caspasas. La activacion de las
caspasas 2, 8, 9 provoca la rotura de sustratos apoptdéticos, dando lugar
a una accion orquestal del programa de muerte celular. Una vez que las
caspasas se han activado, la mitocondria sufre cambios morfolégicos
y fisioldgicos caracterizados por la liberacion de citocromo C al cito-
plasma, pérdida del potencial de membrana, asi como la generacion
de especies de oxigeno reactivo (ROS), con el resultado final de muer-
te por apoptosis (Domingo-Gil, E. and Esteban, M., Apoptosis, en pren-
sa, 2006).

La importancia del sistema RNasa L en defensa viene reflejado por
los estudios recientes que han observado que la RNasa L estd involu-
crada en ciertos tumores de cdncer de préstata, al producirse mutacio-
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nes en el gen celular RNASEL que alteran la actividad de la enzima (76).
Esta claro que la mitocondria juega un papel central en apoptosis a tra-
vés de mecanismos interrelacionados que provocan alteraciones en el
transporte de electrones, fosforilacion oxidativa y produccion de ATP,
junto con liberacién de proteinas que inducen activacion de la familia de
proteasas, las caspasas, y alteracion del potencial Redox de reduccién
oxidativa.

C.8. Evasion de los virus a la accion de los genes de defensa
inducidos por los interferones

Teniendo en cuenta que el IFN constituye la primera linea de de-
fensa del organismo para luchar contra infecciones virales (16, 80),
no es sorprendente que los virus hayan desarrollado estrategias para
evadir la accion del IFN. En trabajos pioneros propusimos en 1984 (81)
que la resistencia del virus vaccinia al IFN era debida a la induccién
de genes virales especificos que contrarrestaban el efecto de las enzi-
mas 2-5A sintetasa y de la proteina PKR. En estos ultimos afios se
ha demostrado la existencia de genes de poxvirus capaces de bloquear
la accién del IFN a varios niveles (82, 83). Asi, se han identifica-
do productos de genes del virus vaccinia que son andlogos al receptor
del IFN de tipo I (gen B18R), y al receptor del IFN de tipo II (gen
B8R). Dichos productos viricos son liberados al medio extracelular por
las células infectadas y compiten con los receptores celulares en su
unién a los IFNs. Asimismo, los productos de los genes E3L y K3L del
virus vaccinia interfieren con la accién de los IFNs. El gen E3L codi-
fica para una proteina de 25 KDa que se une especificamente al RNA
bicatenario. Esta proteina de 25KDa compite con la PKR y la 2°-5’-A
oligoadenilato sintetasa por el ligando, restringiendo su activacién y por
lo tanto la inhibicion de la traduccién (84-87). El segundo producto
virico que interfiere con la accién del IFN es el codificado por el gen
K3L (88). Este gen expresa un polipéptido de 10.5 KDa que en su
region carboxi-terminal presenta una gran homologia con el factor
de iniciacion elF-2o. De una forma similar al caso anterior, la protei-
na virica 10.5 KDa compite con el factor de iniciacién elF-2o. como
sustrato para la proteina PKR. El resultado es una disminucién en la
fosforilacion del factor elF-2o0 y por lo tanto una disminucién en
el bloqueo de la traduccion.
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A raiz del descubrimiento con los Poxvirus de la presencia en su
genoma de genes que interferian con la accién de los IFNs, posterior-
mente se demostrd en otros virus animales la existencia de genes virales
capaces de interferir con la accién del IFN, y mayoritariamente dirigi-
dos contra la enzima PKR (26, 80). Asi, en adenovirus, el gen VAI-
RNA (160 nucleétidos) bloquea la activaciéon de la PKR. En el virus
Epstein-Barr, los genes EBER1 y EBR2 actian como VA2 de adeno-
virus. La proteina NS1 del virus de la gripe previene la activacion de
PKR. Asimismo, el virus de la polio provoca la degradacién de PKR
durante la infeccion. El virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-
1) tiene dos elementos reguladores de la proteina PKR, la secuencia
TAR que activa y la proteina TAT que inhibe la accién de PKR. En
reovirus la proteina 63 actia como un inhibidor de PKR por unién de
RNA bicatenario. El virus de la hepatitis C codifica por dos proteinas:
una es E2, que es un seudosustrato y actia como un inhibidor compe-
titivo de la actividad PKR sobre el factor elF-2a., y la otra es NS5A
involucrada en unién a PKR e inhibicion de su dimerizacion. En el caso
del virus herpes, el principal antagonista de PKR es la proteina ICP34.5,
que actia por reclutamiento de una fosfatasa que defosforila elF-2a.,
mientras que otra proteina US11 de herpes, actia por unién a RNA
bicatenario, inhibiendo la accion de PKR.

Trabajos en mi laboratorio nos han permitido demostrar que la pro-
teina E3L del virus vaccinia inhibe tanto a la accién de la proteina
quinasa PKR como a la accidn del sistema 2-5A sintetasa/RNasa L (45,
86). También hemos demostrado que otras proteinas virales inhiben la
accion de la PKR, como son el producto del gen MCI59L del virus
molluscum contagiosum (89), la proteina A179L del virus de la fiebre
porcina africana (90), el ORF5 del virus que produce el sindrome res-
piratorio reproductivo del cerdo (SRRC) (91). Recientemente hemos
demostrado que la proteina LANA?2 del virus humano herpes 8, causan-
te del sarcoma de kaposi (HHVS), inhibe la accién de PKR (92). En un
trabajo mas reciente en Genes and Development (2006), hemos demos-
trado un nuevo mecanismo de evasion viral para los alfavirus (Sindbis
y Semliki), por el que la forma subgenémica 26S mRNA viral con una
estructura en forma de horquilla («hairpin loop») en su extremo 5’
localizada después de la sefial iniciadora AUG, situa al ribosoma en su
lugar correcto permitiendo la iniciacion en la sintesis de proteinas y asi
evitando a la accion de la proteina quinasa PKR, un fenémeno que
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ocurre atn en presencia de niveles muy altos de fosforilacion del factor
de iniciacién elF-2 alfa.

La importancia biolégica de PKR queda resefada por el hecho de que
se han identificado varias proteinas celulares que actian como activado-
res o inhibidores de PKR. Entre los activadores estd la proteina PACT/
RAX (93) que se une a los dominios de uniéon de RNA bicatenario. Entre
las proteinas celulares inhibidoras de la accién de PKR estdn p58-
IPK (94) que se induce durante la infeccién con el virus de la gripe y por
choque térmico; la proteina p67, que hemos demostrado se asocia a PKR
e inhibe la fosforilacion de elF-2a (42), y la proteina Tar, que se une a
los dominios de uniéon de RNA bicatenario en PKR (26).

Mediante la utilizacién de ratones deficientes en PKR e infeccion
con virus herpes o de la gripe carente en genes de interferencia con
PKR, como ICP34.5 y NS1, se ha demostrado que esta enzima juega un
papel fundamental en defensa del organismo contra infecciones. PKR
parece que juega un papel importante en cdncer, ya que células que
sobreexpresan un mutante dominante negativo inducen tumores en ra-
tones desnudos (26, 39, 45).

En estudios recientes y en colaboracion con los grupos de Manuel
Serrano (CNIO) y de Carmen Rivas (Facultad de Farmacia, Universi-
dad Complutense en Madrid) hemos identificado un nuevo mecanismo
de accion de los genes supresores de tumores, como pS3 y ARF, al
actuar también como inhibidores de la replicacion viral. La regulacién
de la replicacién viral se produce por interacciéon de ARF con la pro-
tefna nuclear nucleofosmina; esta proteina normalmente se une a PKR
y la bloquea. Durante la infeccién con un virus, se induce ARF que
desplaza a la unién PKR-nucleofosmina, por lo que PKR, una vez libe-
rada, se activa por RNA bicatenario viral con la consiguiente inhibicion
de la replicacién viral. El impacto de la proteina quinasa PKR en pro-
cesos bioldgicos es el objeto de una revision que estamos escribiendo
para Microbiology and Molecular Biology Reviews (2006).
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C.9. Hacia el descubrimiento de nuevos genes inducidos
por las enzimas de defensa, PKR y 2-5A sintetasa/RNasa L

Es indudable que los miiltiples efectos asignados a las enzimas PKR
y sistema 2-5A sintetasa/RNAasalL no se deben a la contribucion de un
solo gen, sino a un complejo de genes. Aunque se ha implicado a varios
factores transcripcionales como IRF-1, IRF-3 e incluso p53 en la apop-
tosis inducida por PKR, sin embargo no se conoce el conjunto de genes
que se activan por PKR en un proceso de replicacién virica. Para iden-
tificar a los genes celulares que se inducen en respuesta a estas enzimas
en la infeccién, hemos recurrido a la tecnologia de «chips» de DNA que
contienen mds de 15.000 genes humanos. En un estudio reciente (Gue-
rra y col., enviado a publicacién), hemos observado que un total de
111 genes se regulan especificamente por la actividad catalitica de PKR,
de los cuales la expresion de 97 genes estd aumentada, mientras que la
expresion de 14 genes estd disminuida. Nueve de los genes activados
codifican proteinas involucradas en adhesion celular, tres genes con pa-
pel de inmunomoduladores y 19 genes en metabolismo y sefalizacion.
Ademds, 21 genes estdn implicados en transcripcién y 11 en traduccion.
La transcripcion de los genes que codifican dos subunidades del protea-
soma estd también aumentada. La transcripcion de genes con funciones
de inhibicién de la induccién de apoptosis por PKR, como las proteinas
de choque térmico, la familia Hsp70 esta reprimida. Entre los genes in-
volucrados en apoptosis por la accion de PKR hemos identificado a la
caspasa 9 y al factor transcripcional ATF-3. ATF-3 actiia como un sen-
sor que interacciona con p53 en condiciones de estrés celular, bloquean-
do su ubiquitinizacién; también aumenta la actividad de la caspasa 3, y
su sobreexpresion confiere actividad antitumorigénica, especialmente en
céancer colorectal. Las implicaciones bioldgicas de estos estudios es que
alguna de las actividades antitumorales de los interferones deben de es-
tar relacionadas con la expresion de ATF-3, por lo que este factor puede
ser una buena diana para conocer la eficacia terapéutica en pacientes
tratados IFN. La utilizacién de «chips» en combinacién con ensayos
genéticos y bioquimicos permitird definir el papel de cada uno de los
genes inducidos por PKR en el proceso de muerte celular por apoptosis
y desarrollar estrategias que permitan su control.

En relacion al sistema 2-5A sintetasa/RNasa L, hemos iniciado en el
laboratorio la identificacion por «chips» de los genes humanos induci-
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dos durante el proceso de apoptosis que ocurre durante la infeccidén con
virus recombinantes de vaccinia que expresan RNasa L y la 2-5A oli-
goadenilato sintetasa.

C.10. Aplicaciones clinicas de los interferones

Conocer los mecanismos precisos de induccion de apoptosis por la
quinasa PKR y otras proteinas inducidas por IFNs servird para mejorar
los tratamientos terapéuticos efectuados con los IFNs. La disponibilidad
de diferentes tipos de interferones ha posibilitado la realizacion de una
amplia serie de tratamientos clinicos en humanos. En ellos ha quedado
patente su eficacia contra enfermedades viricas, tumores y enfermeda-
des neurodegenerativas (95).

Los interferones se han hecho imprescindibles en oncologia clinica.
Se aplican en leucemias (mielocitica crénica, de célula pilosa), mieloma
multiple, linfoma non-Hodgkin, melanoma, carcinoma renal, sarcoma
de Kaposi y papilomas. A ellos se recurre también en enfermedades de
origen virico (hepatitis B y C), sindrome agudo respiratorio, y se usan
experimentalmente frente al VIH. Sin olvidar su aplicacién creciente en
enfermedades neurodegenerativas como esclerosis multiple o esclerosis
lateral amiotréfica (96). La combinacién de los IFNs con otras terapias
estd contribuyendo a potenciar su actividad antiviral y antitumoral (97).
Sin embargo, debido a los multiples efectos que induce en una célula,
no es sorprendente que estemos aun lejos de administrar estas molécu-
las de forma 6ptima, teniendo en cuenta las diferencias que se producen
a nivel de expresion génica entre individuos. Por ello se estd tratando
de regular la accién de enzimas inducidas por los IFNs, como PKR, ya
que en estudios recientes se ha observado su activacién en varias pato-
logias, como Alzheimer, Parkinson, Huntington y en la anemia de Fan-
coni. También se ha correlacionado el cancer de préstata con la activa-
cion de RNasa L. Asi pues, se inicia una nueva era en medicina clinica
dirigida a activar o inhibir la accién de genes inducidos por los IFNs,
con la finalidad de optimizar la aplicacion terapéutica de estas molécu-
las bioldgicas tan potentes.

Resulta gratificante para quienes trabajamos en el campo de los
interferones observar como, después de casi 50 afios, lo que se aleg6 era
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un artefacto, ha resultado ser una realidad que alivia y controla distintas
patologias. El conocimiento del amplio espectro de genes inducidos por
los interferones por técnicas de «biochips», y el ahondar en las impli-
caciones funcionales de cada uno de ellos, servird en un futuro para
racionalizar las terapias. Todas estas aplicaciones clinicas se fundarén,
como ha ido ocurriendo hasta ahora, en el avance de la ciencia basica
y clinica.

Aunque el papel inicial asignado a los IFNs fue su accién antiviral
de amplio espectro, inhibiendo tanto a virus RNA como DNA, sin
embargo hemos comprobado que estas moléculas juegan un papel esen-
cial en la activacion de la respuesta inmune. Hoy en dia se estd com-
binando a los IFNs y otras citoquinas con adyuvantes y vacunas para
potenciar la respuesta inmune frente a determinados antigenos y expan-
dir la poblacién de células B y T protectoras. Asi pues, la segunda parte
de mi discurso versara sobre la utilizaciéon de vacunas como comple-
mento a los IFNs y como estrategia para aumentar las defensas del
organismo en contra de patégenos y tumores. Una de las vacunas més
eficaces ha sido la usada contra la viruela. Actualmente, recombinantes
basados en el virus vacunal se estdn utilizando como vacunas contra
otras enfermedades. Describiré a continuacién los logros alcanzados
con el virus vacunal, asi como futuras aplicaciones.

D) Las vacunas como segunda linea de defensa del organismo

Hemos descrito a los IFNs como primera linea de defensa del or-
ganismo contra agresiones externas, como son los patdgenos, y men-
cionado al principio que ademds de esta barrera el organismo dispone
de otra que requiere mds tiempo para su activacion. Se trata de la
respuesta inmune humoral y celular, que actia como segunda linea de
defensa contra los patdégenos y que su activacién por procedimien-
tos de vacunaciéon ha permitido controlar globalmente a grandes en-
fermedades.
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D.1. Descubrimiento del proceso de vacunacion: la erradicacion
de la viruela

La erradicacion de la viruela en 1980, la mas devastadora de todas
las enfermedades de la especie humana, afectando a una décima de la
poblacién mundial, fue posible gracias al programa de vacunacién
masivo coordinado por la OMS, y ha constituido uno de los mayores
logros sanitarios a nivel mundial (98-103). Ha sido la primera enferme-
dad erradicada de nuestro planeta. Hay que considerar que sélo en el
siglo xx sucumbieron a esta enfermedad mas de 300 millones de per-
sonas. Las razones del éxito del programa fueron las siguientes: el
huésped de la viruela es el hombre, s6lo hay un serotipo, no produce
infeccidn persistente, se puede diagnosticar tempranamente, la enferme-
dad es localizada, las manifestaciones subclinicas no son fuente de
contagio, la vacuna confiere proteccion duradera, es barata y estable, y
no hay barreras culturales o sociales frente a la infeccién.

El éxito de la vacunacién obviamente no hubiera sido posible sin la
contribucion de quien descubrié la vacunacion contra la viruela me-
diante la inoculacién de material aislado de la ubre de las vacas que
producia lesiones en las manos de las personas que las ordefiaban. Fue
esta observacion la que utilizé el médico ingles Edward Jenner para
demostrar en 1796 que de la lesion producida en las manos de Sarath
Nelmes (una ordefiadora que se habia contagiado con la enfermedad de
la uvre de las vacas, llamada Cow-pox), se podia extraer un material
que al ser introducido por escarificacion en el brazo del nifio de ocho
anos James Phipps, se producia una proteccién contra la viruela, como
lo demostré por posterior inoculacion al nifio de material obtenido de
pustulas de personas infectadas con viruela. Este proceso lo repitié con
otros 23 casos, consiguiendo la proteccién total contra la viruela (102,
103). Los resultados de estos trabajos de vacunacion los publico Jenner
en un libro en 1798, ya que no le permitieron su publicacién en la
revista cientifica Transactions of the Royal Society. Este es un ejemplo
tipico de lo dificil que es introducir nuevos conceptos en la sociedad
cientifica y transgredir moldes previamente establecidos (104). Se le
acusé jocosamente a Jenner de convertir a las personas inoculadas con
material de las vacas en monstruos con cabeza de vaca. El proceso de
vacunacion masiva lo aplicé el médico espafol Francisco Javier Balmis
que, utilizando el método de Jenner, inici6 una expedicién en 1803 a las
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colonias espafiolas de ultramar y consiguié vacunar hasta 1810 a unas
500.000 personas. La expedicién de Balmis a América Central y del
Sur, asi como a Filipinas, auspiciada por la Corona espaiiola, ha sido
uno de los acontecimientos mds relevantes en la historia de la conquista
de la viruela (aunque poco divulgado), y una gran aportacién de la
medicina espafiola a la lucha contra enfermedades (105). Como inves-
tigador que lleva trabajando mas de treinta afnos en la biologia del virus
que fue utilizado como vacuna contra la viruela, me produce un gran
orgullo recuperar la memoria histérica de Balmis. La expedicién y
vacunacion en masa en zonas con alta mortandaz por viruela es el claro
ejemplo de solidaridad entre los pueblos, a 1o que Balmis contribuy6 de
forma decisiva.

El hito histérico de la erradicacion de la viruela se ve agravado por
el peligro de que la viruela vuelva a emerger por medio de actos terro-
ristas (106). Afortunadamente, en el mundo sélo se puede trabajar con
el virus de la viruela en dos centros, el Centro de Enfermedades Infec-
ciosas de Atlanta, en EE.UU., y el Centro Vector en Novosibirsk en
Rusia. La investigacion que se realiza en ambos centros con el virus de
la viruela estd bajo control de la OMS, con asesoramiento de un Comité
de expertos internacionales, entre los que me encuentro. Existe una
moratoria de la OMS para destruir la coleccién de virus de la viruela
existentes en EE.UU. y Rusia, tan pronto como se considere que se han
desarrollado métodos de diagndstico, drogas antivirales y vacunas de
nueva generacion con menos efectos secundarios, que garanticen total-
mente el control de la infeccion en el caso de que la viruela pudiera re-
emerger, bien por bioterrorismo o a través de la infeccién por virus muy
relacionados, como la viruela de monos.

El interés por seguir estudiando el virus de la viruela y los miem-
bros de la familia Poxvirus a la que pertenece, estriba en la carencia de
conocimiento que se tiene acerca de como este virus produjo una enfer-
medad tan letal y, por otro lado, en la posibilidad de utilizar los Pox-
virus como herramientas para producir vacunas contra otras muchas
enfermedades humanas y animales. Analizaremos aspectos relevantes
sobre el virus y su uso como vacuna.
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D.2. Caracteristicas de los Poxvirus

Los Poxvirus forman la familia mds compleja de virus animales con
DNA, encontrdndose ampliamente distribuidos en la naturaleza (107).
La familia Poxviridae estd dividida en dos subfamilias, Chordopoxviri-
nae 'y Entomopoxvirinae, dependiendo de si el rango de hospedador son
vertebrados o insectos. La familia Chordopoxvirinae estd compuesta
por ocho géneros: Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Mollus-
cipoxvirus, Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Suipoxvirus and Yatapoxvi-
rus. Los miembros de un mismo género estin antigénica y genética-
mente relacionados, teniendo una morfologia semejante. La subfamilia
de Chordopoxvirinae infecta a numerosas especies, como raton, conejo,
cerdo, cabra, vaca, camello, bufalo, elefante, mono y hombre, y la
subfamilia Entomopoxvirinae a una gran variedad de insectos. La enfer-
medad mixomatosis producida por miembros del género Leporipoxvirus
es prevalente en Europa, con un alto indice de mortandad. De hecho
esta propiedad la utiliz6 el investigador Frank Fenner para llevar a cabo
el primer experimento de control biolégico con la introduccién de la
mixomatosis europea en animales de campo en Australia para evitar
una excesiva multiplicacion de conejos.

Solamente los miembros del género Orthopoxvirus 'y Molluscipoxvi-
rus infectan a la especie humana, aunque los Poxvirus de oveja, cabra y
vaca pueden infectar a humanos por contacto directo con lesiones. Aun-
que la viruela causada por variola major ha sido erradicada, sin embar-
go los demds miembros de Poxvirus se mantienen en la naturaleza infec-
tando a sus hospedadores. De hecho, en el afio 1970 se identificaron los
primeros casos humanos de infeccién por el virus de los monos (monke-
ypox) y el nimero de casos ha ido en aumento con més de 500 descritos
desde 1996, aunque no hay evidencia de que la infeccién por monkeypox
produzca una enfermedad como la viruela. Mds de 30 casos de infeccion
en humanos por monkeypox se han dado en EE.UU. en 2002 como re-
sultado de la importaciéon de roedores de Africa, afectando a diez Esta-
dos (108). La infeccién por monkeypox es zoondtica, probablemente se
transmite por via respiratoria, se asemeja a la viruela, pero difiere gené-
ticamente y por las propiedades bioldgicas y epidemioldgicas, con me-
nores tasas de mortandaz, entre el 10-15 por 100 de los infectados. La
secuenciacion del genoma de monkeypox ha demostrado que no es un
virus ancestral de viruela, sino una especie unica.
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Se han secuenciado los genomas de mds de 50 aislados en distintos
contientes obtenidos en personas infectadas con el virus de la viruela.
Actualmente el diagndstico epidemioldgico de los Poxvirus se realiza
por técnicas de ampliacion génica por PCR/RFLP y su secuenciacion
nucleotidica, asi como por diferencias en reactividad contra distintos
anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos contra proteinas es-
pecificas. Hay que tener en cuenta que la poblacion estd desprotegida,
puesto que la practica de la vacunacién contra viruela ha sido suspen-
dida en todos los paises. La mejor forma de prevencion es disponer de
todas las herramientas que permitan su control. Hoy en dia existen muy
pocos antivirales especificos contra Poxvirus, como los interferones,
metisazona (N-metilisatin B-tiosemicarbazona), rifampicina, ribavirina,
cidofovir y derivados ciclicos, pero su eficacia en humanos no ha sido
demostrada (109). Mediante el conocimiento de la biologia molecular
de Poxvirus y andlisis estructural se podran diseflar compuestos con
especificidad frente a proteinas esenciales en la cascada de replicacion
viral. Por motivos de seguridad, es necesario producir al menos tres
compuestos que inhiban selectivamente mas de un proceso replicativo
viral (ejemplo, inhibidores de proteasa, de topisomerasa, de DNA po-
limerasa, de morfogénesis, etc.).

El estudio de los Poxvirus ha permitido hacer avances importantes
en inmunologia y en biologia celular. De hecho el nacimiento de la in-
munologia tiene sus bases en la vacunacién contra viruela. Fueron los
primeros virus en utilizarse como vacuna (frente a viruela), y el nombre
de vacunacion fue universalizado por Louis Pasteur por derivarse la
primera vacuna de pustulas obtenidas en la ubre de las vacas (del latin
vacca se derivo el nombre de vacuna) y extender, junto con Robert
Koch, el término a la vacunacién preventiva contra otros agentes. Fue-
ron los primeros virus animales en ser visualizados microscopicamente,
cultivados, cuantificados en células y definida su composicién quimica.
Ademds, los estudios bioquimicos sobre estos virus sirvieron para de-
mostrar que los retrovirus contienen una enzima llamada reversa trans-
criptasa que otros virus con RNA en su genoma contenian la enzima
RNA polimerasa, que les servia para copiar sus genomas, y que la
mayoria de los RNA mensajeros (mMRNA) virales y celulares contienen
en su extremo 3’ una secuencia de poli A (entre 50-200 residuos de
adenosina) y en su extremo 5’ una estructura llamada cap (m7GpppN).
Toda la maquinaria enzimdtica necesaria para copiar el DNA a mRNA
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(proceso de transcripcion) se encuentra formando parte de la particula
viral (107). Estudios posteriores demostraron que esta familia de virus
codifica una serie de genes cuya funcién es evadir la respuesta del
sistema inmune frente a la infeccién (110). Estos mecanismos de eva-
sién han sido posteriormente identificados en otros virus. Los Poxvirus
también fueron los primeros virus animales en los que se demostrd que
en su genoma se podian incorporar genes de otras especies y producir
virus recombinantes (111, 112). Estos virus recombinantes estdn siendo
utilizados en fase experimental como posibles vacunas contra un am-
plio espectro de enfermedades humanas infecciosas y tumorales. Ana-
lizaremos a continuacion la estructura del virion y su replicacién en la
célula infectada.

D.3. El ciclo replicativo de Poxvirus

Las particulas virales tienen el mayor tamafio de los virus animales,
entre 270-350 nm, pudiendo verse con el microscopio 6ptico. Bdsica-
mente, la infeccidon se inicia con la unidén del virus a la membrana
celular por accién de varias proteinas virales, entrada del nucleoide
viral («core») en el citoplasma, desnudamiento del «core» por mecanis-
mos atn desconocidos, expresion génica, replicacion del DNA y mor-
fogénesis. El virus que contiene un DNA de doble cadena con los
extremos sellados penetra por fusién de membranas, como lo demostra-
mos hace bastantes afios. Se libera el nucleoide («core») que sintetiza
mRNA tempranos, seguido por la replicacion concatemérica del DNA
viral con sintesis de mRNA intermedios y posterior produccién de
mRNAs tardios que requieren la cooperacion de factores celulares para
dar lugar a las proteinas estructurales. Se inicia el proceso de ensambla-
je y formacién de particulas infectivas (107).

A diferencia de otros virus, existen dos formas infectivas, llamadas
virus intracelular maduro (IMV) y virus extracelular con envuelta (EEV)
que se identifican claramente con el microscopio electrénico. Estas dos
formas infectivas se diferencian en el nimero de membranas que ad-
quieren del huésped. Asi, en el proceso de formacion del IMV, hay una
serie de estadios intermedios que incluyen la adquisicion de membra-
nas del compartimento intermedio celular (ERGIC), formacién de cres-
tas con espiculas, agrupamiento en particulas inmaduras (IV) que van
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adquiriendo mayor densidad con la incorporacion del DNA viral y
su empaquetamiento. El DNA se incorpora a la particula IV por un
proceso todavia desconocido, probablemente a través de un poro. La
incorporacion secuencial de proteinas virales seguido del procesamien-
to proteolitico de proteinas del nucleoide, determinard la formacion
de la primera y mds abundante forma infectiva viral, el virus intra-
celular maduro (IMV). Algunos de los IMV utilizan microtibulos para
llegar al area de Golgi y poder adquirir una segunda doble membra-
na, dando lugar a la particula llamada virus intracelular con envuelta
(IEV), que es transportado a la periferia de la célula por microtibu-
los. En contacto con la membrana celular, la membrana externa del
IEV se fusiona con la membrana plasmatica y es liberado de la célula
como virus extracelular con envuelta (EEV), que es la segunda forma
infectiva viral (113). Muchas de estas particulas permanecen asociadas
a la membrana celular, dando lugar a la formacion de colas de actina
que propelen al virus unido a la membrana hacia otras células donde
inicia una nueva infeccion (114). La formacién de colas de actina la
inicia la proteina del virus A36R y estd controlada por varias proteinas
celulares como N-WASP, Nck, WIP y kinasas de las familias Src/Abl,
entre otras (115).

En la membrana externa del EEV se encuentran seis proteinas vira-
les que son dnicas y que no se encuentran en el IMV. Estas proteinas
son producto de los genes: hemaglutinina (A56R, gp86), FI3L (p37),
B5R (gp42), A34R (gp22-24), A36R (p45-50) y A33R (gp23-28). La
delecion de los genes F13L o B5R, asi como la represion del gen A27L
reduce de forma drastica la formacién de IEV. El EEV representa menos
del 1 por 100 del total de la progenie viral producida en la infeccion,
pero participa de forma muy activa en la diseminacién a larga distancia
del virus en el huésped, mientras que el IMV juega un papel més im-
portante en la transmision del virus célula a célula.

Mediante crio-microscopia electronica y reconstruccion tomografica
hemos definido la estructura del virus vaccinia en su forma infectiva de
virus intracelular maduro o IMV (360 x 270 x 250 nm) con una reso-
luciéon de 4-6 nm (116). Esta forma infectiva, que es la mayoritaria
durante la infeccidn, se caracteriza por tener una membrana externa
lipidica (5-6 nm de grosor), debajo de la cual hay dos cuerpos laterales
constituidos por material heterogéneo sin aparente estructura, y mas
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internamente existe un nucleoide o core rodeado por dos capas que
tienen un grosor de unos 18-19 nm; la mds externa de estas capas
contiene proyecciones de espiculas agrupadas en forma hexagonal, y las
mas interna es consistente con una membrana lipidica de 5-6 nm. En el
core se observan poros que pueden servir para exportar el RNA men-
sajero durante el proceso de transcripcion del genoma viral. Actualmen-
te estamos tratando de definir la estructura del virus inmaduro (IV) para
entender el proceso de organizacion de membranas en el virus.

Aproximadamente unas 100 proteinas forman parte de la estructura
de IMV. En el proceso de maduracién del IMV se piensa que sélo las
proteinas virales forman parte del virién, aunque nuestros estudios de
proteémica sobre la composicion del IMV indican la presencia de algu-
nas proteinas celulares. En el caso del EEV se ha demostrado la presen-
cia de proteinas celulares, mayoritariamente receptores, que se incorpo-
ran a la membrana del EEV, debido al reclutamiento de la membrana
del Golgi. El proceso replicativo dura entre las 12-24 horas, con pro-
duccién de un gran nimero de particulas infectivas (unas 10.000 por
célula), lo que nos da una idea sobre la capacidad infecctiva del virus
de la viruela.

D.4. El genoma de Poxvirus

Los Poxvirus contienen un genoma de DNA que varia en tamaio,
desde 130.000 nucleétidos (caso de Parapoxvirus) a 300.000 nucledti-
dos (caso de Avipoxvirus). El primer genoma de Poxvirus se secuenci6
en 1990, teniendo el genoma del virus vaccinia estirpe Copenhague
191.636 pares de bases. Desde entonces se ha determinado la secuencia
completa de unos 50 representantes de los distintos géneros de la fami-
lia Poxviridae (117). Una caracteristica del genoma de Poxvirus es que
la molécula de doble hélice del DNA tiene los extremos sellados cova-
lentemente, por lo que en condiciones desnaturalizantes formaria un
circulo. Las dos cadenas del DNA tienen en sus extremos una secuencia
idéntica que estd repetida pero opuestamente orientada, formando tel6-
meros. Estos telomeros, que se mantienen conservados en todos los
miembros de la familia, son ricos en secuencias A+T y no pueden
formar una perfecta estructura apareada entre las bases. Hay una region
adyacente al extremo de unos 100 pares de bases que es necesaria para
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la resolucion de las formas concateméricas del DNA en el proceso de
duplicacién. En los Orthopoxvirus, a continuacion de esta region hay
una serie corta de secuencias repetidas en tdndem, separadas entre si
por segmentos homologos de unos 250-350 pares de bases. El numero
de repeticiones varfa entre miembros de la familia y en funcién del
nuimero de pases. En los extremos se encuentran localizados la mayor
parte de los genes no esenciales para la replicacion viral y los que estdn
involucrados en defensa viral, mientras que en las regiones internas del
genoma abundan los genes que codifican proteinas estructurales (107).

Especialmente importante ha sido la obtencion de la secuenciacion
completa de los genomas de variola, en sus formas virulenta (variola
major) y atenuada (variola minor o alastrin), lo que ha permitido iniciar
estudios de patogeneidad para entender por qué estos virus causaron tan
alta tasa de mortandaz en la poblacion. La comparacion entre las secuen-
cias del virus vaccinia (con 185 posibles genes) y variola (con 186 po-
sibles genes) ha permitido demostrar que ambos virus comparten 150
genes con una identidad del 90 por 100 (118). En comparacién con va-
ccinia, variola tiene algunos genes truncados, otros fusionados y sus
extremos codifican algunas proteinas tinicas, aunque presentes en otros
miembros de poxvirus. Los métodos actuales de secuenciacion de geno-
mas virales han reducido notablemente el tiempo en descifrar la secuen-
cia de nucledtidos de un aislado viral, de un ano en 1990 a unas cinco
horas en 2005. El estudio de la funcionalidad de los genes de variola
major aportard informacion relevante sobre la viruela.

D.5. Respuesta inmune frente a Poxvirus

La capacidad de los poxvirus por inducir una respuesta inmune
protectora es conocida desde la antigiiedad, con la préctica de la vario-
lizacién (proceso utilizado en China basado en el uso de pustulas secas
de pacientes infectados con viruela que se aplicaba a personas sanas).
Esta practica se utiliz6 de forma mds segura por Jenner con la introduc-
cién de la vacunacion a finales del siglo xvii. La vacuna tradicional en
humanos contra la viruela, basada en el virus vaccinia, se administraba
por inoculacién en la dermis con una aguja bifurcada conteniendo una
suspension del virus vaccinia, 1o que daba lugar a una papula a los
3-5 dias y rapidamente se formaba una vesicula y luego una pustula que
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alcanzaba su maximo tamafio a los 8-12 dias. A continuacion se forma-
ba una costra que se separaba de la piel a los 14-21 dias, dejando la
tipica sefial epidérmica. Normalmente se produce una pequeia fiebre
cuando aparece la pustula acompafiada de hinchazén de los ganglios
adyacentes. Ocasionalmente se produce viremia entre los 3-10 dias y el
virus se puede aislar de las amigdalas. En 1967 se inicié una campafa
de vacunacion masiva de la poblacion contra la viruela, utilizando como
vacuna una estirpe del virus vaccinia. Esta campafia culminé en 1980
con la declaracién por la OMS de la erradicacién de la viruela de
nuestro planeta (101). El éxito fundamental de esta campafia fue la
existencia de una vacuna con capacidad para inducir una fuerte respues-
ta inmune que controlaba el proceso infectivo.

Entre los mecanismos de inmuno-proteccion juegan un papel impor-
tante tanto la respuesta humoral, por activacion de linfocitos B, como la
celular, por activacién de linfocitos T. La produccién de anticuerpos
neutralizantes del isotipo IgG e IgM es una caracteristica de la infeccién
y es fundamental en proteccién, como se ha demostrado mediante trans-
ferencia pasiva de inmunogobulinas procedentes de animales vacunados
a animales sanos y posterior inoculacién de una dosis letal del virus
vaccinia. En los individuos vacunados contra viruela se ha observado la
persistencia de anticuerpos neutralizantes durante mds de 20 afios. Entre
los antigenos de vaccinia que inducen anticuerpos neutralizantes estan
los productos de los genes A27L, A33R, B5R, DSL, H5R y LIR. Nuestro
grupo fue el primero en demostrar proteccion frente al virus vaccinia con
el antigeno purificado A27L (119). Por otro lado, la vacuna induce me-
moria inmunoldgica caracterizada por la activacion de linfocitos T. Se ha
observado con ratones a los que se les han inactivado genes del sistema
inmunoldgico, o a los que se les han transferido células especificas, que
la activacién de linfocitos CD4+, CD8+ y de células asesinas NK es
necesaria para la proteccion contra Poxvirus. A pesar de la multitud de
antigenos virales, se conoce muy poco acerca de las proteinas que indu-
cen una respuesta celular y menos aun sus dominios antigénicos. Estu-
dios recientes indican que las células dendriticas juegan un papel impor-
tante en la presentacion antigénica y en el establecimiento de la memoria
inmunoldgica frente a Poxvirus (120, 121).

Ademads de la induccion de una respuesta inmune adquirida, que se
produce entre unos tres dias y dos semanas después de la inoculacién
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viral, la infeccion con Poxvirus induce una respuesta celular inmediata
del huésped (respuesta innata), caracterizada por la produccién de molé-
culas inmuno-moduladoras, como los interferones de tipo I y II, IL-12,
TNF-alfa, Fas y otras. De hecho, con el virus vaccinia se demostrd por
primera vez que la produccion de RNA bicatenario durante la infeccion
era responsable de la produccion de los interferones. Ademads, posterior-
mente se demostré que estas moleculas son potentes activadores de la
apoptosis. El primer éxito terapettico del interferén fue obtenido frente
a lesiones oculares producidas por el virus vaccinia en conejo.

Con la implementacién de la metodologia de microarrays de DNA
conteniendo 15.000 genes humanos, nuestro grupo ha identificado los
genes celulares que se inducen o reprimen durante la infeccién con
un Poxvirus (122, 123). Hemos demostrado que en el proceso de
infeccién viral, la mayoria de los genes celulares activados por la
infeccion se reprimen (en un 90 por 100), mientras que un ndmero
reducido de genes aumentan su expresion. Hemos identificado a uno
de estos genes celulares de la familia WASP (sindrome de Wiskott-
Aldrich) como necesario para la propagacion del virus en tejidos
animales, al estar implicado en la formaciéon de colas de actina y
propulsion del virus de una célula a otra (124). También hemos iden-
tificado a los genes celulares que se inducen cuando la infeccion es
producida por virus atenuados derivados del virus vaccinia, como
MVA y NYVAC, que infectan a las células humanas, pero son inca-
paces de propagarse (Guerra y col., 2006, en prensa). En este caso se
pueden observar diferencias entre los genes que se inducen por la
estirpe virulenta en relacion con la atenuada, lo que tiene interés para
el uso de estos virus como vacunas.

D.6. Utilizacion de Poxvirus recombinantes como vacunas
contra distintas enfermedades

La demostracién en 1982 por los grupos de Bernie Moss y de Enzo
Paoletti en EE.UU. de que en el genoma del virus vaccinia se podian
incorporar de forma estable una gran variedad de genes procedentes de
otras especies y que por inoculacién de estos virus recombinantes a
animales se les podia conferir proteccion frente a un patdgeno, supuso
una revolucién en el campo de las vacunas (111, 112). Por primera
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vez se consideré que un Poxvirus se podria utilizar como posible vacu-
na contra otros patdgenos, siempre y cuando no provocara efectos se-
cundarios y dicha vacuna demostrara su eficacia. Ademas, la experien-
cia de campo acumulada con la préctica de la vacunacién contra viruela
hacia posible que vacunas basadas en Poxvirus pudieran tener una
amplia distribucién mundial.

Los fundamentos para producir un Poxvirus recombinante se basan
sencillamente en generar un pldsmido de inserciéon que contiene el gen
de interés flanqueado por regiones codificadoras de un gen no esencial
del Poxvirus, como el gen timidina quinasa o hemaglutinina y un gen
marcador, como la [-galactosidasa o la proteina verde fluorescente
(GFP). El gen de interés tiene su expresion controlada bajo un promotor
fuerte que se activa a tiempos tempranos y tardios en la infeccidn.
Mediante un proceso de infeccidén de células animales en cultivo con un
Poxvirus seguido de la introduccién del pldsmido de insercion por trans-
feccion, se produce durante unas 24 horas un proceso de recombinacién
especifica de secuencia entre las regiones flanqueantes del plasmido de
insercion y el locus homdlogo del gen viral. El aislamiento de virus
recombinantes se realiza por seguimiento del gen marcador que, si es
B-galactosidasa, se detecta por la produccién de placas de color azul en
presencia de su sustrato, o si es GFP, por la fluorescencia verde. Existe
una gran variedad de marcadores, tanto enzimdaticos como antibidticos
para la seleccién de virus recombinantes (125). Para el uso de estos
vectores, como vacunas en humanos, se requiere que el gen marcador
no esté presente en el virus recombinante, por lo que en estos casos se
utilizan pldsmidos en los que el gen marcador se elimina por recombi-
nacion homoéloga entre los sitios flanqueantes.

El éxito de la utilizaciéon de vacunas basadas en Poxvirus recombi-
nantes se demostr6 en los estudios de campo llevados a cabo en Europa
y EE.UU. con un virus recombinante de vaccinia que expresaba la
proteina de la envuelta del virus de la rabia. Se observo que la admi-
nistracion de esta vacuna en cdpsulas comestibles inducia una respuesta
inmuno-protectora contra la rabia en animales que transmiten la enfer-
medad, como el zorro (126). De esta forma se ha generado una gran
variedad de virus de Poxvirus recombinantes contra enfermedades vira-
les (gripe, encefalitis, enteritis, fiebres hemorrdgicas, hepatitis, sida),
bacterianas (neumonias), parasitarias (malaria, leishmania), tumorales
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(melanoma, adenocarcinoma, tumor prostitico), que se encuentran en
fase de experimentacién clinica.

Para evitar algunos efectos no deseados que se observaron en las
campafas de vacunacion contra la viruela, se han generado virus re-
combinantes altamente atenuados y seguros para la vacunacién contra
patégenos y tumores (127-129). Uno de los candidatos que estd en
experimentacion clinica en fase I/II es el virus vaccinia modificado de
Ankara (MVA), que fue obtenido después de mds de 500 pases seriados
en células primarias de embrién de pollo y que fue administrado a més
de 120.000 personas en Alemania durante la campafia de vacunacion
contra la viruela. Estudios recientes han demostrado que la inoculaciéon
de MVA recombinante que expresa antigenos del virus de la inmuno-
deficiencia humana (VIH) confiere protecciéon contra la enfermedad
producida en simios por un hibrido (SIVH) del virus de la inmunode-
ficiencia de simio (SIV) conteniendo antigenos del VIH. Actualmente
hay una serie de ensayos clinicos en humanos contra la malaria, sida y
tumores, utilizando virus recombinantes de MV A en combinacién con
otros vectores.

Estudios pioneros de vacunacion frente a malaria, en los que parti-
cip6 nuestro laboratorio junto con los grupos de Ruth Nussenzweig y
Fidel Zavala en New York University Medical Center y de Peter Palese
en Mount Sinai de NY, demostramos en una serie de publicaciones que
se podia expandir la poblacion de células T CD8+ especificas para el
antigeno CS (cincunsporozoito) por administracion sucesiva de dos
vectores y que el orden de administracion era fundamental para obtener
proteccion frente a Plasmodium yoelii (130). Establecimos que si se
lleva a cabo un protocolo de inmunizacién con una primera inoculacion
de un vector del virus de la gripe (influenza) que expresa el epitopo de
CS especifico para células T CD8+, seguido al cabo de dos semanas por
una segunda inoculacién con un vector de Poxvirus (vaccinia o MVA)
que expresa la proteina completa CS, se produce al cabo de diez dias
una ampliacion de la respuesta celular CD8+ especifica frente a CS que
induce proteccién (90 por 100) frente a la forma infectiva del parésito,
esporozoitos de Plasmodium yoelii que producen la malaria murina. La
proteccion se correlaciond con un alto grado de respuesta celular espe-
cifica contra la proteina del circunsporozoito (CS) de plasmodio. De-
mostramos que este procedimiento de inmunizaciéon combinada de dis-
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tintos vectores (prime/booster) inducia una respuesta inmunolédgica de
tipo Th1 (caracterizada por la produccién de las citoquinas IFN-g y IL-
12), manteniendo la presencia de linfocitos citotoxicos CD8+ durante
largos periodos de tiempo que aun protegian (en un 60 por 100) contra
malaria (131, 132). Este procedimiento de prime/booster para expan-
sioén de células CD8+ ha sido confirmado por otros grupos utilizando
como primera inoculacién vectores que pueden ser DNA, proteinas,
seudoparticulas, o virus atenuado expresando el gen de interés, seguido
de una segunda inoculacién con un MVA recombinante que expresa el
mismo gen. Estos protocolos de priming/booster estan siendo aplicados
a otros sistemas de vacunacidn contra patégenos y ampliamente acep-
tados como regimenes de inmunizacion eficaz. Estos resultados han
servido para aumentar el interés de los Poxvirus como vacunas, ya que
el proceso de priming/booster con vectores heter6logos ha demostrado
su eficacia en distintos modelos animales. Ademads, recientemente he-
mos demostrado que es posible inducir una fuerte respuesta inmune en
mucosas frente a antigenos del VIH mediante la inoculacién por via
respiratoria de recombinantes del virus de la gripe y de MVA (133).

(Qué ocurre en el proceso de prime/booster? Hemos propuesto que
durante la primera inoculacién (priming) se produce una activacion
moderada de linfocitos T CD8+ especificos frente a unos pocos epito-
pos del antigeno, y que después de la segunda inoculacién con el Pox-
virus recombinante (booster) expresando el mismo antigeno, se produc-
ce una expansion de la poblacion de células T CD8+, ademas del efecto
priming en células inmunolégicamente virgenes. Las células que fueron
activadas en la fase inicial reaccionan mas rapidamente y se expanden.
Actualmente el grupo que lidera el espafol Pedro Alonso esta llevando
a cabo ensayos clinicos en Mozambique con una vacuna basada en la
proteina CS fusionada al antigeno de la hepatitis B junto con un adyu-
vante, obteniendo un 50 por 100 de proteccion frente a casos de malaria
en la poblacién de nifios menores de cinco afios. Es predecible que
estos porcentajes puedan ser aumentados por inmunizacién de distintos
vectores expresando el mismo antigeno o con una combinacién de otros
antigenos de Plasmodium.

Loégicamente cuando se utilizan vectores virales se produce una
respuesta inmune frente al vector que reduce su capacidad inmunogé-
nica cuando se utiliza el mismo vector como booster. La respuesta
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inmunoldgica que se produce frente al vector se puede evitar mediante
el uso de vectores basados en géneros de Poxvirus distintos, ya que hay
una pobre reactividad cruzada entre ellos. Esta respuesta inmune frente
al propio vector estd disminuida en mutantes cuya replicacion en célu-
las humanas se limita a la fase temprana, como avipoxvirus, o que s6lo
completan un ciclo de replicacién sin progenie como MVA. Es prede-
cible que en pocos afios se utilicen vacunas basadas en vectores de
Poxvirus contra una gran variedad de enfermedades.

Actualmente hay una serie de ensayos clinicos basados en Poxvirus
recombinantes contra distintas enfermedades. En el caso del SIDA, hay
varios ensayos clinicos que utilizan vectores recombinantes basados en
virus atenuados de vaccinia que contienen multiples delecciones en
el genoma viral como MVA y NYVAC, o virus de canarios y pollos
que no producen progenie en c€lulas humanas (para informacion adi-
cional ver http://chi.ucsf.edu/vaccines). Nuestro laboratorio participa
en el proyecto europeo de desarrollo de una vacuna contra el SIDA
(www.eurovacc.org), para lo cual hemos generado y patentado virus
recombinantes de MV A que expresan en un mismo locus viral los genes
env/gag-pol-nef del VIH procedente de aislados europeo (serotipo B) y
asidtico (serotipo C), cuyos ensayos clinicos en fase I se iniciardn en
2006 (subtipo B) y 2007 (subtipo C). En los préximos afios conocere-
mos la eficacia de la vacunacion utilizando Poxvirus recombinantes,
administrados solos o en asociacidén con otros vectores.

D.7. Hacia una nueva generacion de vacunas basadas en Poxvirus

Debido a que la familia de Poxvirus codifica por proteinas que
interfieren con el sistema inmune para evadir las defensas del organis-
mo (110), es importante mejorar la capacidad inmunogénica de estos
vectores y producir vectores de nueva generacién con mayor capacidad
para estimular respuestas inmunes frente al antigeno recombinante. Los
vectores como MVA carecen de varias proteinas inmunomoduladoras,
pero adn contienen otras capaces de contrarestar el sistema inmune. Si
queremos hacer uso Optimo de estos vectores es necesario eliminar
estos genes o afadir otros que co-faciliten dicha respuesta. Nuestro
grupo ha demostrado que se puede mejorar el comportamiento del vec-
tor MVA frente al VIH mediante la incorporacién en el genoma viral
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de genes inmunomoduladores, como las citoquinas IL-12, IFN-gamma
y el factor GM-CSF. En el proyecto europeo del que soy coordinador,
tenemos como objetivo el identificar los genes de MVA que una vez
delecionados produzcan un incremento de la respuesta inmune frente a
recombinantes de dicho vector.

Los mecanismos inmunoldgicos que determinan la expansion de las
células T CD8+ en el proceso de priming/booster con recombinantes
del virus vaccinia no se conocen. Se acepta que durante la primera
inoculacién (priming) con un vector (DNA, VLPs, proteina, virus re-
combinante no relacionado con poxvirus) se produce una moderada
activaciéon de células CD8+ producido por pocos epitopos pero que
después de la segunda inoculacion (booster) con un recombinante de
vaccinia expresando el mismo antigeno, se produce una fuerte expan-
sién de la poblacion de células CD8+ especificas, ademds del efecto
priming en activacion de células virgenes (naive). Las células de me-
moria activadas inicialmente reaccionan y se expanden mas rapidamen-
te. Este potente efecto de expansion mediado por recombinantes de
vaccinia puede estar relacionado con moléculas virales que inducen
inmunomoduladores. Asi, en experimentos de andlisis por «microarrays»
del patrén de expresion de genes celulares humanos después de la in-
feccion con vectores de MVA y NYVAC, hemos identificado genes
celulares que se inducen por estos virus y que estdn involucrados en
respuesta inmune, proliferacién, apoptosis y migracion (122).

Aunque los Poxvirus codifican por un buen nimero de proteinas que
controlan el sistema del complemento, interferones y otras citoquinas
y quimoquinas, es probable que muchas de estas moléculas modulen,
en alguna medida, la accién del sistema inmune (134). En el caso de
MVA, el genoma de este virus no contiene receptores solubles de ci-
toquinas, como IFN-a/f, IFN-y, TNF o la proteina que se une a qui-
moquina. Hemos propuesto que para una mayor eficacia de vaccinia
como vacuna es hecesario inactivar selectivamente inhibidores virales de
la funcidn del sistema inmune o incorporar citoquinas en el genoma del
virus (135). De esta forma se podrd modular la respuesta inmune frente
a antigenos que son especificos. Nuestro laboratorio ha demostrado que
esta segunda aproximacion es eficaz, al observar que la expresion de
IL-12 puede modular de forma positiva o negativa (por produccién
de 6xido nitrico) la expansion de células T CD8+ especificas frente a la
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proteina env del VIH (136). Utilizando IL-12 hemos establecido un pro-
tocolo de inmunizacién combinada de prime/booster con DNA y un re-
combinante de vaccinia expresando ambos la proteina env de VIH que
aumenta fuertemente la produccion de células T CD8+ especificas para
VIH. Debido al papel tan importante que tiene IL-12 en la regulacion del
sistema inmune, polarizando el sistema hacia el subtipo Thl y a su inte-
rés en terapias antivirales, antitumorales e inmunomoduladoras, y al
efecto sinérgico que IL-18 ejerce sobre IL-12 en proteccion (137), esta-
mos llevando a cabo un estudio sobre optimizacién del uso de estas ci-
toquinas en proteccion frente patégenos en modelos animales. También
estamos inactivando de forma selectiva genes de MVA y de NYVAC
que codifican por citoquinas, quimoquinas, TLRs, apoptosis y que defi-
nen el rango de hospedador, para usarlos como vectores vacunales con-
tra distintas patologias, como SIDA y leishmaniosis.

En funcién de todo lo mencionado anteriormente y de la experiencia
acumulada del laboratorio en el desarrollo de estrategias de inmuniza-
cién frente a patégenos, especialmente frente a malaria, VIH y Leish-
mania (www.cnb.uam.es), y la posibilidad de llevar a cabo los primeros
ensayos clinicos con alguno de los inmundgenos generados por noso-
tros (caso de recombinantes de MV A que expresan en un mismo locus
los genes env/gag-pol-nef del VIH-1, subtipos B y C), nos hemos pro-
puesto, como continuacioén a nuestras investigaciones, llevar a cabo un
estudio detallado de optimizacién y caracterizacién de la respuesta in-
mune por vectores de las cepas atenuadas de vaccinia MVA y NYVAC
(este ultimo carece de 18 genes delecionados selectivamente) que ex-
presan antigenos del VIH, asi como abrir nuevos campos de investiga-
cién en la generacion y caracterizacion de nuevas vacunas contra hepa-
titis C y cdncer de prostata. Aunque se trata de distintas enfermedades,
existe un comuin denominador entre los tres sistemas, y es que utilizan
los mismos vectores pero con distintos antigenos. Asi pues, en los proxi-
mos aflos generaremos nuevos vectores atenuados de MVA y NYVAC
con delecciones e inserciones especificas y se estudiard la respuesta
inmune y capacidad de inducir proteccion en modelos animales (ratén
y monos). La finalidad es obtener en tres-cuatro afios un vector modelo
de MVA/NYVAC que retna todas las condiciones 6ptimas de induc-
cion de una respuesta celular especifica frente a las proteinas del VIH
para su ensayo clinico como vacunas de segunda/tercera generacion
frente al SIDA. Asimismo estos vectores optimizados de MVA/NYVAC
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se utilizaran para expresar proteinas de hepatitis C y de tumores (me-
lanoma y céncer de prdstata) como posibles vacunas contra estas enfer-
medades. Se estableceran pardmetros inmunolégicos que se correlacio-
nen con proteccion y se seleccionardn los mejores vectores para ensayos
clinicos como nuevas vacunas contra hepatitis C y cancer de prostata.

E) Transferencia de la investigacion basica a la clinica:
promocion de ensayos clinicos en fase I/I1

Aunque estd establecido que la investigacion es fuente de progreso
para la sociedad, una gran dificultad que encontramos los investigadores
es la casi imposibilidad de trasladar la investigacion bésica a la clinica.
Esta dificultad se basa fundamentalmente en la falta de financiacion, ya
que generalmente los proyectos badsicos no contemplan ayudas para rea-
lizar ensayos clinicos en fase I (con un reducido nimero de voluntarios
sanos, entre 12-20 por brazo). Ademds, la financiacion que se consigue
es por un periodo limitado, generalmente tres afios, por lo que cuando se
acaba el proyecto se paraliza la actividad investigadora. Otro factor es
que los ensayos clinicos se tienen que realizar con material preparado en
condiciones GMP (good manufacture practice), 1o que redunda en un
mayor coste econémico. El argumento de que las empresas tienen que
acarrear con los costes de los ensayos clinicos en fase I tiene la desven-
taja de que cada empresa mira por sus intereses e invierte sélo en aque-
llos ensayos que son beneficiosos para la empresa, por lo que sélo un
nimero muy limitado de productos entran en fase clinica, como men-
cionamos al principio de este discurso. Asi pues, la dificultad de obte-
ner financiacién en convocatorias nacionales o del Programa Marco
de la UE para la realizacion de ensayos clinicos en fase I, condiciona
la posibilidad de que investigadores de centros ptiblicos en colabora-
cién con hospitales puedan involucrarse en ensayos clinicos dirigidos a
determinar la eficacia de nuevos productos bioldgicos con interés sani-
tario. Actualmente hay mdas de un millar de ensayos clinicos iniciados
(www.wiley.co.uk/genmed/clinical/), mayoritariamente dedicados al tra-
tamiento de enfermedades oncolégicas, seguido de enfermedades mono-
génicas, cardiovasculares e infecciosas, sobre todo en SIDA.

(Cuales son las opciones en Espafia? Una posibilidad es conveniarse
con una empresa para que lleve a cabo todos los ensayos clinicos, con
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la dificultad que conlleva el que la empresa se interese por el producto.
Otra posibilidad es la creacién de empresas start-up, que tan buen re-
sultado han dado en EE.UU., en Francia, Reino Unido y Alemania. En
mis afios de direccion en el CNB se crearon cuatro empresas en biotec-
nologia, alguna de las cuales estd iniciando ensayos clinicos en fase I.
Es necesario estimular y fomentar desde los organismos publicos, Go-
bierno y CC.AA., la creacion de estas empresas en Espafa para incor-
porar el excelente potencial humano de investigadores jovenes que tra-
bajan dentro y fuera de nuestro pais. Ademas, el sector privado debe de
involucrarse mas activamente en la financiacion de los ensayos clinicos
en fase I, y ser la empresa la que tome el control en las fases I1I/III.
Como ejemplo, tenemos el caso de la Fundacién EuroVacc, de la que
soy miembro fundador. Dicha fundacion surge después de obtener fi-
nanciacion del V Programa Marco de la UE, y ante la imposibilidad de
llevar a término los ensayos clinicos en fase I con los inmundgenos
previamente generados contra el VIH/SIDA al finalizar los proyectos
concedidos por la UE. Ante esta situaciéon, EuroVacc ha establecido
convenios con instituciones americanas, fundaciones y acuerdos con
empresas del sector farmacéutico, para continuar con los ensayos clini-
cos y avanzar en el objetivo de desarrollo de una vacuna contra el
SIDA. Asi pues, debemos de establecer mecanismos dgiles que posibi-
liten la transferencia de tecnologia desde la ciencia bésica a la clinica.

F) Proteccion de la investigacion: patentes

Loégicamente para que un nuevo producto tenga interés industrial,
debe de estar protegido a través de una patente y tener la precaucion de
patentar antes de publicar. Espafa no ha tenido tradicién en proteger la
actividad investigadora, y aunque muchas patentes internacionales se
basan en trabajos realizados por investigadores espafioles, sin embargo
las invenciones no fueron patentadas. El CSIC, que es el mayor orga-
nismo de investigacion de Espafia, con una plantilla de mds de 3.000
investigadores, generé unos ingresos de alrededor de dos millones de
euros por patentes en 2003, cantidad muy exigua si se compara con lo
que generan algunas universidades americanas con mucho menor per-
sonal cientifico. Los costes derivados del mantenimiento de una patente
limitan a que los centros publicos mantengan en vigor la patente por
periodos largos. El objetivo fundamental de los centros publicos con
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patentes es conceder una licencia a una empresa para su explotacion y
obtener beneficios en caso de explotacion comercial. La patentabilidad
de las invenciones es una asignatura pendiente en Espaifia. Es necesario
dotar y fortalecer las unidades de transferencia de tecnologia de los
centros publicos de investigacion en Espafia.

EPILOGO

Es indudable que el descubrimiento de los interferones y la aplica-
cién de la vacunacién constituyen grandes logros de la humanidad para
combatir enfermedades. Los avances cientificos en estos temas nos estan
abriendo las puertas para luchar contra aquellas otras enfermedades
para las que auin no tenemos herramientas eficaces de control. Esto
supone grandes retos y dificultades. Ya Pasteur, cien afos después de
que Jenner demostrara la vacunacién contra la viruela, tuvo grandes
dificultades para convencer a la sociedad de que la generacién espon-
tdnea no existia y que son los microorganismos los que llevan a cabo
los cambios quimicos, los procesos de fermentacién (vino, cerveza) y
las enfermedades. Las experiencias del pasado nos han ensefiado a
entender que las repercusiones de la ciencia a la sociedad no son inme-
diatas en el tiempo. Hay que constatar que la mayor parte del trabajo
cientifico no tiene aplicacién directa aunque si la tiene en el avance del
conocimiento. Muy pocas moléculas alcanzan la fase clinica, pues como
he comentado en el discurso, desde el descubrimiento a la aplicacién
terapéutica de un producto pueden transcurrir diez afilos con unos costes
del orden de 600 millones de euros.

Es obvio que las aplicaciones que surgen de estos conocimientos y
que inciden directamente sobre los seres humanos estén sujetas a nor-
mativas. La comunidad cientifica siempre ha sido la primera en alertar
del impacto de la investigacion a la sociedad. Sin embargo no conviene
confundir entre avance del conocimiento, que es lo que la ciencia siem-
pre produce, y malas aplicaciones de su uso. La realidad de la ciencia
estd reflejada en el fundamento del método de Rene Descartes (1596-
1650) en «no admitir como verdadera cosa alguna que no se sepa con
evidencia que lo es». La ciencia no puede estar sometida a restricciones
legales de coémo hacer ciencia, pues ésta ha de ser siempre creativa. La
ciencia no tiene fronteras y los paises con mds desarrollo econémico e
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industrial son aquellos que mads invierten en ciencia. La ciencia da
credibilidad al pais donde se realiza y es una tarjeta de presentacion
para los Gobiernos que la apoyan. Como comenté en un discurso el que
fue primer Presidente del Gobierno de la India, Jawaharlal Nehru (1889-
1964): «el futuro pertenece a la ciencia y a los que se hacen amigos de
la ciencia». Las contribuciones de la ciencia a la mejora de la calidad
de vida de las personas son enormes y aun serdn mayores en el futuro,
a medida que vayamos entendiendo la funcién de cada uno de nuestros
genes y lo que nos rodea. Aunque las enfermedades siempre estardn con
nosotros, sin embargo su control serd cada dia mejor. Todos queremos
vivir mejor, por eso la ciencia siempre acaba triunfando.

Podemos concluir con satisfaccion que el trabajo llevado a cabo por
Balmis en vacunacién hace 200 afios tiene su continuidad en nuestro
pais, con la aportacién de otros grupos espafioles, entre los que me
incluyo, que mantenemos el mismo entusiasmo y abnegacién en el
estudio de enfermedades de gran impacto social. Indudablemente Bal-
mis no hubiera conseguido sus objetivos sin la ayuda de la Corona.
Tampoco nosotros podriamos alcanzar nuestros objetivos cientificos sin
las ayudas recibidas por distintas instituciones americanas, europeas y
fundaciones. La leccién de Balmis de ser generoso con los demds,
contando con ayuda institucional, la podemos aplicar a nuestros dias.
Espaiia estd produciendo cientificos de excelencia, pero que necesitan
del apoyo de nuestras instituciones para que podamos alcanzar el lugar
que nos corresponde como pais en las ciencias biomédicas y contribuir
al desarrollo de nuevas vacunas contra enfermedades que nos afectan a
todos y sobremanera a los paises pobres. Ese es nuestro reto.

He dicho.
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CONTESTACION DE LA EXCMA. SRA.
D.* MARiA CASCALES ANGOSTO
Académico de Numero






Excelentisimo Seiior Presidente de la Real Academia Nacional de
Farmacia,

Excelentisimas Académicas,
Excelentisimos Académicos,

Serioras y Seiiores:

La Real Academia Nacional de Farmacia se engalana hoy para re-
cibir a un nuevo académico. Con alegria y satisfaccion acepto hoy la
comision recibida por nuestro Presidente y la Junta de Gobierno, de
adelantarme en nombre de la Real Academia Nacional de Farmacia
para contestar al discurso y dar la primera bienvenida al Profesor Doc-
tor Don MARIANO ESTEBAN RODRIGUEZ en este momento solem-
ne de su ingreso en nuestra Real Academia. Pocos encargos podrian
serme mds gratos, ya que quien hoy se integra en nuestra comunidad
cientifica e investigadora es un querido y admirado amigo y un hombre
extraordinario que va a poner a servicio de esta prestigiosa Corporacion
sus cualidades de optimismo, vitalidad, iniciativa, talento y vocacion
por la Ciencia. Este acto protocolario va unido al hecho de poner de
manifiesto ante ustedes los méritos profesionales y la trayectoria cien-
tifica del Doctor Esteban Rodriguez, que le hacen acreedor a acceder al
rango de Académico de Numero.

COMENTARIO A SU CURRICULUM VITAE

El Profesor Esteban Rodriguez nacié en Villaléon de Campos, pro-
vincia de Valladolid. Estudia el bachillerato como alumno interno en el
Colegio Castilla de los Hermanos Maristas en Palencia, donde culmina
con brillantez todos los cursos. Su vocacién por la investigacion se debe
a la influencia familiar de sus padres. Su padre, farmacéutico vocacio-
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nal, y su madre maestra, saben inculcar en su hijo la curiosidad y el
estudio por las ciencias de la vida y de la salud. Cursa la Licenciatura
en la Facultad de Farmacia de Santiago de Compostela en el antiguo
Palacio de Fonseca, donde tiene como profesores a los Académicos
Pablo Sanz Pedrero, Manuel Gémez Serranillos, Rafael Cadérniga Carro
(cuya vacante va a ocupar), José Minones y José Antonio Cabezas.
Finaliza sus estudios de Licenciatura en 1967 y realiza el Doctorado en
Microbiologia en la misma Universidad, con la tesis titulada «Activida-
des bioldgicas y bioquimicas del Streptococcus faecalis (Enterococo)»
en el laboratorio de Microbiologia, siendo la tesis dirigida por el Pro-
fesor Benito Regueiro Varela, obteniendo en 1970 la méxima califica-
cion de sobresaliente cum laude y siendo miembro del tribunal el Aca-
démico Gregorio Valera Mosquera. También obtiene la licenciatura en
la primera promocién de Ciencias Bioldgicas por la Universidad de
Santiago de Compostela.

La vida profesional del Doctor Esteban Rodriguez ha estado enca-
minada hacia la ciencia y la investigacion e inmersa en el laboratorio,
sin escatimar esfuerzos, con apasionamiento y total dedicacién. Cuando
se examina la trayectoria seguida a lo largo de los afios de intenso y
profundo trabajo, uno se queda impresionado por el dinamismo y el
entusiasmo que Mariano ha derrochado en todo lo que ha emprendido.

Durante su fase de doctorando, nuestro nuevo Académico entra en
contacto con David Vazquez del Centro de Investigaciones Bioldgicas
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) en Madrid,
cuyo grupo lideraba a nivel internacional los mecanismos moleculares
de accién de los antibidticos, y a quien agradece la introduccién a la
biologia molecular. Mas tarde se relacionaria también con los grupos de
Margarita Salas y Eladio Vifiuela, con los que siempre mantuvo una
relacion cientifica y de amistad, especialmente con Eladio, por la afi-
nidad y complementaridad en las investigaciones que ambos realizaban
sobre la biologia de virus con DNA de gran tamafo. Fueron estos sus
inicios de relacion con excelentes investigadores del CSIC los que le
sirvieron para conocer mejor dicha institucion, a la que posteriormente
se integraria.

Aunque habia sido aceptado como becario postdoctoral en los labo-
ratorios de David Schlesinger en Saint Louis, Missouri, y de Mark
Richmond en Bristol, en 1970 se traslada a Londres atraido por las
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investigaciones sobre los interferones que se realizaban en el laborato-
rio de Virologia dirigido por David Metz en el National Institute for
Medical Research. Los interferones habian sido descubiertos en este
mismo laboratorio unos afios antes por Isaacs y Lindenman, y €l tuvo
la suerte de ocupar la misma mesa de Isaacs. En esta época, primero
como becario del British Council y luego como becario de EMBO,
consiguid demostrar el mecanismo de accion de los interferones, molé-
culas con gran actividad bioldgica, pioneras en el campo de las citoqui-
nas, como agentes con amplio espectro biolégico, con actividad antivi-
ral, antitumoral e inmunomoduladora. Las contribuciones del grupo
quedaron recogidas en una publicaciéon que Metz y Esteban enviaron a
la revista Nature. En ellas se definia el lugar primario de accién de los
interferones a nivel de la traduccion de los RNA mensajeros y la con-
siguiente inhibicion en la sintesis de proteinas viricas. En este momento
conoce a Walter Schlesinger, quien le convence para ir con un contrato
a los Estados Unidos a su Departamento de Microbiologia en la Facul-
tad de Medicina de la Universidad de Rutgers en New Jersey. Asi en
el verano de 1974 se traslada a New Jersey e inicia una nueva etapa,
estudiando con John Holowzack los mecanismos de replicacion del
DNA (197.000 nucledétidos) en el virus vaccinia. En estos afios el Doctor
Esteban Rodriguez estableci6 las bases moleculares de los mecanismos
de replicacion del DNA del virus vaccinia (iniciacion, elongacion y
terminacion), asi como la definicién de las secuencias de transcripcion
virica en modelos in vitro e in vivo. Consiguié purificar moléculas
completas del DNA, y aplicar la microscopia electronica para definir su
tamafio, visualizar complejos transcripcionales y caracterizar el modo
de replicacién del DNA.

Como anécdota quiero mostrarles que, no sélo nuestro Académico
destacaba por su produccién cientifica, sino que la popularidad entre
sus colegas alcanzé las mayores cotas cuando hizo gala de su faceta
culinaria y fue invitado por el Departamento a presentar el seminario
titulado «<How to make a Spanish omelette» que tuvo lleno completo y
en el que le hicieron multitud de preguntas y cémo no, se degustaron
al final de la conferencia las tortillas de la casa.

La inquietud cientifica de Mariano le hace estar siempre al tanto de
cualquier avance de la Ciencia en su campo y ante la nueva tecnologia
de Maxam y Gilbert para secuenciar DNA, busca la forma de trasladar-
se en 1978 con una beca EMBO al Departamento de Biologia Molecu-
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lar de la Universidad de Gante con Walter Fiers, quien acababa de
publicar en la revista Nature la primera secuenciacion completa de un
virus animal, el SV40 con un genoma de 5.000 nucleétidos. En dicho
laboratorio, el Doctor Esteban Rodriguez lleva a cabo la secuenciacion
de genomas virales. Aqui permanecerd menos de un afio, porque recibe
una oferta como Assistant Professor en la Facultad de Medicina de la
Universidad del Estado de Nueva York (SUNY) en Brooklyn. El nuevo
traslado en enero de 1979 le hace emprender una carrera fulgurante que
en pocos afios le permite ascender en un entorno dificil y competitivo
como «Associate Profesor» con categoria de funcionario y a «Full Pro-
fessor», primero del Departamento de Bioquimica y luego del Departa-
mento de Microbiologia e Inmunologia, contribuyendo a la actividad
cientifica y académica de los dos departamentos. En estos afios estable-
ce un grupo de investigacién propia muy dindmica que investiga sobre
la accion de los interferones y en la biologia del virus vaccinia y su
relacion con el hospedador. A este grupo se incorporan su mujer
M.? Victoria Jiménez, como ayudante técnico de laboratorio, numerosos
becarios predoctorales americanos y asidticos, asi como postdoctorales
espafioles (Javier Benavente, Eduardo Pdez, Francisco Rodriguez, Do-
lores Rodriguez, Juan Ramén Rodriguez, Margarita Diaz-Guerra, Agus-
tin Portela) y profesores vistantes (Luis Carrasco, Gabriella Santoro).
También, en esta época, establece colaboracién con los grupos de Angel
Pellicer y Manuel Perucho en Nueva York, con quien lleva a cabo
estudios pioneros en transfeccién de material genético virico y su inhi-
bicién por interferon.

Las investigaciones de esta época fueron muy productivas, ya que
consiguié demostrar mecanismos de resistencia y de sensibilidad de los
virus a los interferones, identificando productos viricos que interfieren
con la accion de los interferones, el papel de las prostaglandinas en la
accion antivirica y el efecto de los antiinflamatorios en el aumento de
la patogenicidad virica. Descubri6 RNAs de bajo peso molecular como
reguladores de la traduccién. Demostré el modo de entrada por fusién
del virus vaccinia con la célula y como los RNA viricos se incorporan
a los ribosomas. Identificd la enzima ATPasa-dependiente de DNA
como regulador de la expresion génica del virus. Estableci6 un sistema
de expresion regulada de genes celulares por la polimerasa del bacte-
riéfago T3. Estableci6 el primer sistema de seguimiento, con un mar-
cador fluorescente, de la infeccién virica en tejidos animales. Consigui6

76



una infeccion virica persistente y desarrolld6 nuevos vectores como
vacunas recombinantes mds seguras contra distintas enfermedades,
demostrando el papel de mutaciones espontdneas en la patogénesis vi-
rica. Identifico los genes cuyos productos determinan la induccién de
respuestas inmunes contra la viruela, gener6 la primera vacuna poten-
cial contra la viruela basada en proteinas del virus vaccinia y aislé el
primer anticuerpo monoclonal neutralizante contra el virus. Descubri6
que la inmunizacién combinada con dos vectores distintos (prime/boos-
ter) aumenta considerablemente la respuesta inmune celular frente a un
antigeno y produce proteccion contra el patdgeno de la malaria. Esta-
bleci6 el ensayo del ELISPOT para cuantificar a los linfocitos CD8+
especificamente activados en procesos de vacunaciéon. Estos procedi-
mientos de inmunizacién combinada de vectores han tenido gran im-
pacto cientifico y se estdn aplicando en ensayos clinicos contra tumores
y patogenos.

En 1980 el Doctor Esteban Rodriguez junto con otros espafioles fun-
dan en la Casa de Espafia en Nueva York, la primera Asociacion de
Licenciados y Doctores en los Estados Unidos (ALDEEU), de la que fue
su Presidente, con la finalidad de contribuir a la divulgacion de la cultu-
ra cientifica y humanista de los espafioles en los Estados Unidos, para
afianzar los lazos culturales y comerciales entre ambos paises. El Doc-
tor Esteban Rodriguez organiza en la Casa de Espafia y en el Spanish
Institute durante una década, ciclos de conferencias sobre Ciencia y
Desarrollo Cientifico, que sirvié como foro de encuentro y tuvo mucho
éxito entre los cientificos y humanistas espafioles asentados en Nueva
York. En estos encuentros participaron destacados cientificos espafioles
trabajando en los EE.UU. en temas de ciencias de la vida, matematicas,
ingenierias, astrofisica e informdtica. Estos encuentros tuvieron un invi-
tado de honor, nuestro Premio Nobel Severo Ochoa, que vivia en la isla
de Manhattan. El Doctor Esteban Rodriguez recuerda que a Don Severo
le gustaba mantener reuniones con los cientificos espaifioles invitdndolos
algunas veces a cenar y aconsejandoles que si algin dia regresaban a
Espafia «<no quemaran sus naves», como hizo Herndn Cortés.

En 1987 el Doctor Esteban Rodriguez fue nombrado Profesor de
Investigacion del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, y en
1992, tras una estancia de 22 afios en el extranjero, regresa a Espafia
para dirigir el nuevo Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) del CSIC,
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cargo que ocup6 durante 11 afios. En un periodo corto reclutd excelen-
tes lideres cientificos y el Centro adquiri6 prestigio internacional como
lugar de excelencia en investigacion biotecnologica en las dreas de
salud humana y animal, agricultura y medio ambiente. Ya en el afio
2002 el personal del CNB habia ascendido a 641 (13 por 100 funcio-
narios), con un 10 por 100 de cientificos extranjeros, una financiacién
de unos 25 millones de euros de los cuales mas del 70 por 100 procedia
de proyectos competitivos (204 proyectos concedidos en 2002), con una
media de 200 publicaciones anuales en revistas de alto indice de impac-
to (media de 6,2 en 2002), con mas de 150 seminarios anuales, reali-
zando mds de 50 patentes y presentando numerosas tesis doctorales.
Durante el mandato del Doctor Esteban Rodriguez, el CNB desarroll6
servicios pioneros en Espafia de gendmica, protedmica, bioinformatica,
microscopia de alta resolucién, animalario, invernadero, cultivos de
contencion bioldgica P-3, que han servido de referencia a otros centros
de investigacion, establecié el mayor convenio econdmico que se cono-
ce en la investigacion cientifica espafiola entre un organismo publico y
una empresa farmacéutica y también puso en marcha el proyecto de
construccion del nuevo edificio que albergard los grupos involucrados
en nuevas tecnologias y empresas «spin-offs», que terminard su
construcciéon en 2006. En los periodos 1995-1999 y 2000-2004, el
Centro fue evaluado por Comités Cientificos Internacionales que lo
consideraron como «centro de excelencia en biotecnologia», con un
nivel de igualdad cientifica con los mejores centros internacionales de
investigacion. Este fue el objetivo perseguido por el Doctor Esteban
Rodriguez desde su regreso a Espafa.

Las investigaciones del Doctor Esteban en el CNB se han centrado
en el conocimiento de la biologia molecular de virus patégenos para
desarrollar procedimientos que permitan el control de enfermedades
infecciosas. Sus descubrimientos sobre la biologia del virus vacunal,
que fue utilizado como vacuna para erradicar la viruela, le ha servido
para generar posibles vacunas contra el SIDA, la malaria y la leishma-
niosis. Ha sido pionero en el campo de las vacunas al desarrollar y
optimizar procedimientos de inmunizacién combinada de vectores (pri-
me/booster), que aumentan considerablemente la respuesta inmune ce-
lular y confieren proteccion frente a distintos patégenos. Estos protoco-
los de vacunacién estdn siendo experimentados en ensayos clinicos de
fase I/I1 frente a patégenos y cancer. Su grupo estd participando en el
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programa EuroVac de desarrollo de una vacuna europea contra el SIDA,
habiendo generado dos vacunas contra los subtipos B y C del VIH, los
mads prevalentes de todos los casos de SIDA que se experimentardn en
Europa y en los Estados Unidos en los proximos afnos. Actualmente ha
iniciado el desarrollo de nuevas vacunas contra hepatitis C y cdncer de
prostata.

Han sido también pioneras las contribuciones cientificas sobre el
modo de accién de los interferones, potenciando el interés clinico de
estos farmacos como agentes antivirales y antitumorales. Estudios re-
cientes en su laboratorio han demostrado el papel que varios de los
genes inducidos por los interferones actian como reguladores de la
muerte celular programada (apoptosis), lo que servird para establecer
pautas terapéuticas mas eficaces en el uso de los interferones en pacien-
tes con tumores y en terapia génica.

Las contribuciones cientificas del Doctor Esteban Rodriguez repre-
sentan mas de 200 trabajos publicados en revistas internacionales de
gran impacto (Nature, Proceedings National Academy of Sciences USA,
Genes Development, Journal of Biological Chemistry, Journal of Viro-
logy, Virology, Journal of Immunology, Molecular Cellular Biology,
Oncogene, etc.), y mds de 200 comunicaciones en congresos nacionales
e internacionales.

Para la financiaciéon de sus investigaciones, el Doctor Esteban Ro-
driguez ha conseguido 46 proyectos competitivos. En los Estados Uni-
dos fueron financiadas por los Institutos Nacionales de Salud (NIH) y
la Fundacién Nacional de las Ciencias (NSF). Desde su regreso a Es-
paia, sus investigaciones estan siendo financiadas por el NIH, la Unién
Europea, el Plan Nacional de Investigacion y Desarrollo, Fondo de
Investigacion Sanitaria (FIS), Comunidad Auténoma de Madrid, Fun-
dacion para la Investigacion sobre el Sida (FIPSE), y varias empresas.
En el afio 2005 su grupo fue elegido por la Fundacién Marcelino Botin
para realizar investigaciones en vacunas contra enfermedades prevalen-
tes, con financiacién por cinco afios. Ademads, su grupo ha sido también
seleccionado en 2005 por la Fundacion Bill y Melinda Gates para el
desarrollo de una vacuna contra el SIDA en los préximos cinco afios.
El grupo del Doctor Esteban Rodriguez ha generado dos vacunas contra
el VIH/SIDA, para los subtipos B y C que representan cerca del 80 por
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100 de todos los casos de SIDA. Una de ellas para el subtipo B ha sido
ya envasada en viales y los ensayos clinicos en fase I con pacientes
seropositivos se iniciardn en varios centros europeos en el primer tri-
mestre de 2006; la otra vacuna para el subtipo C ha sido aprobada
su financiacién por el NIH para la realizaciéon de ensayos clinicos en
fase I/l en Europa y en los Estados Unidos en el periodo 2006/2007,
encontrdndose actualmente en fase de produccion. El Doctor Esteban
Rodriguez ha presentado solicitud de patente para ambas vacunas y esta
en proceso la firma de un convenio de licencia no exclusiva de dichas
vacunas entre el CSIC y la Fundacion EuroVacc. También el grupo del
Doctor Esteban Rodriguez ha generado una vacuna contra leishmanio-
sis, cuya solicitud de patente ha sido ya presentada.

En el laboratorio del Doctor Esteban Rodriguez en el CNB se han
formado estudiantes de varias nacionalidades y recibe periddicamente
profesores visitantes. Ha dirigido 21 Tesis Doctorales y actualmente
trabajan en su laboratorio 16 becarios, pre y postdoctorales, de seis
distintas nacionalidades (cuya foto de grupo recogié la revista Tiempo
en su publicacién del 12 de diciembre de 2005 en el reportaje «Las
vacunas que vienen»). Participa en actividades académicas con la Uni-
versidad Autonoma de Madrid, de la que es Profesor Honorifico, orga-
nizando el curso de Enfermedades Infecciosas y Sistema Inmune.

El Doctor Esteban Rodriguez es miembro de prestigiosas sociedades
internacionales y nacionales, tales como: American Society of Micro-
biology, American Society of Virology, British Society of Microbio-
logy, Harvey Society, New York Academy of Sciences, Sociedad Es-
pafiola de Microbiologia, etc. Es miembro editorial de varias revistas y
evaluador de articulos de revistas tan prestigiosas como Science, EMBO
J y J. Virol,, y miembro evaluador de proyectos nacionales e interna-
cionales. Ha participado y participa en diversos Comites Europeos, entre
ellos, es miembro del grupo de expertos que asesora a la OMS en
vacunas y agentes bioldgicos.

Ha impartido mds de cien conferencias en diversos paises. Ha orga-
nizado congresos internacionales, cursos y workshops: Presidente, XI
International Poxvirus and Iridovirus Meeting, Toledo, 1996; Presiden-
te, Fifth European Conference on Experimental AIDS Research (2000),
Madrid, y Co-Presidente «II European Virology Congress (EuroVirolo-
gy-2004) en Madrid.
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Ha obtenido varias distinciones cientificas, entre ellas, el premio del
Consejo de Salud de Nueva York, premio de la Universidad del Estado
de Nueva York; en Espafia fue nombrado Farmacéutico del Afio en
1995, obtuvo el Premio IBERDROLA de Ciencia para Profesores Vi-
sitantes. Como anecdoético, le fue concedido en 1996 el premio Nobel
del Humor con la Golondrina de Quimica. Ha sido Fundador y Presi-
dente de la Asociacion de Profesionales Espafoles en los Estados Uni-
dos (ALDEEU). Es fundador y miembro de la Fundacién Europea contra
el SIDA (EuroVacc). En 2005 fue elegido Académico de Numero de la
Real Academia Nacional de Farmacia.

COMENTARIOS AL DISCURSO

En su discurso el Doctor Esteban Rodriguez nos ha relatado cudles
son las enfermedades prevalentes en el siglo xx1 y las herramientas que
disponemos para su control. Es indudable que la humanidad, cuya po-
blacién supera ya los seis mil millones, estd continuamente expuesta a
patégenos, muchos de ellos desconocidos y para los cuales ain no
disponemos de medidas de control y otros conocidos de los que dispo-
nemos de vacunas eficaces, aunque algunas de ellas no se producen en
cantidad suficiente para alcanzar a toda la poblacion. Como nos ha
indicado el Doctor Esteban Rodriguez, la OMS lleva a cabo de forma
admirable un seguimiento en todos los continentes del control de todas
aquellas enfermedades para las que disponemos de vacunas eficaces,
como la difteria, el tétanos, la tosferina, la poliomielitis, las hepatitis A
y B, hemophilus influenzae, sarampidn, rubéola, paperas y varicela. Es
probable que en algunos paises se inicien en el afio 2006 las inmuniza-
ciones con las nuevas vacunas contra las diarreas producidas por el
rotavirus y contra el cancer de cuello de ttero causado por el virus del
papiloma humano, reponsable del 70 por 100 de los tumores de cerviz
o cuello de udtero. Cada afio se producen 500.000 casos nuevos de cén-
cer cervical y 290.000 muertes en el mundo. El Doctor Esteban Rodri-
guez nos ha expuesto claramente que tenemos que avanzar en nuestras
investigaciones y que hace falta un esfuerzo global para reducir la
mortandad causada por las pandemias que nos ha relatado. Sélo tene-
mos que mirar a nuestro alrededor para observar que el SIDA ha pro-
ducido méas de 22 millones de muertes, con mas de 40 millones de
personas infectadas, 5 millones de casos en el 2005 y unos 150.000
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infectados en Espaiia; que el parésito que causa la malaria infecta a més
de 300 millones de personas anualmente, con una tasa de mortandad de
unos 3 millones de muertes, mayoritariamente en nifios; que la tuber-
culosis es una de las infecciones que mas muertes produce por afio, con
una tasa de unos 2-3 millones de personas y que ha aumentado su
virulencia debido a la resistencia del Micobacterium a los antibioticos;
que unos 12 millones de personas estdn infectadas con leishmania; que
entre el 1-3 por 100 de la poblacion esta infectada con el virus de la
hepatitis C y que muchos desarrollardn tumores hepdticos; que unas
500.000 personas mueren anualmente en los Estados Unidos por céncer,
mads de 1.500 por dia, con unos 5 millones de defunciones desde el afio
1990 y la prediccién es que para el afio 2005 se produzcan cerca de 15
millones de muertes por cancer. Si a ello afiadimos las pandemias anua-
les de gripe y el miedo a sufrir una nueva pandemia de gripe aviar para
la que no tenemos vacuna con predicciones pesimistas de que puede
causar entre 150-300 millones de muertes, entendemos el por qué el
Doctor Esteban Rodriguez ha elegido para su discurso de ingreso en
esta Academia el tema de los interferones y vacunas como control de
enfermedades prevalentes.

En su disertacion, el Doctor Esteban Rodriguez nos ha llevado de la
mano para adentrarnos en el mundo de los agentes biologicos que jue-
gan un papel clave como primera linea de defensa del organismo contra
los patégenos, destacando a los interferones como agentes antivirales y
antitumorales. Nos ha ilustrado cémo los interferones fueron descubier-
tos, su naturaleza, los pasos que se siguieron para desentrafar la casca-
da de sefalizacion, su modo de acciéon y cédmo las investigaciones del
Doctor Esteban Rodriguez y su grupo han contribuido a demostrar el
sitio de accion. También nos ha revelado los mecanismos de evasion
que tienen los virus RNA y DNA para escapar de la inhibicién por
interferon, habiendo identificado cémo varios genes virales y celulares
interceptan la accién de la enzima proteina quinasa PKR, clave en la
inhibicion de la sintesis de proteinas y en la induccién de apoptosis.
También nos ha demostrado la accion de otros genes inducidos por los
interferones, como el sistema 2-5A sintetasa/RNAsa L. que juegan un
papel relevante en el control de infecciones y tumores y cOomo sus
investigaciones con la tecnologia de los «microarrays» estian identifi-
cando otros genes celulares que intervienen en el proceso de muerte
celular por apoptosis. Como nos ha comentado, lo que en un principio
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fueron moléculas prometedoras, hoy en dia se utilizan los interferones
en clinica contra varias patologias infecciosas y tumorales. Debido a
que los interferones destacan también por su accién inmunomodulado-
ra, y que actualmente se estd combinando a los IFNs y otras citoquinas
con adyuvantes y vacunas para potenciar la respuesta inmune frente a
determinados antigenos y asi expandir la poblacion de células B y T
protectoras, la segunda parte del discurso del Doctor Esteban Rodriguez
se ha centrado en la utilizacién de vacunas como complemento a los
IFNs, como estrategia para aumentar las defensas del organismo contra
patégenos y tumores. Nos ha hecho un repaso en la historia desde que
Jenner demostrara la prictica de vacunacion contra la viruela, la con-
tribucién espafiola en vacunacién contra la viruela en las colonias de
ultramar por la famosa expedicion dirigida por el Doctor Balmis, para
ir desentrafiando los misterios del virus que causé la mas devastadora
de las enfermedades humanas, desde su estructura, replicacién en las
células, morfogénesis, atenuacion, hasta su aplicacion como vector para
insertar nuevos genes y demostrar que estos virus recombinantes se
pueden utilizar como vacunas seguras contra distintas enfermedades.
Nos ha ilustrado con su contribucién en el desarrollo de procedimientos
de vacunacién con vectores heterélogos (prime/booster) que aumentan
la respuesta celular y memoria de linfocitos CD8+ e inducen proteccion
frente a malaria y leishmania, y su aplicacion actual en ensayos clinicos
contra distintos patégenos y tumores. También nos ha indicado que las
vacunas futuras van en la direcciéon de modificar genéticamente a los
vectores, por inactivacion de genes virales que interfieren con el siste-
ma inmune y asi conseguir vectores de segunda y tercera generacion
con mayor capacidad de inducir una respuesta humoral y celular pro-
tectiva, especialmente contra el VIH/SIDA. Finalmente, el Doctor Es-
teban Rodriguez nos ha comentado la necesidad de transferir la inves-
tigacion bésica al sector empresarial y proteger las invenciones mediante
patentes, una asignatura pendiente en la investigacion biomédica de
nuestro pais.

No voy a insistir en el interés del tema porque después del discurso
que acabamos de escuchar, mds comentarios por mi parte serian un
esfuerzo vano.

Paso a exponerles algunas pinceladas de nuestro nuevo Académico
como persona, sus afectos y aficiones.
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Los que como yo, conocemos en su faceta humana al Profesor Es-
teban Rodriguez, sabemos que es un hombre con una enorme simpatia
personal que le hace gozar de gran popularidad en los ambientes que
frecuenta o ha frecuentado. Por su caridcter optimista, polifacético y
extrovertido y por su gran capacidad comunicativa, hace amigos con
gran facilidad. Destaca por ser emprendedor, autodisciplinado y exigen-
te consigo mismo. En Mariano, el trabajo eficaz va unido a grandes
dosis de resolucion y perseverancia. Es imaginativo, inquieto e incan-
sable y, como buen cientifico, posee un extraordinario poder de obser-
vacion. Posee generosidad innata, espiritu de participacion y gran capa-
cidad de compartir con los demads.

Muy apegado a la vida familiar a la que dedica todo el tiempo que
le dejan sus ocupaciones, es sensible y afectuoso. Pasé su infancia en
su pueblo natal, Villalén, un hermoso pueblo de la Tierra de Campos
en pleno corazén de la meseta castellana, en el seno de una familia
numerosa de seis hermanos, cuatro hermanas (Ana, Mariluz y las me-
llizas Rosi y Chus) y un hermano (José Luis). Villalon es famoso por
sus mercados de quesos y productos de la tierra, que tuvo su esplen-
dor en los siglos xvi-xvil. Desde muy pequefio se dejé influir por su
padre don Victorino Esteban, farmacéutico, por el uso de los medi-
camentos en su mision de paliar y curar enfermedades. Tuvo en su
madre, dofia Maria Victoria Rodriguez, maestra del pueblo, el refe-
rente de la ensefianza de las primeras letras. Estudié en las escuelas
publicas del pueblo donde destacé por su facilidad para aprender y
por su aficién por los deportes. En los fines de semana, en esta época,
ejerci6 de monaguillo en la iglesia parroquial. Durante el verano y
como premio a sus estudios, sus padres, ambos burgaleses, le permi-
tian entretenerse ayudando a los agricultores en las faenas del campo
en la casa de sus tios en Toértoles de Esgueva (Burgos). La siega de
la cebada y del trigo, la trilla, la formacion de la parva y la recogida
del grano, junto con la convivencia con los jornaleros, eran algo que
le fascinaba.

En sus afios de bachillerato es cuando interviene en los primeros
juegos deportivos de la Federacion de Atletismo de Palencia donde, el
entonces Mariano adolescente, se proclama campeén en 100 metros
lisos, salto de longitud y 4 x 100 metros lisos, y obtiene el I Trofeo de
Juventudes, que guarda en su casa en un lugar muy preferente.
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Ya en Santiago de Compostela, durante su carrera, participo en los
Juegos Nacionales de Farmacia en Madrid y fue el tnico de la Facultad
de Farmacia de la Universidad de Santiago que gandé una prueba; ob-
tuvo el primer puesto en los 100 metros lisos. Con este triunfo culmina
su participacion en competiciones de atletismo. Mariano sigue siendo
un apasionado de los deportes, cultivando el ejercicio fisico como ac-
tividad diaria de mantenimiento, asi como un consolidado bailarin y
anfitrion animoso (distinguiéndose en actos sociales, congresos y du-
rante su mandato en el CNB con las tres fiestas anuales que organizaba,
de Navidad, carnaval y barbacoa de verano, que sirvieron como foro de
encuentro social del personal del Centro).

Estd casado con Maria Victoria Jiménez Tentor desde hace veinticin-
co afnos, mujer inteligente y atractiva que, como €l, derrocha simpatia y
optimismo y es también su compafiera en las tareas cientificas. Maria
Victoria tiene una voz bellisima para el canto, y fue en esta faceta cuan-
do se conocieron en Londres, formando ella parte de un grupo musical
que dirigia. A su llegada a Nueva York quiso adaptarse al horario inten-
sivo de su marido en el laboratorio. Se puso a realizar tareas técnicas en
cultivos celulares en el laboratorio de Mariano, logrando su reconoci-
miento como ayudante superior de laboratorio (ATL) por la Universidad
Estatal de Nueva York. Lo que en un principio tomé como prueba de
corta duracion, le resultd interesante y lo sigue realizando con gran en-
tusiasmo y eficacia. En Nueva York nacieron sus dos hijos, Julia y Jor-
ge, a los que adoran sus padres y que son un pilar en las relaciones fa-
miliares. Julia ha terminado la carrera de Magisterio en lengua extranjera
y estudia 4.° de Psicopedagogia en la Universidad Auténoma de Madrid,
y Jorge estudia 2.° de bachillerato en ciencias de la salud.

Senor Presidente, Sefioras y Sefiores Académicos, sefioras y sefiores.

Con estas palabras he pretendido dejar clara las facetas cientifica y
humana del Profesor Mariano Esteban Rodriguez. Creo que les he
mostrado los elementos necesarios para darles a conocer que quien hoy
se incorpora a nuestra Academia es un hombre de Ciencia cuya dimen-
sién intelectual estd en consonancia con la amplitud, complejidad y el
intenso servicio social de las Ciencias Farmacéuticas. El sabe que este
acto de toma de posesion como Académico de Numero es una confir-
macién de su deseo de colaboracion.
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Los miembros todos de nuestra Academia se alegran ante la incor-
poracién de una persona que cuenta con una vida plena de cualidades
y méritos hasta limites insospechados. La satisfaccién que nuestro nue-
vo colega pueda sentir en estos momentos por el galardon de pertenecer
a esta Real Academia con la medalla nimero 33, es paralela a la que
sentimos todos los que le recibimos.

Querido Doctor Esteban Rodriguez, con la esperanza de que este
acto sea el principio de importantes y fructiferas colaboraciones, en
nombre de todos los Académicos de la REAL ACADEMIA NACIO-
NAL DE FARMACIA a quienes ahora represento, y en el mio propio,
me es muy grato darle la bienvenida, expresarle mis profundos senti-
mientos de admiracién y afecto, y felicitarle por su impresionante tra-
yectoria cientifica, plenamente dedicada a la busqueda de la verdad
para colaborar en la lucha contra la enfermedad. Su ingreso representa
una exigencia nueva porque adquiere desde hoy un compromiso formal
con nuestra Real Corporacion. Deseo de todo corazén que su perma-
nencia entre nosotros sea fecunda y dichosa, tanto para su satisfaccion
personal como para el avance del conocimiento cientifico y el prestigio
de nuestra Academia.

He dicho.
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