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Las bacterias y los virus han sido, y en algunos
casos contindan siendo, un azote para la humanidad.
Sin embargo, desde hace afios estamos familiarizados
con los términos “antibidtico” y “antiviral”, y con la
utilizacién de algunas de las moléculas de estas
familias para combatir las enfermedades producidas
por bacterias y por virus. Nuestro organismo debe con-
vivir con las bacterias y los virus y, en el caso de una
agresion, protegernos con nuestras defensas naturales,
como la piel que supone una barrera para estos agentes
invasores, o en otras lineas de defensa con nuestro
sistema inmunolégico. En el caso de que nuestras
defensas no pueden paliar la infeccién, diversas tera-
pias nos ayudan a ello.

Los microorganismos son agentes etioldgicos de
numerosas enfermedades; al inicio del siglo XX las
enfermedades infecciosas eran una de las causas de
muerte mds frecuentes y, aunque se ha conseguido un
control sobre muchas de ellas con la consiguiente dis-
minucién de la mortalidad, ain hoy constituyen una de
las principales causas de muerte en paises subdesarro-
llados. Asi, el nimero de personas que mueren por
enfermedades microbianas tan extendidas como la
malaria, la tuberculosis, el cdlera, la gripe, la neu-
monfa, la gastroenteritis, etc., es elevado. Adem4s, los
microorganismos todavia constituyen una amenaza
grave para enfermos cuyo sistema inmunoldgico se ha
dafiado, por las complicaciones resultantes de infec-
ciones oportunistas, o cuando se produce una infeccién
por un patégeno con resistencia multiple. Todo ello
hace que el control de enfermedades infecciosas sea un
tema de actualidad, habiéndose alcanzado éxitos tan
importantes para la Medicina como la erradicacién de
la viruela. Con el paso del tiempo varias de las enfer-
medades causadas por microorganismos patégenos se

han ido controlando gracias a los conocimientos sobre
las estructuras celulares y acerca de las bases molecu-
lares de la replicacién, transcripcion y traduccién en
células procariotas y eucariotas. Todo ello, en dltimo
término, ha posibilitado el desarrollo de los agentes
antimicrobianos.

Cabe resaltar que, aunque ciertos microorganismos
son los agentes etioldgicos responsables de algunas
enfermedades, la mayor parte de ellos no son perjudi-
ciales para el hombre. El hombre convive con los
microorganismos y se beneficia de ellos. El beneficio
de los microorganismos se extiende a numerosos
aspectos de la actividad humana. Afectan no solo a la
salud humana y su bienestar, sino también participan o
desarrollan procesos valiosos para la sociedad en agri-
cultura, alimentacién, energia y medio ambiente,
biotecnologia, etc. Algunas aplicaciones de los
microorganismos, actualmente adn bajo estudio,
parecen prometedoras. Ciertas bacterias producen
antibidticos, como la actinobacteria Streptomyces
griseus productora de la estreptomicina, otras par-
ticipan en la elaboracién de la mayoria de quesos,
como las bacterias Lactococcus, Lactobacillus o
Streptococcus, o la en produccion del yogur, donde se
utiliza Lactobacillus acidophilus. Si se considera el
microambiente diverso del tracto intestinal, se ha
descrito que la comunidad microbiana la constituyen
alrededor de 500 especies de bacterias [1]. Entre éstas
estan los probidticos o microorganismos vivos benefi-
ciosos para el hombre y, aunque se requieren todavia
numerosos estudios para poder establecer con firmeza
la bondad de los microorganismos probidticos para la
salud, hay evidencias de que pueden prevenir enfer-
medades como la diarrea asociada a los antibidticos, el
sindrome de intestino irritable y la enfermedad infla-
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matoria intestinal [2]. Un ejemplo es el Lactobacillus
acidophilus que, ademds de producir acido félico y
vitamina B6, degrada nutrientes que otros microorga-
nismos necesitan: produce 4cido lactico, peréxido de
hidrégeno y otros subproductos que generan un medio
hostil para otros organismos indeseables. Otro caso
remarcable es la bacteria Escherichia coli (E.coli), que
ha sido y es utilizada como modelo y material
biol6gico en diversas dreas de investigacién (entre
otras Genética, Biologia Molecular, Bioquimica y
Biotecnologia). Se encuentra en el intestino de los ani-
males y, tanto ella como otras bacterias, actian como
comensales formando parte de la flora intestinal; estas
bacterias son necesarias para el funcionamiento
correcto de la digestiéon y ayudan a la absorcién de
nutrientes.

De la cohabitaciéon con bacterias se puede men-
cionar la diversidad bacteriana que los humanos
albergan. Muchos estudios estdn dirigidos a analizar el
tipo de bacterias presentes para ayudar a conocer si los
cambios microbianos pueden causar o prevenir una
enfermedad. Asi, en un trabajo con 51 voluntarios se
ha descrito que en la palma de las manos humanas
viven mds de 150 cepas o filotipos de bacterias,
habiéndose encontrado en el total del estudio més de
4.700 cepas bacterianas diferentes. De todas ellas, s6lo
cinco se encontraban en alguna de las manos de todos
los participantes en el estudio; la diversidad era
enorme entre las dos manos de un mismo individuo,
tan s6lo compartiendo de media un 17% de cepas de
bacterias [3]. Entre individuos, y dentro de un mismo
individuo, hay una variedad a través de los hébitats
corporales (la boca, la piel y el intestino) y a través del
tiempo [4].

Por otro lado, a los virus no sélo hay que contem-
plarlos como agentes infecciosos responsables de
numerosas enfermedades. Los virus también son con-
siderados herramientas de trabajo ya que pueden ser
modificados mediante técnicas de Biologia Molecular
para potenciales usos terapéuticos, como vectores de
terapia génica, nanocontenedores para la liberacion
dirigida de farmacos, marcadores para diagndstico, o
incluso componentes de nanodispositivos electrénicos.
En el caso de la terapia génica, los virus se modifican
para emplearse como vectores que permitan introducir
material genético exégeno con fines terapéuticos en las
células diana. A estos virus se les anula parte de su

genoma incapacitandoles para replicarse en el interior
de la célula. Los vectores virales utilizados en terapia
génica, algunos de ellos ain en la fase clinica de
estudio, son los derivados de retrovirus (p.e. lentivirus)
o de virus DNA (p.e. adenovirus o virus herpes simple)
[5-7]. Los vectores retrovirales fueron la estrategia
pionera en la terapia génica ex vivo; en 1994, se
publico el primer ensayo de terapia génica humana ex
vivo, en el que se tratd la hipercolesterolemia familiar
empleando retrovirus recombinantes, obteniéndose
una correccion estable de la enfermedad [8]. Otro de
los tratamientos en desarrollo en la actualidad se basa
en la utilizaciéon de bacteri6fagos o fagos (virus
capaces de infectar bacterias) para la profilaxis y
tratamiento eficaz de infecciones bacterianas, ya que
son activos frente a bacterias pero inactivos frente a
células eucariotas [9]. Ademads, los bacteri6fagos
podrian ser utilizados como plataformas con péptidos
que puedan inducir efectos anticancerigenos y, con la
ventaja adicional de que activan al sistema inmunitario
en células eucariotas, la terapia fagica podria resultar
muy util para tratar a pacientes con cancer [10]. En el
campo de la diagnosis, se estdn intentando sustituir
técnicas invasivas, como la cirugia, por otras no inva-
sivas que aumenten la calidad de vida del paciente. Por
ello, se ha recurrido a la nanotecnologia, al disefio de
nanoparticulas basadas en virus (VNP, Virus-based
nanoparticles), para el seguimiento por imagen y el
tratamiento del cancer y de enfermedades cardiovascu-
lares [11]. Con estos nanosistemas se intenta repartir
de una forma localizada las drogas terapéuticas permi-
tiendo concentraciones locales elevadas en el foco de
la enfermedad y minimizando los efectos colaterales
adversos [12]. En relacion al tratamiento del cancer
también se ha propuesto el empleo de virus
oncoliticos, virus capaces de reconocer, infectar y lisar
especificamente células tumorales [13, 14]. Se ha
llegado incluso a sugerir una mejora de la actividad
oncolitica de estos virus introduciendo en el genoma
viral genes suicidas.

LAS PANDEMIAS

Los estudios histéricos sobre las epidemias
analizan datos demogréficos, evaluando la incidencia
y mortalidad, la estructura social, el impacto
econdmico y las repercusiones socioldgicas y politicas
que pudiera ocasionar la epidemia. Un precursor de la
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Figura 1. Pandemias. llustracién de la peste en la Biblia de
Toggenburg (1411) y fotografia del hospital militar improvisa-
do en Kansas durante el brote de gripe espafiola de 1918-
1919 (National Museum of Health and Medicine, Armed
Forces Institute of Pathology, Washington, D.C., United States)
[21].

Epidemiologia es John Snow, que analiz6 la epidemia
de colera de 1854 en Londres, desarrollando un
método para analizar causas y dar solucidn a las enfer-
medades transmisibles. La inacabada historia de epi-
demias infecciosas, que empieza con las que azotaron
al mundo antiguo y continda hasta nuestros dias, ha
sido objeto de numerosas publicaciones. Los esfuerzos
por comprender la naturaleza de las enfermedades, su
contagio y desarrollo entre la poblacién, han con-
ducido a la publicacién de diversos trabajos epidemio-
l6gicos, médicos y sobre las bases cientificas de las
patologias. Las formas de contagio son muy variadas;
las enfermedades respiratorias se diseminan a través de
la inhalacién de gérmenes del aire, o por contacto
directo con la saliva o con manos no lavadas adecuada-
mente; pero en otros casos la enfermedad puede propa-
garse a través de fluidos corporales. La Organizacién
Mundial de la Salud, dada la gran movilidad de la

poblacién actual, ha alertado sobre la rapidez con la
que una epidemia puede diseminarse en nuestros dias,
lo que por desgracia ya se ha podido comprobar
recientemente.

Diversas pandemias han ido apareciendo a lo largo
de la historia de la humanidad. La peste, la viruela, la
gripe, la tuberculosis, la fiebre amarilla, etc., se han
sucedido a lo largo de los siglos. La pandemia de la
peste negra o brote de peste bubdnica, que hoy
sabemos que estd causada por la bacteria Yersinia
pestis, de gran virulencia y letalidad, acaeci6 durante
varios siglos (XIV al XVII). En el siglo XIV fue
devastadora; entre los afios 1348 y 1400 causé la
muerte de cerca de un tercio de la poblacién europea.
Una ilustracion de la biblia de Toggenburg de 1411
sobre la muerte por la peste negra se recoge en la
Figura 1.

La viruela, enfermedad infecciosa grave y conta-
giosa causada por el virus variola, fue en el siglo
XVIII el mayor azote de la humanidad, dando cuenta
de alrededor de 60 millones de muertos. Para esta
enfermedad no se ha descrito un tratamiento tera-
péutico; la unica forma de prevencién es la vacu-
nacién. El nombre viruela proviene del latin varus o
barro, que hace referencia a las marcas que per-
manecen en la cara y en el cuerpo de una persona
infectada. El poeta y dramaturgo inglés Ben Johnson
(1572-1637) le rogaba a la viruela que “dejara al
menos una persona bella de cada generacién”. El
efecto preventivo de la vacuna, que descubri6 en 1796
Edward Jenner, redujo sustancialmente la mortalidad.
Jenner abrié las puertas a la vacunacion; en 1798
acufio el término variolae vaccinae (viruela de la vaca)
en su trabajo “An inquiry into the causes and effects of
the variole vaccine”, cuya primera pagina se
reproduce en la Figura 2. Estos trabajos fueron conti-
nuados en los afios siguientes: en 1799 publica
“Further observations on the variole vaccine”, y en
1800 “A continuation of facts and observations rela-
tive to the variolee vaccine” [15]. En 1870 Francia y
Alemania propusieron una vacunacion forzosa. En la
epidemia de 1890 en Espafa, la enfermedad es cata-
logada como una vergiienza social: “falta de previsién
de autoridades y escasa cultura del pueblo han facili-
tado la resurreccién de una patia dieciochesca”. En
1979 la Organizacién Mundial de la Salud declar6
erradicada la viruela.



118 M? Antonia Lizarbe Iracheta

Rev.R.Acad.Cienc.Exact.Fis.Nat. (Esp), 2009; 103

AN

INQUIRY

INTO
THE CAUSES AND EFFECTS
oF
THE VARIOL/E VACCIN.E,
A DISEASE
DISCOVERED IN 50ME OF THE WESTERN COUNTIES OF ENGLAND,

FARTICULARLY

GLOUCESTERSHIRE,

A¥D ENCWSN BY THE NAME OF

THE COW POX.

BY EDWARD JENNER, M.D. F.R.S§. &«

auih ®omrs CEETITL 1rsie

BEWIINUS ESSE FOTEST, QU0 VEEL AC Filii NOTEMUL
LUCRETIVE,

SECOND EDITION.

Lonlon :
PRINTED, FOR THE AUTHOR,
BY pamrpsow Low, 7. 7, BEAWICK STRERT, LOHO:
AND SOLD WY LAW, AVE-MARIA LANE; AND MUREAY AND MIOWLEY, FLEET STARET.

1800,

Figura 2. Portada del trabajo original de Edward Jenner
describiendo la primera vacuna contra la viruela (obtenida del
documento digitalizado por Google).

A principios del siglo XIX, erradicada la peste
bubdnica y estando la viruela en retirada, el cdlera
hereda los efectos destructores sobre las sociedades; su
potencia mortifera era similar a la que en otros siglos
habia poseido la peste. El célera es una enfermedad
aguda causada por la bacteria gram-negativa Vibrio
cholerae, la cual provoca una infeccién intestinal que
se manifiesta en forma de diarreas que pueden con-
ducir a la muerte por deshidratacién [16]. El contagio
se produce habitualmente a través del agua y también
de los alimentos contaminados. Influye la higiene per-
sonal, la alimentacién, la vivienda, los abasteci-
mientos, etc., por lo que las desigualdades sociales
afectan a la enfermedad: respeta a las clases sociales
altas pero es un azote a las clases sociales bajas, por lo
que es también llamada “la enfermedad de los pobres”.
El foco endémico originario se localiz6 en el valle del
Ganges (India). El célera ha producido varias epi-
demias, algunas de ellas de alcance pricticamente
mundial, como la que partiendo de la India, el “célera
asiético”, asold Europa a principios del siglo XIX pro-

duciendo un cataclismo demografico. En 1831, en
Hungria se contabilizaban cerca de 300.000 victimas.
Varias pandemias de célera han afectado a Espaiia,
como en 1833-34 (300.000 muertes; 2,25% de la
poblacién), en 1853-55 (236.000 muertes), en 1865
(119.000 muertes) y en 1885 (120.000 muertes). En el
brote de 1890 en Madrid se produce una triple epi-
demia; en este caso el célera no se cobra ningun falle-
cimiento pero la gripe y la viruela provocan 3.000
muertes cada una de ellas [17]. En la actualidad, ya
que las epidemias de célera todavia emergen en paises
subdesarrollados, se atiende a la importancia de las
vacunas para su control [18].

La gripe se presenta en epidemias estacionales
desde el siglo XVI; desde 1510 se han descrito una
treintena de pandemias y, en el siglo XX, fue otro de
los grandes azotes para la humanidad [19]. El primer
registro detallado sobre una pandemia de gripe
procede de 1850. Una de las pandemias mds virulentas
y de gran morbilidad fue la de 1830-1833 que infect6 a
casi una cuarta parte de la poblacién expuesta. A dife-
rencia del cdlera, que respeta a las clases sociales aco-
modadas, la gripe reparte democriticamente sus
ataques. La gripe estd causada por virus RNA de la
familia de los Orthomyxoviridae, los virus influenza
tipos A, B y C. El virus de la influenza A se compone
de una cubierta proteica o cdpsida que contiene el
genoma viral, una sola hebra de RNA. Uno de los
genes codifica para la hemaglutinina (HA, hay 16 sub-
tipos de HA), un antigeno de superficie que utiliza el
virus para unirse y penetrar en las células del huésped.
Un segundo gen produce otro antigeno de superficie,
la neuraminidasa (NA, hay nueve subtipos de NA),
que ayuda a que los virus recién formados se liberen
para infectar a otras células al romper la unién entre la
hemaglutinina y el 4cido sidlico de las células infec-
tadas. Los humanos han estado expuestos a los virus
H1, H2, H3 y, més recientemente, al HSN1 [20, 21]. Ya
que se pueden producir cambios en los antigenos de
superficie HA y NA, la vacuna humana habitual con-
tiene protefnas purificadas e inactivadas de las cepas
del virus que se consideran que van a ser mds comunes
en la siguiente epidemia. La historia de las epidemias
es larga y dilatada en el tiempo. La pandemia de gripe
de 1890, conocida como la gripe rusa, se considera uno
de los cataclismos del siglo XIX, con un célculo de un
millén de muertes. En 1918-1919 la gran pandemia de
gripe, y la més letal, se conoce como la gripe espafiola,
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y con otros nombres como “la pesadilla” o “la
cucaracha”. Fue un brote del virus influenza tipo A
(subtipo HIN1) que pudo haber matado a 25 millones
de personas en las primeras 25 semanas; algunas esti-
maciones no tan optimistas sitdan la cifra final de
fallecimientos en todo el mundo en més de 50 millo-
nes, e incluso 100 millones [22, 23]. Su tasa de inci-
dencia fue elevada, alrededor de una tercera parte de la
poblacién del planeta de aquel tiempo; teniendo en
cuenta que la tasa de mortalidad se estima que era
entre el 10% y el 20%, se calcula que fallecié entre el
3% y el 6% de la poblacion mundial. Espafa fue uno
de los paises mas afectados con cerca de 8 millones de
personas infectadas en mayo de 1918 y alrededor de
300.000 muertes, aunque las cifras oficiales reducen
las victimas a 147.000. Los primeros casos de gripe se
detectaron en Fort Riley, Kansas (EEUU) el 11 de
marzo de 1918. Los Aliados de la Primera Guerra
Mundial la llamaron gripe espafiola porque la pan-
demia recibié una mayor atencién de la prensa en
Espana que en el resto del mundo, ya que Espafia no
estuvo involucrada en la guerra y, por tanto, no se
censurd la informacién sobre la enfermedad. En
archivos se conserva documentacién fotografica sobre
la pandemia de gripe espaola; la Figura 1 muestra una
de las fotografias de un hospital de campafia montado
para albergar a numerosos pacientes [21].

A lo largo del siglo XIX la etiologia de la gripe
recibié numerosas consideraciones; tras descripciones
no acertadas, la propuesta etiologia bacteriana de la
gripe dio paso a una etiologia viral. Richard Friedrich
J. Pfeiffer (1858-1945), quien también trabaj6 sobre el
cOlera y desarrollo el concepto de endotoxina, en 1892
descubre en la garganta de pacientes que murieron por
la gripe una bacteria. Era el bacilo Haemophilus
influenzae o bacilo de Pfeiffer, el cual fue considerado
erréneamente la causa de la gripe comuin. La génesis
viral de la enfermedad no se confirm¢é definitivamente
hasta 1933, cuando se identifica el virus en humanos
por Smith, Andrews y Laidlaw [24] y se aisla en 1934
[25]. Otras epidemias de gripe posteriores son la gripe
asiatica (1957-58; provocada por el virus subtipo
H2N2 con 1-1,5 millones de muertes) y la gripe de
Hong Kong (1968-69; causada por el virus subtipo
H3N2 y con 0,75-1 mill6n de defunciones). Ya en
nuestro siglo, en 2003 se describié en Asia la gripe
aviar producida por el virus influenza A (subtipo
HS5N1). Aunque el virus aviar no infecta a humanos, se

detectaron mas de 250 casos de infeccion con una mor-
talidad asociada de cerca del 60% [20]. En 2009, en
México y EEUU se detecta el brote de gripe porcina,
posteriormente llamada gripe A (subtipo HIN1) [26], y
el virus causante de la epidemia se caracteriza in vivo e
in vitro el mismo afio.

En el afio 2003 un equipo multidisciplinar se
plante6 analizar las causas de la pandemia del virus de
la gripe de 1918. Dos afios mds tarde la revista Science
publica la reconstruccién, por primera vez en la his-
toria, de un virus totalmente extinguido, el virus de la
gripe de 1918 (HIN1) [27]; el virus fue totalmente
reconstruido in vitro a partir de las secuencias
obtenidas del andlisis de muestras histéricas de tejidos.
La finalidad de esta reconstruccién era realizar
estudios de infectividad, identificando genes responsa-
bles de su virulencia y la de otros virus de la gripe,
incrementando asi el conocimiento sobre el virus y las
dianas para su terapia, lo que podria permitir estar
preparados para responder a futuras pandemias de
gripe [28]. De hecho, se ha descrito que la especifi-
cidad del receptor de hemaglutinina es esencial para la
transmision del virus de la gripe entre mamiferos [29].
Ademds, andlisis genémicos han mostrado que el virus
bloquea la transcripciéon de multiples genes estimu-
lados por el interferén, disminuye la expresion de
genes de mediadores proinflamatorios e incrementa la
de genes de citoquinas y quimioquinas implicados en
el reclutamiento de células inmunes. Por tanto, el virus
afecta a la respuesta inmune innata modificando genes
que son parte de la respuesta antiviral de la célula [30].

La tuberculosis es la enfermedad que mayor
nimero de muertes ha causado en la historia de la
humanidad (1,9 millones de muertos en 2005); el
agente etioldgico es la Mycobacterium tuberculosis o
bacilo de Koch, su descubridor en 1882. Destruye el
tejido pulmonar y se transmite por via respiratoria
[31]. Es también una enfermedad ligada a deficiencias
socio-sanitarias, pobreza, hacinamiento y desnu-
tricién. Actualmente afecta a 2.500 millones de per-
sonas; se estima que estd infectada una tercera parte de
la poblacién mundial y se calcula que cada afio se pro-
ducen alrededor de 8 millones de casos nuevos y 2 mi-
llones de fallecimientos. En Espaiia la incidencia es de
40 enfermos por cada 100.000 habitantes/afo, una fre-
cuencia cuatro veces superior a la de otros paises con
un nivel de desarrollo similar. En estos paises la enfer-
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medad ha quedado casi limitada a ancianos o grupos
marginales, aunque actualmente se detectan casos en
adultos jovenes, ligados a la epidemia de infeccién por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y a la
inmigracion procedente de paises donde la infeccién
tuberculosa es frecuente. El diagndstico de la infeccién
se hace con la prueba de la tuberculina o intradermo-
rreaccién de Mantoux, que consiste en la inyeccion de
una pequefia cantidad de tuberculina en la piel del
antebrazo y la observacién del eritrema y de la
induracién formados tres dias después. La vacunacion,
como medida preventiva, ha reducido considerable-
mente las tasas de incidencia y mortalidad en muchos
paises.

LAS VACUNAS COMO PREVENCION DE
LAS EPIDEMIAS

El efecto preventivo de las vacunas lo descubre, en
1796, Edward Jenner quien realizé la primera inocu-
lacidén contra la viruela. James Phipps, un nifio de ocho
afios de edad, fue el primer inoculado con la secrecién
recogida de una piistula vacuna (viruela de vacas o
viruela bovina provocada por el virus cowpox) de una
lechera que se habia infectado al ordefiar vacas que
padecian la enfermedad. Posteriormente inocul6 de
nuevo al pequefio, esa vez con pus procedente de una
persona enferma de viruela. Este quedé indemne, con
lo cual se demostré la accién profildctica de la inocu-
lacién contra la viruela humana. La vacuna original de
Jenner contra la viruela, y el origen de la idea de la
vacunacion, es el virus cowpox llamado en aquella
época variolae vaccinae (viruela bovina), de ahi el
nombre de vacunacién. Desde entonces, los conoci-
mientos sobre los microorganismos, las bases molecu-
lares de accién de los mismos, y las posibilidades tec-
noldgicas actuales han hecho que las vacunas se vayan
perfeccionando cada vez mds para evitar pandemias
[32].

Para la fabricacién de las vacunas clésicas se uti-
lizan los microorganismos patégenos vivos atenuados,
(como en el caso del sarampién, las paperas y la
rubeola), o inactivados (gripe); estos microorganismos
son tratados por medios fisicos o quimicos para
eliminar su infectividad, pero mantienen su capacidad
inmunogénica sin causar la enfermedad. Las vacunas
contra la difteria y el tétanos son vacunas denominadas

toxoides: contienen una toxina producida por el micro-
organismo que no manifiesta su accidn téxica porque
estd modificada (por ejemplo, por efecto del calor o
con formol), pero que mantiene sus propiedades en
cuanto a una inmunizacidn especifica. Uno de los
ejemplos de vacunas conjugadas es el del Streptoco-
ccus pneumoniae, uno de los gérmenes bacterianos
que con mayor frecuencia produce infecciones en los
nifios (neumonia, meningitis, otitis). En la preparacién
de una de las vacunas se ha utilizado la conjugacion de
los polisacdridos de los neumococos a una proteina
transportadora para mejorar la respuesta inmunolégica
[33, 34]. Actualmente existen dos tipos de vacunas
antineumocdcicas, la vacuna polisacdrida 23-valente y
la polisacdrida conjugada pentavalente. Esta tltima
incluye siete antigenos polisacdridos conjugados de la
cépsula de S. pneumoniae (serotipos 4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F y 23F), cada uno de los cuales se encuentra
unido a una variante no téxica de la toxina diftérica
(CRM197). También se encuentran en estudio las
vacunas obtenidas por ingenieria genética basadas en
técnicas del DNA recombinante, que implican la uti-
lizacién de vectores derivados de virus, como se
comentard en el caso de la evolucién de las vacunas
frente al virus vaccinia. Para preparar muchas de las
vacunas actuales frente a virus, para enfermedades
como la polio, el sarampidn, las paperas, la rubeola y
la varicela, se utilizan cultivos de células de mamiferos
para la propagacién de los correspondientes virus y
como método de atenuacién, como se comentard pos-
teriormente.

De entre las vacunas desarrolladas con éxito, a con-
tinuaciéon se hacen algunos apuntes sobre la de la
tuberculosis, la de la fiebre amarilla y la de la polio-
mielitis. La primera vacuna frente a la tuberculosis se
elaboré en 1921 por Albert Calmette (1863-1933) y
Camille Guérin (1872-1961) (vacuna BCG: Bacilo de
Calmette y Guérin), preparada a partir de bacilos de
Koch vivos atenuados de una cepa de Mycobacterium
bovis. El tratamiento con una mezcla de antibidticos,
en la que cada uno de ellos tiene un mecanismo de
accion diferente (estreptomicina, isoniacida etambutol
y rifampina), y la vacuna ha eliminado la tuberculosis
en paises desarrollados pero han emergido algunas
cepas resistentes. Por ello, y considerando que la
vacuna BCG no es muy efectiva frente a la tubercu-
losis pulmonar de adultos, se estdn desarrollando otras
vacunas [35]. En la actualidad se esta llevando a cabo
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por el grupo de Pere Joan Cardona la primera fase de
un ensayo clinico con una vacuna contra la tubercu-
losis latente, bautizada como RUTI, por el nombre
popular del hospital, Can Ruti de Badalona
(Barcelona). Se espera que se pueda aplicar en el afio
2012 [36].

La fiebre amarilla, o vémito negro, es una enfer-
medad viral aguda e infecciosa causada por “el virus
de la fiebre amarilla” un virus del género flavivirus
amaril. En 1937 Max Theiler (1899-1972) desarrollé
la vacuna 17D contra la fiebre amarilla, que supuso
cultivar el virus a lo largo de 400 subcultivos de
células primarias de ratéon y de pollo [37]. La
poliomielitis, descrita por primera vez en 1840 como
una “pardlisis espinal infantil” por Jakob von Heine
(1800-1879), es una enfermedad contagiosa producida
por el virus de la polio y caracterizada por provocar
pardlisis, atrofia muscular y, frecuentemente, deformi-
dades. Jonas E. Salk (1914-1995) desarroll en 1952
una vacuna inyectable de poliovirus inactivados
(vacuna Salk) que empezd a utilizarse en 1955 [38].
Los virus se propagan en cultivos de células Vero (de
tejido epitelial renal de mono) y son inactivados poste-
riormente con formol. Afios después, en 1961, se
autorizo la vacuna de virus vivos atenuados, de admi-
nistracion oral, desarrollada por Albert Bruce Sabin
(1906-1993) [39]. La atenuacioén del virus se produce
cultivando, y propagando por periodos de tiempo
largos, el virus en células no humanas a temperaturas
inferiores a la temperatura fisioldgica, lo que provoca
mutaciones espontdneas del genoma viral. Se selec-
cionan aquellos virus cuya infectividad es minima y
que producen una mayor respuesta inmunolégica. La
atenuacion del virus produce mutaciones puntuales en
el RNA mensajero viral localizadas en el sitio de
entrada del ribosoma; éstas alteran la capacidad para
traducir el RNA mensajero viral en la célula huésped
[40]. Con las campafias de vacunacién contra la
poliomielitis, en 2002, la Organizaciéon Mundial de la
Salud declar6é a Europa libre del virus de la polio. En
otros continentes ha disminuido considerablemente el
nimero de casos; es una de las enfermedades que
pueden ser erradicadas en un futuro no muy lejano.

Como ejemplo de desarrollo de vacunas y poten-
ciales aplicaciones de los virus, consideraremos el
virus vaccinia o virus vacuna (virus DNA, con un
genoma grande y complejo con unos 250 genes) uti-

lizado en la erradicacién de la viruela, y que todavia es
actualmente un centro de interés para la generacion de
nuevas vacunas [37]. Para eliminar efectos adversos
(dolor de cabeza, nduseas, fatiga, etc.), evitar la uti-
lizacién de animales e incrementar la efectividad de la
primera vacuna, la jenneriana, se describi6é una vacuna
de segunda generacién. Esta se producia inoculando el
virus en huevos de embrién de pollo o tras su propa-
gacion en cultivos de células Vero [41]. Para la vacuna
de tercera generacién se busc6 provocar una alteracién
del genoma del virus para crear una forma no
replicativa o altamente atenuada pero que mantuviera
sus propiedades como agente inmunizador frente a la
viruela. Esto se consiguié propagando el virus durante
periodos muy largos de tiempo, alternando cultivos de
células procedentes de diferentes tejidos y especies; la
obtencién de estos virus atenuados es laboriosa y
requiere largo tiempo. La vacuna de cuarta generacién
se ha preparado contando con el desarrollo de la tec-
nologia del DNA recombinante y los avances en téc-
nicas de Biologia Molecular y Biotecnologia. El
material genético del virus se manipula por delecién de
genes esenciales; se eliminan uno a uno y se estudian
las caracteristicas de los nuevos virus obtenidos defi-
cientes en un gen. Ademads, se insertan genes que
modulen la respuesta inmunolégica, como el de la
interleuquina-15, una citoquina con funciones inmu-
noestimuladoras potentes [42, 43]. Por ultimo, cabe
resaltar que la manipulacién genética de este virus ha
posibilitado su utilizacién para nuevas vacunas frente
a agentes heterélogos. Asi, se han usado virus vaccinia
que han perdido el gen de la timidina quinasa viral y se
ha insertado un gen que expresa una proteina del virus
de la rabia; la vacuna preparada con este sistema ha
sido efectiva en la inmunizacién de coyotes y zorros v,
por tanto, en el control de la rabia [37]. Por otro lado,
este virus es eficiente para la infeccién de células
tumorales por lo que se considera un potencial agente
antitumorigénico de la viroterapia oncolitica [44, 45].
El virus vaccinia no es el Unico que se manipula para
conseguir una mayor efectividad, otro ejemplo es el
poliovirus [46].

El quimico suizo Peter Seeberger recibi6 el Premio
Korber 2007 a la Ciencia Europea por su investigacion
pionera sobre la elaboracién de vacunas contra enfer-
medades como la malaria. Desarrollé un sintetizador
automdtico de oligosacdridos. Por sintesis quimica se
obtienen los oligosacdridos, o hidratos de carbono
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complejos, con estructura similar a la de patégenos
concretos. Ya que la respuesta inmunoldgica frente a
hidratos de carbono es débil, éstos se acoplan a un
vehiculo o proteina no inmunolégica para que el
sistema inmunolégico desarrolle anticuerpos frente a
los oligosacaridos. Con ello se consigue una pro-
teccion en el caso de que un agente patégeno natural
entre en el organismo. Ya se han caracterizando
diversos patégenos y se encuentran en diferentes fases
de desarrollo algunas vacunas candidatas contra el
antrax, la malaria, la leishmaniasis, el sida y la tuber-
culosis [47, 48]. El sintetizador automatico de
oligosacdridos también se puede aplicar al diagndstico
mediante los llamados microarrays o micromatrices
que permiten ensayar multiples muestras de forma
rdpida.

LAS BACTERIAS

Las bacterias, células procaridticas sin nicleo
definido, tienen una estructura sencilla cuando se com-
paran con las células eucariotas; sus formas y tamafios
son variados. Algunas bacterias formas endosporas
resistentes para sobrevivir en ambientes extremos en
estado de reposo. De acuerdo a su forma las bacterias
pueden ser bacilos (bastones), cocos (forma redon-
deada) y espirilos (formas espirales o helicoidales); en
la Figura 3 se muestran micrografias electronicas de
diferentes bacterias. El tamafio puede oscilar desde las
mas pequefias (nanobacterias), con un didmetro menor
que 0,2 um, a las de mayor tamafio, de longitud
alrededor de los 500 um (espiroquetas). En 1991,
Kendall D. Clements y Stanley Bullivant propusieron
que el supuesto protista Epulopiscium fishelsoni
podria ser una bacteria gigante con un volumen mil
veces superior al de E. coli (puede alcanzar un tamafio
de 200-700 um de longitud por 80 um de didmetro),
hecho que se confirmd posteriormente en 1993 por
Angert y colaboradores [49, 50]. Con posterioridad, en
1997 se descubrid una bacteria atin mayor, Thiomarga-
rita namibienses, con didmetros entre 300 y 750 um,
publicdndose estos resultados en 1999 en la revista
Science [51].

Las bacterias carecen de sistemas de membranas
internas y en el citoplasma se localizan los cuerpos de
inclusidn, los ribosomas y el nucleoide con el material
genético. Poseen una membrana plasmdtica y una

Figura 3. Micrografias electrénicas mostrando la morfologia
de diferentes bacterias. (A) Cultivo de Escherichia coli. (B)
Cultivo de una cepa de la bacteria Staphylococcus aureus
resistente a vancomicina. (C) Detalles de la bacteria gram-posi-
tiva Mycobacterium tuberculosis. (D) Bacteria Vibrio cholerae
que infecta el aparato digestivo. (E) Bacteria Helicobacter pylori
mostrando numerosos flagelos sobre la superficie celular. (F)
Bacteria gram-positiva Bacillus anthracis (tefido de purpura)
desarrolldndose en el liquido cefalorraquideo; cada pequefo
segmento es una bacteria. Microscopia electrénica de barrido
de superficie (A-D), (E) microscopia electrdnica de transmision
(F) tincion de Gram.

pared celular que es quimica y morfolégicamente com-
pleja que contiene péptidoglicanos. Estos capacitan a
la bacteria para resistir la presion intracelular evitando
que se produzca una lisis osmotica, les protege frente a
sustancias toxicas, es el blanco de accion de varios
antibiéticos y les permite adoptar una forma definida
que se transmite de generacion en generacion. La
mayoria de las bacterias se clasifican en gram-posi-
tivas y gram-negativas, en funcioén de la pared celular
y la respuesta a la tincién con el reactivo de Gram. En
la Figura 4 se representa la estructura de la pared
celular de bacterias gram-positivas y gram-negativas.
La estructura quimica y la composicién del pépti-
doglicano son distintas a la de cualquier otra estructura
o macromolécula de mamiferos. La pared de una bac-
teria gram-negativa es compleja, posee una capa de
péptidoglicanos que rodea la membrana plasmaética y
una membrana externa, mientras que la pared de las
bacterias gram-positivas estd formada por una capa de
péptidoglicanos separada de la membrana plasmatica
por el espacio peripldsmico. El constituyente basico de
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Figura 4. Esquema de la pared bacteriana. La pared de una bacteria gram-negativa posee, rodeando la membrana plasmatica, una
capa de peptidoglicanos y una membrana externa. La pared de una bacteria gram-positiva, mas sencilla, estéd formada por una capa
de peptidoglicanos separada de la membrana plasmética por el espacio periplasmico. En la parte inferior de la figura se muestra la
composicién de la subunidad del péptidoglicano. El esqueleto del glicano contiene dos tipos de hidratos de carbono (NAG: N-acetil-
glucosamina y NAM: &cido N-acetilmurdmico) y una corta cadena con cinco aminoécidos. En el péptidoglicano de bacterias gram-
negativas la cadena peptidica estd formada por un aminoécido proteico (L-Ala) y aminoacidos no proteicos (D-Ala, D-Glu y acido
meso-diaminopimélico). Las cadenas de glicano se unen por enlaces de covalentes establecidos entre las cadenas de aminoacidos
perdiéndose un residuo de D-Ala y quedando las cadenas de tetrapéptidos entrecruzadas. En el péptidoglicano de bacterias gram-
positivas, las cadenas peptidicas tienen una composicién en aminoéacidos diferente y también difieren en el entrecruzamiento que se
establece con la participacién de un pentapéptido de Gly.
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la pared celular es el péptidoglicano. Este estd formado
por un esqueleto de glicano en el que se alternan dos
tipos de hidratos de carbono la N-acetilglucosamina y
el dcido N-acetilmurdmico, al que estd unida una
cadena peptidica de cinco aminoécidos. En el pépti-
doglicano de bacterias gram-negativas la cadena pep-
tidica estd constituida por un aminoacido proteico
(L-Ala) y aminodcidos no proteicos (D-Ala, D-Glu y
dcido meso-diaminopimélico). Las cadenas de glicano
se unen estableciendo enlaces covalentes a través de
las cadenas de aminodcidos; se pierde un residuo de
D-Ala quedando las dos cadenas de tetrapéptidos
entrecruzadas. Las bacterias gram-positivas también
contienen dcidos teicoicos (polimeros de glicerol y
ribitol unidos por grupos fosfato). Los acidos teicoicos
se unen covalentemente al hidroxilo de la posicién 6
del acido N-acetilmurdmico o a los lipidos de mem-
brana, denominandose en este ultimo caso acido
lipoteicoico. Este tipo de enlaces genera entrecruza-
mientos covalentes entre las cadenas de glicanos, pro-
porcionando una estructura compacta y estable. En el
péptidoglicano de bacterias gram-positivas, las
cadenas peptidicas tienen una composicion en aminoa-
cidos algo diferente: en lugar de 4cido meso-diamino-
pimélico contienen L-Lys y el entrecruzamiento se
establece con la participacion de un pentapéptido de
Gly u otro tipo de péptidos cortos. Ademas, el grosor
de esta capa de peptidoglicanos suele ser muy superior
al de las bacterias gram-negativas. En las bacterias
gram-negativas, una proteina de membrana, la lipopro-
tefna de Braun, estd unida covalentemente al pépti-
doglicano y se incluye en la membrana externa. Los
lipopolisacdridos son constituyentes de la membrana
externa al igual que las porinas, que forman trimeros
que atraviesan dicha membrana formando canales o
poros que permiten el paso de moléculas de baja masa
molecular. La estructura resultante de la pared de las
bacterias gram-negativas puede funcionar como
barrera protectora, reduciendo la permeabilidad a
moléculas téxicas y a antibidticos y, por tanto, dismi-
nuyendo su eficacia terapéutica.

Las denominadas proteinas de unidén a penicilina
(PBP, Penicillin Binding Proteins) catalizan la
polimerizacién de las cadenas de glicano (reaccién de
transglicosilacién) y su entrecruzamiento (reaccién de
transpeptidizacion) [52, 53]. Dependiendo del tipo de
bacteria, poseen un nimero variable de PBP. Estas pro-
tefnas son multimodulares y multifuncionales y, en

algtn caso, monofuncionales; en conjunto, son respon-
sables de la polimerizacién del péptidoglicano, de su
insercién en la pared celular y de su recambio. En
funcién de su estructura y de la actividad catalitica del
dominio amino-terminal se clasifican al menos en dos
grupos, las clases A y B. En ambos tipos, la actividad
transpeptidasa reside en el dominio carboxilo-ter-
minal, donde se une la penicilina. En la clase A, el
dominio amino-terminal es responsable de su activi-
dad de transglicosidasa, catalizando la elongacién de
las cadenas de glicanos no entrecruzados, mientras que
en la clase B este dominio parece desempefiar un papel
en la morfogénesis celular interaccionando con otras
proteinas implicadas en el ciclo celular [54].

Uno de los organismos procariontes mds estudiado
y que se ha utilizado ampliamente en investigacién es
la bacteria E. coli; fue una fuente clave para el
conocimiento de rutas metabdlicas y procesos de regu-
lacién. Es un bacilo anaerdbico facultativo y gram-
negativo. En 1885 fue descrita por el bacteridlogo
alemidn Theodore von Escherich, quién la llamé
Bacterium coli, pero posteriormente se renombrd
como Escherichia coli, en honor a su descubridor [55].
En E. coli se han estudiado con detalle las PBP; se han
descrito hasta 12 PBP, 3 de la clase A, dos de la clase B
y siete de baja masa molecular (LMM, Low Molecular
Mass). Dos de la clase A, PBPla y PBPI1b, son las
principales transpeptidasas-transglicosilasas y la
delecién de alguna de ellas es letal para la bacteria
[56]. Las LMM estdn implicadas en la maduracién o el
reciclaje del péptidoglicano; entre ellas hay dos
endopeptidasas (PBP4 y PBP7) que rompen los
enlaces de entrecruzamiento entre las cadenas de
glicano, y 1a PBPS5 tiene actividad de carboxipeptidasa,
rompiendo el enlace D-Ala-D-Ala del pentapéptido
incapacitdndolo para la reaccién de transpeptidizacion
[53].

Dada la similitud estructural entre el sustrato
natural (D-Ala-D-Ala) del pentapéptido precursor y la
penicilina y demas B-lactdmicos, las enzimas que par-
ticipan en la dltima etapa de la sintesis del pépti-
doglicano son sensibles a penicilina. Esta forma un
complejo acil-enzima que no tiene capacidad para
entrecruzar el péptidoglicano [57]. Ademds, la
inhibicién produce una acumulacién de los precur-
sores del péptidoglicano, los cuales inducen la acti-
vacion de enzimas como hidrolasas y autolisinas que
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participan en la degradacion del péptidoglicano rema-
nente. La expresion de diferentes tipos de proteinas
PBP que se expresan difiere en funcién de la bacteria
considerada. Ademads, el grado de sensibilidad de las
PBP frente a diferentes B-lactimicos es también muy
variable [52, 53].

Las bacterias disponen de mecanismos mediante
los cuales se intercambian fragmentos de DNA: la
transformacion, la transduccién y la conjugacién. Los
plasmidos son pequefias moléculas de DNA extracro-
mosdémico localizados en el citoplasma de las bacterias
y que determinan ciertos rasgos no vitales, pero de los
que dependen para adaptarse a diferentes condiciones.
Los pldsmidos portan solamente unos pocos genes y
pueden ser transferidos de una bacteria a otra durante
la conjugacion bacteriana. Este mecanismo es respon-
sable de la resistencia de las bacterias a los
antibiéticos; por ejemplo, el plasmido pBR322 con-
tiene genes que codifican la resistencia a ampicilina y
tetraciclina. En investigacion, los pldsmidos fueron los
primeros vectores de clonacidn que se utilizaron.

ALGUNOS DESCUBRIMIENTOS CLAVE
EN EL DESARROLLO DE LA
BACTERIOLOGIA

La incorporacién de protocolos higiénicos y la
generalizacién del uso de los antibidticos tras el des-
cubrimiento de la penicilina, cambié de forma radical
el panorama de las enfermedades infecciosas que
habian sido una de las primeras causas de muerte. En
la Tabla I se recogen algunos de los descubrimientos y
cientificos mds relevantes que constituyen el germen
de la Bacteriologia [51, 58-91]; otros muchos nombres
deberfan ser incorporados pero siempre una recopi-
lacién de autores, sin dnimo de profundizar en esta
parte de la historia, estd basada en una seleccién per-
sonal y en los limites que impone un tema amplio
como el aqui presentado. De igual forma, los comen-
tarios que a continuacién se desarrollan son simple-
mente un pequeiio extracto de lo que se podria selec-
cionar. Ademds, ;hasta cudndo se puede considerar un
hecho como histérico? En la Tabla I se incluyen
algunos datos de finales del siglo XX y de este siglo,
aunque la relacion de los que se podrian enumerar es
mucho mayor; en este siglo se destaca, a modo de
ejemplo, la secuenciacion completa de los genomas de

diversos microorganismos. Algunos premios Nobel
relacionados con la Bacteriologia se presentan también
en la Tabla I. Una extensa revision de aspectos
histéricos se recoge en Historia de la antibioterapia
[92]. En la literatura cientifica de los tultimos afios, el
nimero de publicaciones en las que aparecen los tér-
minos bacteria o antibidtico es inmenso; asi, en los
afos 2007, 2008, 2009 y primer trimestre de 2010
aparece el término “bacteria” 67.735, 70.195, 67.397 y
1.002 veces, y “antibiético” 18.581, 19.508, 18.420 y
3.481 veces.

El establecimiento de la relacidon causal entre una
enfermedad especifica y el agente que la produce,
como los descubrimientos iniciales acerca de los
microorganismos y enfermedades asociadas, fue la
base para el desarrollo de la Microbiologia y la
Virologia. De la antigiiedad, cabe sefialar al médico de
la antigua Grecia, Hipécrates de Cos (460 a.C.-370
a.C.), considerado como el padre de la Medicina.
Rechazé las supersticiones y creencias populares, que
sefialaban a las fuerzas divinas como causantes de las
enfermedades, y realizé observaciones sobre varias
enfermedades infecciosas.

A mediados del siglo XIX se refuta la teorfa de la
generacién espontdnea con numerosas pruebas experi-
mentales. Friedrich Gustav Jakob Henle, en 1840,
defendi6 desde un punto de vista cientifico el origen
microbiano de las enfermedades contagiosas y la
especificidad de los gérmenes. Louis Pasteur descubre
en 1857 la especificidad de las fermentaciones micro-
bianas implicadas en la elaboracién del queso, la
cervezay el vinoy, entre 1877 y 1895, extendi6 el con-
cepto a las enfermedades. Pasteur realizé la primera
observacion de lo que hoy denominamos efecto
antibidtico; descubrié que algunas bacterias saprofitas
podian destruir gérmenes del carbunco (dntrax) y
desarroll6 la vacuna contra la rabia [61]. En 1878 se
populariza el concepto de la teoria sobre el origen
microbiano de algunas enfermedades; a ello con-
tribuyeron Pasteur y Koch, entre otros. En 1884 Henle,
Koch, Loeffler y Chamberland establecen los criterios
requeridos para proponer a un microorganismo como
la causa u origen de una enfermedad, lo que quedd
afianzado con los postulados de Henle-Koch. A finales
de siglo (1888-1890) el descubrimiento de las toxinas
microbianas y las antitoxinas (Loeffler, Roux, Yersin,
von Behring) y el del virus del mosaico del tabaco



126 M? Antonia Lizarbe Iracheta Rev.R.Acad.Cienc.Exact.Fis.Nat. (Esp), 2009; 103

TABLA I: Algunos descubrimientos clave en el desarrollo de la Bacteriologia

SIGLO XVI

Se le considera uno de los padres de la Epidemiologia. Su obra “De
contagione et contagiosis morbis eorumque curatione” (Sobre el contagio y

; las enfermedades contagiosas y su curacion) es ¢l primer compendio de
Girolamo Fracastoro

1546 (1478-1553) enfermedades infecciosas. Establecid el concepto de enfermedad
. contagiosa y propone que las enfermedades estdan causadas por organismos
invisibles. Introdujo el concepto “seminaria contagiorum™ o semilla viva
que provoca una enfermedad.
1595 Sacharias Jansen Se le atribuye. aunque con debate. el invento del microscopio compuesto
- (1580-1638) (condos lentes).
SIGLO XVl

- Francesco Redi Demostrd que los insectos no nacen por generacion espontanea; fue uno de

1668 ; T ; g ;

(1626-1697) los primeros golpes que recibio la teoria de la gencracion espontanea.

Mejora el microscopio y es ¢l primero en observar, en un microscopio de
Ak i v akaek !F“tF snnplc”mscﬂadq por €l tejidos y células y lo que €l denomina
1674-1676 (1632-1723) animaculus” (que hov conocemos como protozoos). También realizo las
. & primeras descripciones de baclerias v espermatozoides humanos. Se le

considera el primer microbidlogo v uno de los padres de Ia Microbiologia.

SIGLO XVl
1769 Lazzaro Spallanzani Continuando el estudio de Redi. investigo y refuto la teoria de la generacion
: (1729-1799) espontinea allanando el camino a Louis Pasteur.
1786 Olto(F;ggg?]c;gif}uller Realiza el primer intento de clasificacion de bacterias.

SIGLO XIX

1828 Christian Gottfried Ehrenberg | Acurio el término bacteria, derivado del griego Boktnprov (“bastoncillo™).

(1795-1876) dado el aspecto alargado de las primeras bacterias que se descubricron,
Agostino Bassi Propone que muchas enfermedades son de origen microbiano a partir de la
1835 (1773-1856) observacion de que un hongo es el causante de una enfermedad del gusano

de seda.

'Theodor Schwann (1810-1882) v
1838-1839 Matthias Jakob Scheleiden Desarrollan la tcoria celular,
(1804-1881)

: . o Demuestra que es necesaria la higiene v asepsia médica para evitar la fiebre
1847-1850 Iguacio ﬁ%‘i%e_ lsszzg;nehx e puerperal. Es una figura médica pionera en antisepsia y prevencion de la
i infeccion nosocomial (infecciones hospitalarias).

Yokt St Precursor de la Epidemiologia. Estudio la epidemia de colera de 1854 en
1854 Londres. Desarrollé un método epidemiolégico para analizar causas v dar
(1813-1858) ; i :
soluciéna las enfermedades transmisibles.
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Afio* Investigador ‘Descubrimiento
En su estudio “Osservazioni microscopiche e deduzioni patologiche sul
_ Filippo Pacini cholera asiatico™ | 58], sobre ¢l colera de 1854 en Florencia, describié un
1§34 (1812-1883) bacilo en forma de coma que llaméd Vibrio, ¢l bacilo del colera Vibrio
cholerae.
Describe ¢l papel de las bacterias vy levaduras en el proceso de la
fermentacion. Idea la forma de matar a microorganismos con calor (proceso
1857-1885 Louis Pasteur de pasteurizacion). Pone fin a la controversia sobre la generacion
= : (1822-1895) espontanea con su “teoria germinal de las enfermedades infecciosas™.
Obtuvo vacunas frente al colera de los pollos [59]. el dntrax [60] v 1a rabia
[61] (verTabla V).
1885 Jaime Ferrdan y Claa Obtiene la primera vacuna frente al colera en humanos a partir de cultivos de
g (1851-1929) Bacillus virgula atenuados (descubiertos por Koch).
1865 Joseph Lister D_esarrollfj métodos antisépticos para la prictica quirargica. como por
& (1827-1912) ejemplo, el calor o el uso del fenol como desinfectante.
Fue el primero en clasificar taxonomicamente. segun su estructura, a las
1872 Ferdinand Julius Cohn bacterias. Se le considera uno de los fundadores de la Bacteriologia. En
(1828-1898) 1876 describe el cambio de un estado vegetativo a endospora (esporas de
resistencia) en Bacillus subtilis,
Su primer hallazgo fue el del bacilo de antrax, agente causante del carbunco.
Descubre la relacion entre una enfermedad v una bacteria especifica. el
bacilo de la tuberculosis (Bacillus anthracis o bacilo de Koch) y el bacilo del
o ; colera (I'ibrio cholerae). Aisla el microorganismo causante de una
1876-1884 Henrich ?fg;ﬁlmﬁgben Kok enfermedad v lo cultiva in vitro [62-64]. Elabora los postulados de Koch
(1884) estableciendo los criterios para que un organismo sca ¢l causante de
una enfermedad. Recibio el Premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 1905
“por sus investigaciones v descubrimientos en relacion con la tuberculosis™,
Es considerado uno de los fundadores de la Bacteriologia.
Describio el agente causanic de la difteria. la bacteria claviforme
1883 Theodor Albrecht Edwin Klebs | Corynebacterium diphtheriae. Dicha bacteria también es conocida como el
’ (1834-1913) bacilo de Klebs-Loeffler. Otra de sus contribuciones fue el método de
estudio con cories de tejidos embebidos en parafina,
Descubre ¢l proceso de fagocitosis. Formulo la “teoria fagocitosica de la
Ova Tvich Méchnikov inmunidad”. para explicar la capacidad del cuerpo humano para resistir y
1884 ¥ (]8 15-1916) vencer las enfermedades infecciosas [65]. Estudia la sifilis. Compartio. en
1908, ¢l premio Nobel de Fisiologia o Medicina con Paul Ehrlich por el
“reconocimiento a sutrabajo en el terreno de inmunidad™.
Comprobo las observaciones de Klebs. Cultivo el bacilo de la difteria in
Friedrich August Johannes vitro y reprodujo en cobayas una infeccion con sintomas similares alos de la
1884 Loefiler enfermedad humana. Llegd a la conclusion de que los bacilos, en el sitio de
(1852-1915) la infecci6n, eran capaces de crear un factor soluble toxico que podia ser
transportado por el torrente sanguineo a otros drganos [66].
Clikisiai Gikit Desarrolld el método de la tincion de Gram que permite distinguir dos tipos
1884 (1853-1938) de bacterias, gram-positivas y gram-negativas. en funcion de la estructura
de la pared bacteriana.
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Ano* Investigador ‘Descubrimiento
1884 Charles Chamberland Participa en un proyecto que condujo al desarrollo del autoclave. Disefia el
(1851-1908) filtro Chamberland-Pasteur,
1885 Theodore von Escherich Descubrimiento de la bacteria Bacterium coli renombrada en su honor como
(1857-1911) Escherichiacoli.
1887 Juh?fslgil}zr;ill}’em Trabajo con Koch y disefié la placa de cultivo (placa Petri).
. . Estudio6 las bacterias del azufre y las bacterias nitrificantes. Descubrio el
1888 RewELN. Wiropodsky proceso biolégico de la nitrificacion. la primera forma conocida de
(1856-1953) s’
quimioautotrofia.
" e Trabajo en Microbiologia aplicada a la agricultura y a la industria. Entre
1888 1“["“““15( Ig‘;‘}‘j‘gﬁ;’”"““* otros, describe el principio de la fijacion simbiética del nitrogeno por
leguminosas. Trabajé convirus (ver Tabla V).
Junto con Shibasaburo Kitasato (1852-1931) descubrio la antitoxina
tetinicay ladiftérica. Recibi6 en 1901 el primer premio Nobel de Fisiologia
1890 Emil Adolf von Behring o Medicina “por su trabajo en la terapia con suero. especialmente su
(1854-1917) aplicacion contra la difteria. con el que abri6 un nuevo camino en el &mbito
de la ciencia médica y. por lo tanto, puso en manos del médico un arma
victoriosa contra la enfermedad y lamuerte™.
Chulio Bizazero Descubridor de la bacteria Helicobacter pylori, que provoca la ulcera
1892 (1846-1901) gastrica, aunque este descubrimiento no fue aceptado hasta casi un siglo
después.
S Kl Demostraron independientemente que el microorganismo causante de la
1894 (3552-1931) te era la Pasteurella pestis, renombrada en 1967 como Yersinia pestis en
y Alexandre Emile John Yersin | P PR, pe
honora uno de sus descubridores.
(1863-1943)
1899 Walery Jaworski Describe una bacteria que vive en el estomago humano a la que llama Vibrio

(1849-1924)

rugula (hoy, Helicobacter pylori) [67].

SIGLO XX

En 1889 identificd la presencia de mosquitos portadores de la malaria y
organizo su exterminio a gran escala. En 1895, descubrié que la malaria es
transmitida por mosquitos. describiendo el ciclo vital del parasito que causa

1902 Ronald Ross la malaria en el mosquito Anopheles. En 1902, fue galardonado con el
(1857-1932) premio Nobel en Fisiologia 0 Medicina por “su trabajo sobre la malaria, en
el que ha mostrado cémo entra en el organismo v ha establecido los
fundamentos para una investigacion exitosa sobre la enfermedad y los
métodos paracombatirla”.
1905 F?}g_ﬁ: _]'fgi]dé;m Descubrieron que la espiroqueta Treponema pallidim es el agente productor
y Erich Hoffmann (1868-1959) | delasifilis.
Howard Tavior Ricketts Demostr6 que la fiebre de las Montaiias Rocosas se transmitia a través de la
1909 ( ISTal}-l'?l(}} picadura de ciertos insectos parasitos v describio a las bacterias pardsitas

causante de laenfermedad (Rickeftsia rickeftsii),
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1909

Charles Jules Henri Nicolle
(1866-1936)

Trabajo en diversas enfermedades infecciosas como el tifus (producido por
bacterias del género Rickettsia) y la malaria (producida por parisitos del
género Plasmodium). Descubrié que el piojo es el principal transmisor del
tifus. Recibio el premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 1928 por “su
trabajo sobreel tifus™,

1910

Paul Ehrlich
(1834-1915)

Desarrollo diversos métodos de tincion selectivos para diferentes tipos de
células. En el campo de la quimioterapia, descubre el salvarsan al que llamé
“bala magica”, para el tratamiento de la sifilis. En 1908 compartio el Premio
Nobel de Fisiologia o Medicina con Ilva Mechnikov porel “reconocimiento
asutrabajo enel terreno de la inmunidad”™ [68).

1913

Charles Robert Richet
(1850-1933)

En 1890, tras demostrar que la sangre de animales vacunados protege de la
infeccion, realizo la primera inyeccion seroterapéutica en ¢l hombre para
tratar la tuberculosis. En 1902 acuié el término anafilaxia. para designar la
sensibilidad desarrollada por un organismo después de recibir una
inyeccion parenteral de una toxina. En 1913 recibi6 el premio Nobel en
Fisiologia 0 Medicina “en reconocimiento por su trabajo sobre anafilaxia”,

1913

Bella Schick
(1877-1967)

Desarrollo un test cutaneo para determinar la susceptibilidad a la difteria. El
test Schick que implica una inyeccion intradérmica de una pequenia cantidad
de toxima, que se¢ combina con antitoxina para causar una reaccion
inflamatoria localizada.

1918

Robert Earle Buchanan
(1883-1973)

Publico el primer analisis detallado del crecimiento de bacterias en cultivo
|69]. Describe una curva de crecimiento generalizada que consta de 7 fases:
inicial-estacionaria. latencia o crecimienio con aceleracion positiva,
logaritmica, aceleracion de crecimiento negativa. eslacionaria maxima,
velocidad de muerte acelerada v fase de muerte logaritmica. Para cada fase
de la curva realiza un detallado andlisis matemdtico.

1922-1929

Alexander Fleming
(1881-1955)

Descubrio la enzima antimicrobiana lisozima en 1922 [70] v, en 1929, un
producto natural con cfectos antibacterianos, la penicilina [71]. La
penicilina la obtuvo a partir del hongo Penicillivin notatum renombrado
como Penicillium chrysogenum. En 1945 recibe el premio Nobel de
Medicina o Fisiologia junto a Ernst Boris Chain (1906-1979) v Sir Howard
Walter Florey (1898-1968) por “el descubrimiento de la penicilina v su
cfecto curativo envarias enfermedades infecciosas”™.

1928

Frederick Griffith
(1879-1941)

Empleando distintas cepas del neumococo Strepiococcus pnewmoniae,
demostro que las bacterias eran capaces de transferir informacion genética
mediante un proceso denominado transformacion. A dicha informacion la
denomind “principio transformante”™ (posteriormente DNA),

1936

Gerhad Domagk
(1895-1964)

Descubrié la sulfonamida prontosil. primer agente quimioterapéutico
contra las infecciones bacterianas causadas por estreptococos. de la que
derivaron las sulfamidas o drogas sulfa. Recibe el premio Nobel de
Medicina o Fisiologia en 1939 por “el descubrimiento de los efectos
antibacterianos del prontosil ™.

1937

Edouard Chatton
(1883-1947)

Establecio una distincion entre organismos cucariontes (células con micleo)
y procariontes (anucleados). En una publicacion de 1925 acuifio estos dos
érminos por primera vez.

1943

Max Delbruck
(1906-1981)
v Salvador E. Luria
(1912-1991)

Comenzaron a estudiar los virus bacteridfagos. En 1943 ambos
investigadores determinan que la mutacion genética cs la responsable de las
resistencias bacterianas. Recibicron el premio Nobel de Medicina o
Fisiologia en 1969 junio a Alfred D. Hershey por “sus descubrimientos
acerca del mecanismo de la replicacion y estructura genética de virus™., (ver
Tabla'V).
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Schatz aislé dos cepas de actinobacteria, que podian detener el crecimiento

Setitiai Waksiiian de ciertas bacterias resistentes a la penicilina. Waksmany €l descubricron la
(1888-1973) estreptomicina a partir de un cultivo de Strepfomyces griseus, antibiotico
1943 v Albert Scfialr usado para el tratamiento de la tuberculosis vy otras enfermedades [72].

Waksman recibio el Premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 1952 por “el

1922-2005 Lo i . ey :
( ) descubrimiento de la estreptomicina, el primer antibidtico efectivo contrala

tuberculosis™.
Oswald Theodore Avery
(1877-19535). S IR % .
. Intentaron identificar el “principio transformante”™ de Griffith, demostrando
Colin MacLeod Py . ; ; £is
194 (1909-1972) que el DNA (icido desoxiribonucleico) es el material genético que
y Maclyn McCarty transporta la informacion durante latransformacion.

(1911-2005)

Junto con Edward Lawrie Tatum (1909-1975) demostraron la existencia de
conjugacion en Escherichia coli. En 1952 con Norton Zinder (1928- )
descubren, con experimentos realizados con la enterobacteria Salmonella,
que los bacteriofagos pueden portar genes de una bacteria a otra. A esle
proceso le denominaron transduccion. En 1952 introduce el concepto de
1946 Joshua Lederberg plismido para definir particulas genéticas extracromosomales. En 1958

(1925-2008) recibi6 el premio Nobel de Medicina o Fisiologia “por sus descubrimientos
en relacion a la recombinacion genctica y la organizacion del material
genético en bacterias™. Compantio dicho premio con George Wells Beadle
(1903-1989) v Edward Tatum. a los que se¢ les concedio por “el
descubrimicnto de que los genes actian regulando eventos quimicos
definidos”.

Descubrio el proceso de transposicion de eclementos del genoma
(transposones) vy explico como los genes determinan ciertas caracleristicas
1951 Barbara McClintock fisicas. Estudio la respuesta del genoma al estrés o eventos traumaticos,

(1902-1992) como una infeccién viral, tras la que se activan potenciales transposones.
Recibio ¢l Premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 1983 “por sus
descubrimicntos sobre los clementos genéticos moviles™.

Alfred Day Hershey

(1908-1997) Demostraron con el denominado experimento Hershey-Chase que el DNA
1952 ) _ era el material genético de algunos virus y que los bacteriofagos introducen
v Martha Chase DA enlis éalakiz Ritene
(1927-2003) enlas células huésped.
Desarrollé el microscopio de contrastes de fases. que permite visualizar a
1953 Frits Zernike células vivas. Se le otorgd el premio Nobel de Fisica en 1953 por “su
(1888-1966) demostracion del método de contraste de fases, especialmente por su

invencion del microscopio de contraste de fases™.

Estudiaron la naturaleza de las relaciones entre el profago v el material

Frangois Jacob genético de labacteria. Su estudio les condujo a la definicion del mecanismo
1955 (1920 -) de conjugacién bacteriana. posibilitando ¢l estudio genético de la bacteria.
- v Elie Wollman Acuiian el término “episoma’ para describir elementos genéticos como el
(1917-2008) factor F (plasmido de £ coli) que puede integrarse 0 no en el cromosoma
bacteriano.

Arthur Pardee
(1921-), Experimento “PaJaMo” donde estudiaron mediante procesos de
1959 Frangois Jacob conjugacion bacteriana ¢l control genético v la inducibilidad de la sintesis
: (1920 -) citopldsmica de la enzima f-galactosidasa, implicada en el metabolismo de

v Jacques Monod lalactosa [73].

(1910-1976)
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Frangois Jacob Proponen el modelo del operon. primer ejemplo de la regulacion de la
1960 (1920 -) expresion génica en procariotas [74]. En 1965 se les otorgé. junto a André
y Jacques Monod M. Lwoff (1902-1994). el premio Nobel de Medicina o Fisiologia por “sus
(1910-1976) descubrimientos sobre el control genético de lasintesis de enzimasy virus™
Marshall Warren Nirenberg Trabajaron en la elucidacion del codigo genético. Compartieron en 1968 el
1961-1966 (1927-2010) premio Nobel de Medicina o Fisiologia con Robert W. Holley (1922-1993)
’ y Har Gobind Korhana por “su interpretacion del codigo genético y su funcion en la sintesis de
(1922-) proteinas”.
Descubrimiento de bacterias termofilas capaces de crecer a altas
temperaturas. En 1969, junto con Hudson Freeze aislo la bacteria Thermus
aquaticus [75]. Esta es la fuente de diversas enzimas. entre ellas la fag
1967 Thomas Dale Brock polimerasa. una DNA polimerasa utilizada en la PCR (no se requicre afiadir
(1926-) enzima después de cada ciclo de desnaturalizacion térmica del DNA). En
1989 la revista Science nombro a la Taq polimerasa la “molécula del afo™,
Para su comercializacion la enzima se ha modificado y se utiliza un
fragmento de menor tamano denominado “Stoffel”.
W{Erll;?f?er Descubrimicnto de las endonucleasas de  restriccion,  herramicntas
Daniel MNathans cscn_mlalcs para ¢l d:f:san'ollo de la [ngc_mcna (_}qnctlcril v otras Ciencias.
1970 (1928-1999) R-:-:mbic['un‘ el premio Nqbcl de Med_tu!m 0 FlSlolpglq en 1978 por “el
v Hamilton Othanel Smith descubrimiento de l;:s enzimas de restricciony su aplicacion a problemas de
- P Genética Molecular”.
(1931-)
1973 Bruce Ames Describe un ensayo biologico (test de Ames) para estimar ¢l potencial
’ (1928-) mutagénico y/o carcinogénico de compuestos quimicos [76].
Carl Woese C. Woese crea una mueva taxonomia molecular fundamentada en la
(1928-) comparacion entre especies de las secuencias de los RNA ribosomales .1 0Sy
1977 y George Edward Fox 188. !Er] _1_990 Proponen un nuevo taxon de mayor rango. denominado
: (1945-) "giormruo . clasificando a los scres vivos en tres dominios: Bacteria,
Fukarvay Archaea.
1979 Compariias Lillv v Genentech | Sintesis de la insulina por técnicas de DNA recombinante usando /2. Coli.
Aislamiento v cultivo de Helicobacter pvlori a partir de mucosas de
Barry J. Marshall estomago humanas [77]. Afirmaron que la mayoria de las tlceras
1979-1984 (1951-) estomacales y gastritis estaban causadas por la colonizacion de esta
¥ 1. Robin Warren bacteria. Reciben el premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 2005 por “el
(1937-) descubrimiento de la bacteria Helicobacter pvlori y su papel en la gastritis v
ulceras pépticas™.
Karl Otto Stetter Aislamiento y caracterizacion de microorganismos Archaea que crecen a
1982 (1941-) temperaturas superiores a los 80°C: en 2002 describe a Nanoarchaeum
equitans que tiene el genoma mas pequeiio de los descritos.
Inventa el método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que
supuso una revolucion en la investigacion biologica v médica [78]. El
premio Nobel de Quimica de 1993 se otorgd por “las contribuciones al
( Kary Banks Mullis desal.['rol[o de mﬁ}odnsenl@ quimica basada en ¢l DNA”, K. Mullis lo_ recibio
1984 (1944-) por “su invencion del método de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)": lo comparti¢ con Michael Smith (1932-2000) por “sus
contribuciones fundamentales al establecimicento de la mutagénesis dirigida
mediante ¢l empleo de oligonucledtidos y su desarrollo para el estudio de
proteinas”.
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2000

John F. Heidelberg

Ano* Investigador Descubrimiento
1989 Mehdi S. Ferdows Descubrimiento de un cromosoma lineal en la espiroqueta Borrelia
v Alan G Barbour burgdorferi causante de la enfermedad de Lyme [79].
Descubrieron Epulopiscium fishelsoni, la mayor ¢élula procariota conocida
1991 Femel D, Cle{n,ems hasta esa fecha y que inicialmente se habia clasificado como protista por su
y Stanley Bullivant
grantamaro.
John Craig Venter Descifraron por primera vez la secuencia completa del genoma de un
1995 (1946-) organismo vivo, de la bacteria Haemophilus influenzae [80]. En 2007 1.C.
y Hamilton Othanel Smith Venter anunci¢ la creacion de un cromosoma artificial a partir de elementos
(1931-) quimicos.
1996 André Goffeau Secuenciacion de Saccharomyees cerevisae (12,5 Mb), el primer eucarionte
(coordinador del proyecto) cuyo genoma fue secuenciado ensu totalidad [81].
Frederick R. Blattner,
1997 Guy Plunkett Secuenciacion completa del genoma de Escherichia coliK-12 [82].
y colaboradores
1999 Heide N. Schulz Descubrimiento de Thiomargarita namibiensis, la bacteria mas grande
y colaboradores descubierta hasta la fecha [51].

SIGLO XXI

Determinan la secuencia de los dos cromosomas circulares en Fibrio
cholerae. La mayoria de los genes esenciales para diferentes funciones

AN celularesy la patogenicidad estan localizados en el cromosomamayor [83].
2002 g:;,r ;;ﬂei];{ OE?:" n‘:&" Realizaron la secuenciacion del genoma de Streptomyees coelicolor A3 (2),
y colab 01;3d ey bacteria responsable de la produccion de varios antibioticos [84].
2003 Mﬂ“&%&ﬁ Secuenciacion del genoma completo de Streptomvees avermitilis, de interés
y colaboradores farmacéutico ya que sintetiza metabolitos bioactivos secundarios [85].
2004 Minchen Chien Secuenciacion del genoma de Legionella pneumophila, el microorganismo
y colaboradores productor de la enfermedad de los legionarios [86].
Marki . Secuenciacion del genoma de Saccharopolyspora erythraea, el
2007 e olibagrg.:]lgrgk microorganismo que se utiliza a escala industrial para la produccion del
y antibiético eritromicina A [87].
Tavilis Ghosh Describen el proceso de esporulacion en Myvcobacterium, su capacidad para
2009 , oglagomdores persistir por largos periodos de tiempo en la célula infectada de forma
* asintomitica y volverasu estado virulento [88].
Venkatraman Ramakrishnan
(1952-). Estudian el ribosoma a nivel atdmico como diana para nuevos antibioticos.
2009 Thomas A. Steitz Han publicado estructuras con diferentes antibiéticos unidos al ribosoma.
(1940) Recibieron el premio Nobel de Quimica de 2009 por “los estudios de la
y Ada E. Yonath estructuray funciéndel ribosoma” [89-91].
(1939-)

(*) El afo indicado puede hacer referencia a la fecha del descubrimiento, al afio de publicacion de los resultados, o biena la coneesion del premio

Nobel.
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(Ivanovsky, Beijerinck) constataron la implicacién de
los microorganismos como agentes causantes de las
enfermedades. También en ese siglo se empiezan a
desarrollar diferentes métodos bacteriologicos.

Del siglo XIX vamos a seleccionar dos estudios, los
realizados por Heinrich Hermann Robert Koch y los
relacionados con la bacteria Helicobacter pylori. Uno
de los primeros hallazgos de Koch fue el del bacilo de
dntrax, agente causante del carbunco. Es una enfer-
medad infecciosa aguda causada por la bacteria
Bacillus anthracis, una bacteria gram-positiva, aerobia
que forma esporas. La bacteria fue identificada en
1850 en dos estudios independientes, por Aloys
Pollender (1800-1879) en Alemania y por Pierre
Frangois Olive Rayer (1793-1867) y Casimir Davaine
(1812-1882) en Francia. Sin embargo, fue Koch, en
1877, quien estableci6 la etiologia de la enfermedad y
describié la capacidad de la bacteria para formar
esporas (esporulacién), las cuales pueden permanecer
durante largos periodos inactivas y ser nuevas fuentes
de infeccidn [62]. También establece la relacion entre
una enfermedad y una bacteria especifica, el bacilo de
la tuberculosis (Bacillus anthracis o bacilo de Koch) y
el bacilo del célera (Vibrio cholerae) [63, 64].

Con respecto al segundo grupo de estudios, hay que
mencionar que H.pylori es una bacteria espiral que
infecta el epitelio del estomago. Durante mucho
tiempo las gastritis y las dlceras de estomago se aso-
ciaron al estrés, ingestién de comida picante, etc., y se
trataban con productos anti-dcido. Sin embargo, hoy es
aceptado que muchos de estos sintomas se deben a
infecciones por H. pylori. En muchos casos, los sujetos
infectados nunca desarrollan sintomas. A lo largo del
siglo XIX se pueden resefar tres hechos relevantes
relacionados con esta bacteria. En 1875, cientificos
alemanes observaron bacterias espirales en el epitelio
del estomago humano. En 1892, Giulio Bizzozero
(1846-1901) describié una serie de bacterias espirales
que vivian en el ambiente 4cido del estdmago de
perros. En 1899, Walery Jaworski (1849-1924)
describe una bacteria que vive en el estdmago humano
a la que llama Vibrio rugula, siendo el primero en
sugerir la participacién de este microorganismo en
enfermedades gastricas. Al publicar sus resultados en
un libro en polaco (Podrgcznik chordb Zoladka,
Manual de enfermedades géstricas), el descubrimiento
no tuvo difusién [67]. Ya en el siglo XX, el patélogo

australiano Robin Warren redescubre la bacteria en
1979 y, posteriormente, junto a Barry Marshall, la ais-
laron y cultivaron a partir de las mucosas de estdomagos
humanos [77]. En su trabajo publicado en 1984,
Warren y Marshall proponen que muchas de las
ulceras estomacales y gastritis estdn causadas por esta
bacteria. Marshall y Warren posteriormente descri-
bieron que los antibidticos son efectivos para el
tratamiento de la gastritis. En 2005, Warren y Marshall
fueron galardonados con el Premio Nobel de Medicina
por sus trabajos acerca de H. pylori.

Los antibidticos, asi como su uso como agentes te-
rapéuticos para el tratamiento de enfermedades bacte-
rianas como la tuberculosis, peste bubdnica, la lepra u
otras, no se aislaron e identificaron hasta el siglo XX.
En la primera década de dicho siglo, Paul Ehrlich
desarrolla diversos métodos de tincidn selectivos para
diferentes tipos de células. En el campo de la quimio-
terapia, descubre el salvarsdn cuya accién selectiva
frente a las espiroquetas permitié su uso para el
tratamiento de la sifilis. Asi, se abri6 el paso a la uti-
lizacion terapéutica de los antibidticos que se irfan des-
cubriendo a lo largo del siglo. El salvarsan fue el tnico
tratamiento eficaz contra la sifilis hasta la purificacién
de la penicilina en los afios cuarenta.

En 1909, P. Laschtschenko, profesor de la
Universidad de Tomsk (Rusia), observé que la clara de
huevo era capaz de lisar cultivos de Bacillus subtilis, y
que esta propiedad desaparecia al calentarla [93]. Sin
embargo, no fue hasta 1922 cuando el microbidlogo
Sir Alexander Fleming describi6 la lisozima, una pro-
teina antimicrobiana que se encuentra en secreciones
corporales, como la saliva y las 1dgrimas, y en la clara
del huevo [70]. El descubrimiento de la penicilina,
arquetipo de los antibidticos, constituyé una adqui-
sicion clave de la terapéutica moderna. Aunque el des-
cubrimiento se atribuye a Fleming, las propiedades
curativas de ciertos “mohos” eran ya conocidas desde
tiempos muy antiguos. En 1870, Sir John Scott
Burdon-Sanderson (1828-1905) describié que los cul-
tivos bacterianos cubiertos por mohos impedian el
crecimiento bacteriano, estudios que fueron conti-
nuados por Joseph Lister y por John Tyndall, todos
ellos en Inglaterra. En 1897, Ernest Duchesne (1874-
1912) en su Tesis Doctoral describi6é la actividad
antibidtica de hongos Penicillium y su capacidad para
curar cobayas infectadas con bacilos del tifus, pero no
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pensé que fuera debido a una sustancia liberada por el
hongo [94]; ademds, no se trataba de Penicillium
notatum ya que la penicilina no es capaz de combatir
las fiebres tifoideas. Remitié dicha Tesis al Instituto
Pasteur, pero le ignoraron por su juventud. Posterior-
mente, en 1923, el médico costarricense Clodomiro
Picado Twight, investigador del Instituto Pasteur,
volvié a describir los efectos antibacterianos del
Penicillium. El descubrimiento de Fleming tuvo su
origen en un hecho casual. En 1928, Fleming estaba
trabajando con un cultivo bacteriano de Staphylo-
coccus aureus que se contamind accidentalmente con
el hongo Penicillium notatum y observo que alrededor
de este hongo se formaba un halo sin bacterias. El
hongo producia “algo” capaz de matar a las bacterias y
terminé purificando dicho compuesto al que bautizé
como penicilina (bencilpenicilina o penicilina G) [71],
primer antibidtico del grupo de los B-lactamicos. Este
antibidtico revolucioné el tratamiento de las infec-
ciones bacterianas como la neumonia, la sifilis, la
tuberculosis y la gangrena. Entre 1938 y 1940 Ernst
Boris Chain y Howard Walter Florey desarrollan
métodos para el andlisis y ensayo de penicilina.
Disefiaron un protocolo para el aislamiento de la peni-
cilina para su produccién industrial y comercializacién
en 1942. Por el descubrimiento de la penicilina y su
efecto curativo en varias enfermedades infecciosas
Fleming compartié en 1945 el Premio Nobel de
Fisiologia o Medicina con Florey y Chain. Aunque el
primer antibiético natural utilizado fue la tirotricina,
un polipéptido ciclico aislado por René Dubois (1901-
1982) en 1939 a partir Bacillus brevis, éste sélo se
utiliza de forma tépica dada su toxicidad.

La penicilina fue el primer antibidtico natural que
se descubrid, pero las sulfamidas son anteriores. La
primera de ellas fue el prontosil, p-((2,4-
diaminofenil)azo)bencenosulfonamida, sintetizada por
Paul Gelmo en 1908 y que se comercializ6 1932. El
prontosil fue el primer firmaco de sintesis con accién
bactericida amplia. Gerhard Johannes Paul Domagk,
médico bacteri6logo que trabajaba en 1G Farben, des-
cubrié que el colorante rojo prontosil rubrum era
efectivo contra las infecciones causadas por estrepto-
cocos y estafilococos; tratd a su propia hija con él, evi-
tando la amputacion de uno de sus brazos. Por el des-
cubrimiento de los efectos antibacterianos del pron-
tosil Domagk recibi6 el premio Nobel de Fisiologia o
Medicina en 1939. El prontosil se comporta como una

prodroga que se metaboliza en el organismo para con-
vertirse en sulfanilamida (p-aminofenilsulfonamida).

El segundo antibiético natural, la estreptomicina,
fue descubierta en 1943 por Albert Schatz en el labora-
torio de Selman Abraham Waksman, y esté clasificada
dentro del grupo de los aminoglucésidos [72]. Estad
producida por actinomicetos, y resulté efectiva para el
tratamiento de la tuberculosis. Ademds, Waksman y
sus colaboradores aislaron alrededor de otros 20
antibidticos pero algunos de ellos resultaron excesiva-
mente téxicos para su utilizacién en humanos: actino-
micina (1940), clavacina y estreptotricina (1942),
griseina (1946), neomicina (1949) [95]. Estreptomi-
cina y neomicina tienen aplicaciones en numerosas
infecciones. Waksman recibié el premio Nobel en
Fisiologia y Medicina 1952 “por su descubrimiento de
la estreptomicina, el primer antibiético efectivo contra
la tuberculosis”. Posteriormente se fueron des-
cubriendo otros antibidticos, como la cloromicetina o
cloranfenicol (1947; John Ehrlich y Paul R.
Burkholder), las tetraciclinas (1948; Benjamin M.
Duggar) [96], las cefalosporinas (1951; H.S. Burton y
Edward P. Abraham) [97] la eritromicina o Iloticina
(1952; J.M. McGuire) [98], la kanamicina (1957; Ken
Yanagisawa y Naoyuki Sato) [99], la gentamicina y el
dcido nalidixico (1963) y muchos otros.

ANTIBIOTICO

El término antibidtico, del griego “avti — anti” (en
contra) y “Brotikol — biotikos” (dado a la vida), fue
propuesto en 1942 por Selman A. Waksman, des-
cubridor de la estreptomicina y considerado el padre
de los antibidticos. Los define como “aquellas sus-
tancias quimicas producidas por microorganismos que,
a bajas concentraciones, inhiben el desarrollo o
destruyen la vida de otros microorganismos”. Esta
definicién, que hace referencia a los antibiéticos natu-
rales, como la penicilina, se amplié para incluir a
moléculas con actividad similar pero que son sintéticas
(obtenidas por sintesis quimica, como por ejemplo las
sulfamidas) o semi-sintéticas (obtenidas a partir de
cultivos microbianos y, posteriormente, sometidas a
una modificaciéon quimica, como la ampicilina). En
términos estrictos, un antibidtico es una sustancia se-
cretada por un microorganismo, u obtenida por sintesis
quimica, que tiene la capacidad de afectar a otros
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microorganismos. Por ello, los antibiéticos no son
efectivos frente a las enfermedades viricas. En el
Vocabulario Cientifico y Técnico de la Real Academia
de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, se recoge la
definicién de antibidtico atendiendo a los mecanismos
moleculares de actuacidon: “Sustancia biosintetizada
por diferentes organismos capaz de inhibir el desarro-
llo de otras células, procaridticas o eucaridticas, con
arreglo a variados mecanismos moleculares, tales
como replicacién, transcripcion del DNA, traduccién
del mRNA, sintesis de péptidoglicanos, etc.” [100]. El
concepto de antibiosis (“frente a la vida”) se acuié en
1877 cuando Pasteur y Koch observaron que un bacilo
en el aire podia inhibir el crecimiento de la bacteria
Bacillus anthracis. Se define como la asociacién
antagdnica entre organismos en detrimento de uno de
ellos, por no soportar las sustancias téxicas que
segrega el otro; se aplica a la relacién entre un
antibidtico y un organismo infeccioso.

Hay diferentes grupos de microorganismos produc-
tores de antibidticos. {Por qué un microorganismo
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Figura 5. Curva de crecimiento de un cultivo de bacterias. En
un cultivo de bacterias, tras una fase de latencia o adaptacion
a las condiciones de cultivo (no se modifica el nimero de célu-
las), las células proliferan durante la fase exponencial; el creci-
miento se reduce y mantiene en la fase estacionaria. Si los
nutrientes se agotan o se acumulan sustancias que pueden ser
toxicas, el nimero de células se reduce, el cultivo entra en la
fase de muerte (no mostrada en la figura). Si se afade al culti-
VO un agente bacteriostatico, como el cloranfenicol, la divisién
celular se detiene y, al no proliferar, el nimero de células se
mantiene constante. Si se aflade un agente bactericida, como
la penicilina, se produce la muerte de las bacterias con la con-
siguiente disminucién del nimero de células.

produce un antibiético? Aunque los antibidticos no son
esenciales para el crecimiento del microorganismo que
los produce, la sintesis de estos productos secundarios
les proporciona ventajas para sobrevivir en ambientes
competitivos. Por ejemplo, la produccién de antibié-
ticos durante el proceso de esporulacion, en condi-
ciones limitantes de nutrientes, garantizaria la no pro-
liferaciéon y competencia con otros microorganismos.
Los hongos filamentosos producen alrededor del 25%
de los antibiéticos naturales conocidos [de los géneros
Penicillium (penicilina), Cephalosporium (cefalospo-
rinas) y Aspergillus (penicilina y otros)]. Las bacterias
producen el 75% restante de los antibiéticos. Asi, los
actinomicetos (bacterias gram-positivas), del género
Streptomycetaceae, los Streptomyces, producen el
mayor nimero de antibiéticos, tanto bactericidas como
fungicidas. Hasta 1997 se habian aislado alrededor de
3.000 compuestos de los cuales casi el 10% podrian
ser de utilidad en medicina humana, veterinaria y agri-
cultura [101]; algunos ejemplos son las tetraciclinas, la
eritromicina o la estreptomicina. De la familia
Bacillaceae (también bacterias gram-positivas),
Bacillus subtilis produce bacitracina y muchos otros
mayoritariamente de naturaleza peptidica [102] y
Bacillus polymyxa sintetiza polimixina.

Los antibiéticos pueden actuar como agentes bacte-
ricidas, produciendo la muerte de las bacterias, o
pueden funcionar como agentes bacteriostaticos, inhi-
biendo su crecimiento y multiplicacion para ser poste-
riormente eliminadas por los sistemas de defensa de
nuestro organismo. Estos efectos dependen de la con-
centracion del antibidtico en el sitio de la infeccién,
del tipo de bacterias sobre las que actdan, de la fase de
crecimiento en la que se encuentran las bacterias y de
la densidad de la poblacion bacteriana. En la Figura 5
se muestra una curva de crecimiento de un cultivo bac-
teriano en medio liquido que, tras una fase de latencia
en la que no se modifica el nimero de células, las
células proliferan durante la fase exponencial. El creci-
miento logaritmico se reduce y se inicia la fase esta-
cionaria; si los nutrientes se agotan o se acumulan sus-
tancias que pueden ser toxicas, el cultivo entra en la
fase de muerte. La adicién de un agente bacte-
riostdtico, como el cloranfenicol, bloquea el creci-
miento celular manteniéndose el ntimero de células
constante. Si se aflade un agente bactericida, como la
penicilina, se produce la muerte de las bacterias con la
consiguiente disminucién del nimero de células.
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Figura 6. Estructura de la bencilpenicilina. (A) Estructura de la penicilina G derivada del acido 6-aminopenicildnico mostrando (con
una flecha) el enlace del anillo B-lactdmico de la molécula que es reconocido por la transpeptidasa. En la parte inferior se muestra la
analogia estructural de la penicilina y de la parte final de la cadena peptidica (R-D-Ala-D-Ala) del péptidoglicano de bacterias gram-
negativas, regién reconocida por la transpeptidasa para formar los enlaces de entrecruzamiento. (B) Estructura del complejo de la
penicilina G unida a la D-alanil-D-alanina transpeptidasa de Streptomyces R61 [103]. La figura se ha creado a partir del fichero PDB
1PWC del Protein Data Bank utilizando el programa PDB ProteinWorkshop v3.7 [104].

Los antibidticos del grupo de los B-lactdmicos,
como la penicilina, son derivados del 4cido 6-
aminopenicildnico, difiriendo entre si segin la susti-
tucién en la cadena lateral de su grupo amino. Existe
una gran diversidad de penicilinas que difieren quimi-
camente entre si en funcién de la cadena lateral
anclada al grupo amino del 4cido 6-aminopenicildnico
y seguin su espectro de accién. Por ejemplo, la ben-
cilpenicilina es eficaz contra bacterias gram-positivas
como estreptococos y estafilococos. Se administra por
via parenteral debido a su sensibilidad al pH 4cido del
estdmago. Sin embargo, otras penicilinas resisten el
pH é4cido, como la fenoximetilpenicilina sintética
(penicilina V), que puede administrarse por via oral, o
la ampicilina, que es activa contra bacterias gram-
negativas como Haemophilus, Salmonella y Shigella.
Para mejorar la efectividad de un antibiético, y en
algunos casos rebajar su potencial toxicidad, se han
ido describiendo bien nuevas formulaciones del
mismo o bien nuevos antibidticos. La aparicién de
resistencias frente a antibidticos también ha impulsado
la elaboracién de nuevas moléculas o cambios en las
preexistentes, como ha ocurrido en el caso de los -

lactamicos. En este contexto se encontrarian las
cefalosporinas de 4* generacién (p.e., cefepima y cef-
piroma), que no sélo tienen un mayor espectro de
actuacion que las anteriores, sino que también son mds
resistentes a la accién de las B-lactamasas.

Como ya se ha comentado, por la analogia del
enlace del anillo B-lactdmico de la penicilina con la
region del enlace D-Ala-D-Ala terminal de la cadena
pentapeptidica del péptidoglicano, las penicilinas fun-
cionan como inhibidores del proceso de transpepti-
dacién interfiriendo en la formacién del pépti-
doglicano. De esta forma, la penicilina provoca la for-
macién de una pared bacteriana débil, lo que favorece
la lisis osmética de la bacteria durante el proceso de
multiplicacién o su fagocitacién. En la Figura 6 se
compara la estructura del niicleo de una penicilina y su
analogia con la regién D-Ala-D-Ala del pépti-
doglicano. Ademads, los andlisis cristalograficos han
permitido analizar los complejos acil-enzima y
antibiéticos B-lactdmicos; una de estas estructuras, la
del complejo de la penicilina G unida a la D-alanil-D-
alanina transpeptidasa de Streptomyces R61 [cddigo
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Figura 7. Estructuras de diferentes formacos antibacterianos.
Se recogen las férmulas de un antibiético representativo de
cada uno de los subgrupos de antibidticos: que contienen
hidratos de carbono (estreptomicina), macrélidos (eritromici-
na), B-lactdmicos (cefalosporinas), drogas sulfa (sulfonamidas
y sulfadiazina), antibidticos poliéter (monensina A), quinonas
(tetraciclina), derivados del benceno (cloranfenicol), que con-
tienen fésforo (fosfomicina), nucleosidicos (polioxina B),
derivados del cicloalcano (cicloheximida), quinilonas (&cido
nalidixico) y lactosas macrociclicas (rifampicina).

del Protein Data Bank (PDB) 1PWC, [103]), se
muestra en la Figura 6 representada utilizando el pro-
grama PDB ProteinWorkshop v3.7 [104].

Los antibidticos, para funcionar como agentes tera-
péuticos, deben cumplir una serie de propiedades. Una
de ellas es la toxicidad selectiva o una toxicidad hacia
los organismos invasores superior a la que el com-
puesto ejerce frente a los animales o seres humanos; de
ella depende la dosis terapéutica a utilizar. Un

antibiético debe interferir s6lo sobre estructuras,
enzimas o mecanismos presentes en bacterias, pero no
en el huésped. Por ejemplo, el efecto de la penicilina
sobre las células humanas es muy débil ya que estas
carecen del péptidoglicano de la pared celular. La sen-
sibilidad de los microorganismos a los antibiticos
varfa segun el tipo considerado. Las bacterias gram-
positivas son generalmente mas sensibles que las
gram-negativas. Cuando un antibidtico actia eficaz-
mente sobre ambas se dice que es de amplio espectro;
si actda s6lo sobre un nimero reducido de patégenos
se dice que es de espectro reducido. Ejemplos de
antibidticos con un espectro de accién amplio, sobre
bacterias gram-negativas y gram-positivas son el clo-
ranfenicol, las tetraciclinas y las penicilinas de amplio
espectro; de espectro intermedio, sobre gram-posi-
tivas, la penicilina G y la oxacilina; de bajo espectro,
frente a cocos gram-positivos y bacilos gram-nega-
tivos, la vancomicina y la polimixina; de espectro
selectivo, la nistatina que actda casi exclusivamente
sobre Candida albicans. Ademas, un antibidtico no
debe inducir resistencia, debe ser estable en liquidos
corporales (o se debera utilizar sélo tépicamente) y su
periodo de actividad debe ser largo; no debe ejercer
efectos dafiinos en el paciente ni generar una respuesta
alérgica.

Los antibidticos se pueden clasificar teniendo en
cuenta su estructura quimica o su mecanismo de
acciéon. En funciéon de su estructura quimica se
describen diferentes grupos. Dentro de los bactericidas
se encuentran los B-lactdmicos (penicilinas y cefalos-
porinas), los glicopéptidos (vancomicina, teicopla-
nina), los aminoglucésidos (estreptomicinas), las
quinolonas (norfloxacinos, acido nalidixico), lactonas
macrociclicas (rifampicina) y las polimixinas. Como
bacteriostaticos actian los macrélidos (eritromicinas),
las tetraciclinas, las sulfamidas, el cloranfenicol, la
fosfomicina, etc. En la Figura 7 se recogen las for-
mulas de algunos antibidticos representativos de cada
subgrupo.

MECANISMO DE ACCION DE LOS
ANTIBIOTICOS

Los antibidticos, segin su estructura quimica,
actian sobre diferentes dianas de la bacteria blo-
queando procesos clave para su supervivencia. Para
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TABLA lI: Mecanismo de accion de distintos antibioticos

Inhibicion de la sintesis de la pared celular (contra bacterias gram-positivas)
Penicilina, ampicilina, carbeniciling, meticilina. cefalosporinas (analogos peptidicos B-lactamicos)

Inhiben a las enzimas de transpeptidizacion que participan en la formacion de los enlaces entre las cadenas
polisacaridas del peptidoglicano de la pared celularbacteriana. Activana las enzimas liticas de la pared celular.

Vancomicina (C-glicosido)

Se une a la region D-Ala-D-Ala del tetrapéptido de las cadenas de glicanos por lo que inhibe la reaccion de
transpeptidizacion.

Bacitracina (polipéptido ciclico)

Interfiriere con la desfosforilacion de una molécula que transporta precursores del peptidoglicano en la membrana
celular bacteriana.

Inhibicion de la sintesis proteica
Estreptomicina. gentamicina (aminoglicésidos)

Interaccionan con la subunidad 30S del ribosoma bacteriano inhibiendo la sintesis proteica v provocan una lectura
erronea del RN A mensajero,

Cloranfenicol (derivado del benceno)

Interacciona con la subunidad 508 del ribosoma bacteriano: inhibe a la peptidiltransferasa bloqueando la formacion
del enlace peptidico.

Tetmciclinas (quinona compleja)

Seunena la subunidad 30S del nbosoma e interfieren con launion aminoacil-{tRNA,
Ertromicina v ¢clindanucing (macrdlidos: lactonas macrociclicas)

Se unena la subunidad 508 del ribosoma ¢ inhiben la translocacion en la etapa la elongacion de la cadena polipeptidica.
Acido fusidico (naturaleza esteroidica)

Se une al factor de elongacion EF-G bloqueando el proceso de la translocacion.
Inhibicion de la sintesis de dcidos nucleicos

Ciprofloxacino y otras quinolonas (quinonas complejas)

Inhiben a la DNA girasa bacteriana interfiriendo en la replicacion del DNA bacteriano y en la transcripcion.
Rifampicina (lactona macrociclica)

Bloquea la sintesis de RNA uniéndose ¢ inhibiendo a la RNA polimerasa dependiente de DNA.

[ Alteracion de la membrana celular
Polimixina B (polipéptido ciclico)

Se une a la membrana plasmatica alterando su estructura v sus propiedades de permeabilidad.
Antagonismo metabdlico

Sulfamidas (derivadas de la sulfonamida)
Inhiben la sintesis de acido folico compitiendo con el dcido-p-aminobenzoico.
Trimetoprima (derivado de pirimidina)

Antibidtico bacteriostatico. inhibidor de la enzima dihidrofolato reductasa por lo que bloquea la sintesis del
tetrahidrofolato.

Dapsona (derivado aromatico de sulfona)
Antibiotico bacteriostatico que inhibe la sintesis del dcido para-aminobenzoico
Isoniazida (derivado de piridina conun grupo hidracina)

Inhibe la sintesis del dcido micolico impidiendo la formacién de la pared bacteriana.
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Metabolismo del acido félico
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Biosintesis de proteinas
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- Polimixinas - Subunidad 308: - p-lactamicos:
- Tetraciclinas - Cefalosporinas
- Estreptomicina - Penicilinas
- Tobramicina « Aminoacidicos y peptidicos:
Gentamicina Vancomicina
-Kanamicina (aminoglicésidos) -Bacitracina
Nitrofuranos - Cicloserina
= Subunidad 505:
- Eritromicina (macrolidos)
- Clindamicina
- Cloranfenicol
tRNA:
-Puromicina
-Mupirocina

Figura 8. Esquema de los diferentes mecanismos de accién de los antibiéticos. Los antibioticos pueden actuar sobre los patdégenos
de diversa maneras: inhibicién de la sintesis de la pared celular, inhibicion de la biosintesis de proteinas, alteracion de la membrana
celular, antagonismo metabdlico e inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos. En cada caso se indican algunos ejemplos concretos
de antibidticos cuyo mecanismo de accidn transcurre por alguna de las vias mencionadas. [PABA: acido p-aminobenzoico; DHF: 4cido

dihidrofélico y THF: acido tetrahidrofélico].

que el farmaco no interfiera en la funciones de la
célula huésped, éste tiene que actuar selectivamente
sobre las bacterias, discriminando entre estructuras o
moléculas de las células procariotas y las eucariotas.
Los blancos mds importantes son: la pared bacteriana,
algunas enzimas que catalizan reacciones metabdlicas,
y los procesos de sintesis de dcidos nucleicos o de pro-
tefnas. Un esquema de los diferentes mecanismos de
accién de los antibidticos, y algunos ejemplos con-
cretos de antibidticos cuyo mecanismo de accidén
transcurre por alguna de las vias mencionadas, se
muestra en la Figura 8 y se describen en la Tabla II. En
ocasiones se procede a la administracién de forma
combinada de mas de un antibiético, cuyo mecanismo
de accién puede ser diferente pero, en conjunto, se

produce una accién sinérgica, incrementando la efec-
tividad del tratamiento.

En la sintesis y ensamblaje de los componentes
de la pared bacteriana pueden interferir distintos
tipos de antibiéticos [52]. Las penicilinas, como ya se
ha comentado anteriormente, inhiben la formacién de
la pared bacteriana en células en crecimiento que estdn
biosintetizando el péptidoglicano; ello implica que, en
ultimo término, se activen las autolisinas con la con-
siguiente muerte celular. Los glicopéptidos, como la
vancomicina, se unen con una gran afinidad y especifi-
cidad a la regién D-Ala-D-Ala de los precursores del
péptidoglicano impidiendo el acceso a éste de las
transglicosilasas y transpeptidasas inhibiendo el
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proceso de transglicosilacién. Sobre la sintesis de pre-
cursores del péptidoglicano actian la fosfomicina y la
cicloserina. La fosfomicina inhibe la enzima murA que
cataliza la transformacion N-acetilglucosamina a N-
acetilmurdmico y, por tanto, afecta a la primera etapa
de la sintesis del péptidoglicano. La cicloserina, un
andlogo estructural de la D-Ala, es un inhibidor com-
petitivo de la racemasa (cataliza la transformacién de
L-Ala a D-Ala) y de la sintetasa o ligasa que cataliza la
formacién del dipéptido D-Ala-D-Ala. Por otro lado,
la bacitracina [105], un antibiético que se utiliza s6lo
por via tépica, es un dodecapéptido ciclico que impide
la desfosforilacién del pirofosfato de Css-isoprenilo,
molécula clave para la formacién de la pared bacte-
riana ya que transporta los elementos estructurales del
péptidoglicano [106].

La membrana celular también es el blanco de los
antibiéticos. Las polimixinas, como la colistina, son
lipopéptidos catidnicos que actian especificamente
como detergentes en la membrana externa de las bac-
terias gram-negativas. Se insertan en la membrana
exterior interaccionando con el lipido del lipopolisa-
cérido a través del acido graso de la polimixina [107].
El resultado es un aumento de la permeabilidad de la
membrana externa y la muerte rapida de la bacteria. La
daptomicina, también un lipopéptido pero aniénico, es
activa solo frente a las bacterias gram-positivas. Su
mecanismo de accién supone la insercién del
antibidtico en la membrana interna causando una
despolarizacion de la misma y la pérdida de potencial
de membrana, lo que conduce a la inhibicién de la
biosintesis de proteinas, de DNA y de RNA, con el
resultado final de la muerte celular.

Las sulfamidas y la trimetoprima interfieren en la
biosintesis de los dcidos nucleicos. Las sulfamidas
estdn relacionadas estructuralmente con la sulfanil-
amida, que es un andlogo estructural del 4cido p-
aminobenzoico. Esta molécula es precursora del 4cido
folico (considerado factor de crecimiento), cofactor
esencial para las bacterias porque participa en la
biosintesis de las bases nitrogenadas que constituyen
los acidos nucleicos. Las sulfamidas actiian como un
falso sustrato de la enzima pteridina sintetasa (que
cataliza la transformacién dcido p-aminobenzoico a
dcido dihidropteroico); compiten con el dcido félico
inhibiendo la biosintesis de bases nitrogenadas lo que
produce una paralizacién del crecimiento celular o la
muerte del patégeno. El 4cido dihidropteroico se con-

vierte en acido dihidrofélico y éste, a su vez, en el
dcido tetrahidrofélico por la accién de la enzima
dihidrofolato reductasa; esta enzima es inhibida de
forma especifica por la trimetoprima. A la célula
huésped, a nuestras células, no les afectan estos
antibidticos ya que carecen de la ruta de biosintesis de
acido félico, que tiene que ser suministrado en la dieta.

Dos familias de antibidticos inhiben la biosintesis
de los acidos nucleicos, las quinolonas y las rifami-
cinas (rifampicina y analogos). Sus dianas especificas
son enzimas involucradas en la sintesis de 4cidos
nucleicos: la DNA girasa y la topoisomerasa IV. Estas
son topoisomerasas de tipo II que modulan el estado
topolégico del DNA; regulan su estructura superheli-
coidal reduciendo la tensién molecular causada por el
superenrollamiento del DNA. Para que el DNA pueda
replicarse y transcribirse es necesario que su estructura
superhelicoidal se relaje. Estas enzimas producen
cortes en la cadena de DNA, lo desenrollan y, poste-
riormente, sellan la rotura. Las quinolonas bloquean la
reparacion del DNA una vez cortado, lo cual conlleva
una serie de respuestas que determinan la degradacién
del genoma bacteriano. El resultado es la muerte
répida de la bacteria. La diana primaria de las diversas
quinolonas depende del derivado en cuestion, del tipo
de bacteria y de la actividad intrinseca de los distintos
compuestos o afinidad por las dianas. Por lo general,
en los bacilos gram-negativos la diana es la DNA
girasa, mientras que en los cocos gram-positivos es la
topoisomerasa IV. Por otro lado, las rifamicinas
inhiben la transcripcién del DNA a RNA; la rifam-
picina es uno de los antibidticos mds potentes y de
amplio espectro frente a patégenos bacterianos y es un
componente clave en la terapia antituberculosa. La
rifampicina interacciona con la subunidad 3 de la RNA
polimerasa bacteriana dependiente de DNA. Se sitiia
en el canal DNA/RNA, en una regién desplazada 12 A
del centro catalitico. Este inhibidor actia bloqueando
la elongacién del RNA cuando el trdnscrito que ha
empezado a sintetizarse sélo tiene 2-3 nucledtidos
[108]. La RNA polimerasa II de las células humanas
no es sensible a las rifamicinas. La nitrofurantoina es
un derivado del nitrofurano que puede actuar sobre la
sintesis de proteinas o provocar, en su forma reducida,
un dafio en el DNA bacteriano. Una vez reducida en el
interior de la bacteria por la nitrofurano reductasa,
puede unirse a proteinas ribosémicas y bloquear la tra-
duccién o alterar el metabolismo.
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Ribosoma 708
(procariota)

Cloranfenicol: se une a la subunidad
50S y bloquea la elongacion; actia
como un inhibidor competitivo de la
peptidil-transferasa

Cadena

Ribosoma 808
(eucariota)

polipeptidica

ele)

Eritromicina: se une a
la subunidad 50S en una
localizacion especifica del
rRNA 23S; bloguea la
elongacion interfiiendo en
el proceso de translocacion

AaUCAACCA ..

Tetraciclina: interacciona
con la subunidad 30S en

Estreptomicina: altera la forma de la
subunidad 30S e interfiere con el correcto
apareamiento tRNA-codon, provocando
una lectura errénea del mRNA y, por tanto,
se biosintetizan proteinas no funcionales

el sitio A e inhibe la union
del tRNA al ribosoma

Figura 9. Ribosomas procariotas y eucariotas, y biosfintesis de protefnas. En la parte izquierda de la figura se esquematizan los ribo-
somas 70S procariotas (subunidades 50S y 30S) y los ribosomas 80S eucariotas (subunidades 60S y 40S). El esquema de la derecha
representa la fase de formacion del enlace peptidico de la etapa de elongacion de la cadena polipeptidica en crecimiento. Se indican
algunos ejemplos de antibiéticos que bloguean la biosintesis de proteinas y su modo de actuacion.

La biosintesis de proteinas es el proceso sobre el
que interfieren numerosos antibiéticos; éstos interac-
cionan con distintas bases nitrogenadas de los RNA
ribosémicos en el centro de descodificacion (donde el
anticodon del RNA de transferencia lee el triplete codi-
ficador del RNA mensajero), en el de formacién de los
enlaces peptidicos (peptidil-transferasa) o en el tinel
de salida de la cadena polipeptidica recién sintetizada.
Los antibidticos no afectan a los ribosomas citoplas-
maticos de las células humanas (ribosomas 80S) ya
que son diferentes a los ribosomas 70S procariotas;
difieren en tipo de RNA y en las proteinas ribosomales
que los constituyen (Figura 9). Alguno de los efectos
dafiinos de los antibidticos que bloquean la biosintesis
de proteinas puede deberse a su actuacién sobre los
ribosomas mitocondriales, que son semejantes a los
bacterianos. El conocimiento sobre el efecto de los
inhibidores de la biosintesis de proteinas se ha ido
incrementando a lo largo de los ultimos afios por la
resolucion de la estructura de los ribosomas y los com-
plejos antibidtico-subunidad ribosomal a nivel
atomico. La importancia de la resoluciéon de la

estructura de ambas subunidades del ribosoma ha
quedado reflejada en la concesion, en 2009, del premio
Nobel de Quimica a Venkatraman Ramakrishnan,
Thomas A. Steitz y Ada E. Yonath por “los estudios
sobre la estructura y funcién del ribosoma”. Ademas,
todo ello posibilita el disefio de otros potenciales
agentes terapéuticos que interaccionen con el
ribosoma [109]. Una revision exhaustiva puede encon-
trarse en el trabajo de Daniel N. Wilson titulado “The
A-Z of bacterial translation inhibitors” [110]. En la
Figura 9 se recoge un esquema de la fase de formacién
del enlace peptidico durante la etapa de elongacién de
la cadena polipeptidica en crecimiento; se indican
algunos ejemplos de antibiéticos que bloquean la
biosintesis de proteinas y su modo de actuacion.

En el ribosoma bacteriano, el centro de descodifi-
cacion lo constituye una pequeiia regién del RNA ribo-
somal 16S de la subunidad 30S, y la unién del
antibidtico puede producirse en un surco poco pro-
fundo (por ejemplo, la estreptomicina) o en el surco
mayor de la hélice 44 del RNA 16S (p.e., los
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antibidticos aminoglicosidicos). En el tinel de salida
de la proteina recién formada los antibiéticos interac-
cionan con nucleétidos del bucle del dominio V del
RNA ribosomal 23S de la subunidad 50S (macrolidos
y estreptogramina B) o en un nicho hidrofébico (ani-
somicina, puromicina, cloranfenicol, etc.) [109].

Los aminoglicésidos se han descrito como un buen
modelo para disefiar antibi6ticos por su unién con alta
afinidad y su actividad de amplio espectro. Se enlazan
a un lugar préximo al sitio catalitico del centro de
descodificacién (sitio A) lo que origina un cambio con-
formacional en la hélice 44 del RNA ribosomal 16S
con la reorientacion de dos adeninas de dicho RNA y
provocando una disminucién en la especificidad de las
interacciones coddén-anticodon [111]. Asi, se pueden
unir moléculas de RNA de transferencia cuyos anti-
codones no son los complementarios de los codones
del RNA mensajero, incorpordndose aminoédcidos
incorrectos a la cadena polipeptidica en formacién y
generando protefnas no funcionales. Aunque el efecto
final es anélogo, el lugar de unién de la estreptomicina
difiere del ocupado por los aminoglicdsicos (gentami-
cina, tobramicina, netilmicina, amicacina). Las tetraci-
clinas actian uniéndose también al centro de descodi-
ficacién del ribosoma en un lugar distinto al de los
aminoglicésidos impidiendo, en este caso, la incorpo-
racién del RNA de transferencia o promoviendo su
expulsion.

En la subunidad 50S, distintas bases nitrogenadas
del dominio V del RNA ribosomal 23S constituyen las
dianas del cloranfenicol, los macrélidos, las lin-
cosaminas, las estreptograminas y las oxazolidinonas
(linezolida) [112]. El cloranfenicol, la linezolida o la
lincomicina, se unen a una regién préxima al centro de
actividad de la peptidil-transferasa; en el caso del clo-
ranfenicol, éste actia como un inhibidor competitivo
de la enzima ya que el grupo amida del antibidtico se
asemeja al enlace peptidico, bloqueando asi la elon-
gacion. Sin embargo, se ha descrito que la linezolida y
otras oxazolidinonas podrian ejercer su efecto al
impedir la formacién del complejo de iniciacién de la
traduccién (subunidades 50S y 30S del ribosoma,
RNA mensajero y RNA de transferencia) al inducir un
cambio conformacional en el sitio A de la subunidad
50S impidiendo la entrada del RNA de transferencia
[112]. Los macrélidos se unen a 2 bases de adenina
situadas en el inicio del tdnel de la salida del péptido,

cuyo bloqueo determina el desprendimiento del pep-
tidil-tRNA. Las estreptograminas se unen tanto al
centro de formacion del enlace peptidico como a las
mismas bases de adenina de la entrada del tinel a las
que se fijan los macrdlidos. Los cetélidos poseen un
punto de anclaje adicional a una adenina del dominio
IT del RNA ribosomal que, en general, les permite
seguir bloqueando el tinel de salida.

La mayor parte de los antibidticos que inhiben la
biosintesis de proteinas tienen como diana el RNA
ribosémico, mientras que son escasos los que interac-
cionan con las proteinas o enzimas. Un ejemplo de
éstos tltimos es el 4cido fusidico, que actia por un
mecanismo distinto: se une al factor de elongacién EF-
G ya unido al ribosoma y estabiliza el complejo
formado entre ese factor y el GDP, bloqueando el
proceso de translocacién [113]. Otro grupo de
antibidticos descritos recientemente son los inhibi-
dores de las aminoacil-tRNA sintetasas, que estin
siendo utilizados para el control de infecciones tdpicas
causadas por cepas de Streptococcus aureus resistentes
a meticilina (B-lactdmico) y otras bacterias resistentes
a los antibidticos “cldsicos” [114, 115]. La mupirocina
(mezcla de 4cidos pseudomoénicos) fue el primer
antibiético descrito dentro de este grupo; es un
antibidtico de uso tépico que inhibe la isoleucil-tRNA
sintetasa. Si se inhibe la enzima, la no disponibilidad
del isoleucil-tRNA impide la incorporacién de
isoleucina a las cadenas polipeptidicas en crecimiento
produciéndose un bloqueo de la sintesis proteica [116].
Se han descubierto otros inhibidores de aminoacil-
tRNA sintetasas naturales, pero muchos de ellos no
son especificos sélo para las dianas bacterianas o
tienen un espectro muy restringido: indolmicina y
chuangxinmicina (Trp), borrelidina (Thr), granaticina
(Leu), furanomicina (Ile), ochratoxina A (Phe) o cis-
pentacina (Pro) [114]. Los esfuerzos actuales van
dirigidos a mejorar estos prometedores antibidticos
naturales mediante procesos sintéticos para conseguir
que sean especificos s6lo para las aminoacil-tRNA sin-
tetasas bacterianas y aumentar su eficacia [114].

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

De acuerdo con los datos recogidos por la Organi-
zacion Mundial de la Salud, anualmente se producen
millones de kilos de antibidticos de los que aproxi-
madamente la mitad estdn destinados al tratamiento
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humano y el resto se emplea en la alimentacidon del
ganado. La Unién Europea, que con EE.UU. es el gran
consumidor de antibidticos, concentra casi la mitad del
consumo mundial. El abuso y mal uso de antibidticos
(ingestién indiscriminada, administracién incompleta
de antibidticos, autotratamiento de infecciones viricas
que no precisan terapia antibidtica) ha provocado lo
que se conoce como resistencia: una seleccion natural
por la cual las bacterias sufren cambios que les per-
miten evitar la accién del antibidtico. Existen
numerosos ejemplos de antibidticos que han perdido
su efectividad. El uso de la penicilina y las drogas
sulfa, que fueron los primeros agentes quimioterapéu-
ticos de amplio espectro, se redujo considerablemente
porque muchos patdgenos son resistentes frente a
ellos. La bacteria gram-positiva Staphylococcus
aureus se encuentra en la piel de los individuos sanos,
pero hay cepas que son fuente de infecciones nosoco-

miales que han adquirido resistencia frente a la peni-
cilina y frente a penicilinas resistentes a [3-lactamasas
(como la oxacilina, cloxacilina y dicloxacilina o a la
meticilina, una penicilina de cuarta generacién). La
propagacién de las bacterias resistentes, que pone en
peligro el tratamiento de enfermedades bacterianas, es
un problema socio-sanitario del que se han hecho eco
los politicos y los medios de comunicacién. Con cam-
pafias se informa al publico y se dan recomendaciones
para el uso racional de los antibidticos. Por otra parte,
los cientificos tratan de buscar nuevas formulaciones
que sean efectivas frente a los patdgenos resistentes.

En 1939 René Dubos (1901-1982) descubrid la
gramicidina [117], producida por cepas de Bacillus
brevis, el primer antibitico que se ensay6 clinica-
mente pero que, debido a su elevada toxicidad, se
utilizé Unicamente de forma tépica. El trabajo lo con-
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Figura 10. Mecanismos de la resistencia a fArmacos. Las bacterias pueden adquirir resistencia a la accion de antibidticos por dife-
rentes mecanismos. Se puede evitar que el antibidtico entre en la célula, como las bacterias gram-negativas (resistentes a la ben-
cilpenicilina por la constitucion de su pared celular impermeable al antibi6tico), o se pueden alterar las proteinas de unién de peni-
cilina. Los plasmidos con genes de resistencia a antibidticos pueden codificar proteinas transportadoras (bombas) que bombean el
antibiotico al exterior, o se pueden sintetizar enzimas degradadoras o modificadoras del antibiético. En la parte izquierda de la figu-
ra se muestran ejemplos de modificaciones sobre la estructura del cloranfenicol (por acetilacion de dos grupos hidroxilos), de la peni-
cilina (por ruptura del anillo B-lactdmico) y de la estreptomicina (por acetilacién o fosforilacién de un grupo hidroxilo).
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TABLA lll: Mecanismos de resistencia en bacterias

Disminucion de la concentracion de antibidtico en el interior de la bacteria
Reduccion de la permeabilidad
Penicilinas (Cromosomica: P aeruginosa v bacterias entéricas)
Eflujo (hombeo del firmaco hacia el exterior de la célula)
Estan implicadas translocasas de membrana
Tetraciclinas (Plasmidica: 5. aureus)
Cloranfenicol (Cromosomica: /3. subtilis)

Inactivacion del antibiético por modificacién quimica
Enzima: penicilinasa (p-lactamasa)
[}-lactamicos (penicilinas) (Plasmidica v cromosomica: S. aureus. bacterias entéricas v N. gonorrhoeae)
Enzima: acetilasas
Cloranfenicol (Plasmidica v cromosomica: S. aireus v bacierias entéricas)
Enzimas: fosforilasas v adenilasas
Aminoglicosidos (Estreptomicina) (Plasmidica: S. aureus)

Alteracion de la diana del antibidtico
Mutaciones en la DNA girasa y/o topoisomerasa 1V
Ciprofloxacino (fluoro-4-quinolona). (Cromosomica: S. aureus, 5. pnenmoniae)
Mutaciones en la subunidad p de la RNA polimerasa
Rifampicina. (Cromosomica: M. mberculosis)
Metilaciones v mutaciones en ¢l TRNA 238
Eritomicina. kincosamida (macrdlidos). (Cromosdmica: S. aureirs)
Mutaciones en el tRNA 168 v en la proleina ribosomal 512 de la subunidad 308
Estreptomicina (aminoglicosidicos). (Cromosomica: M. segmentatis, M. tuberculosis)
Mutaciones en el factor de elongacion EF-G
Acido fisico. (Cromosomica: S, Aureus)

Rutas metabdlicas alternativas no blogueadas por el antibidtico
Sulfonamidas (Cromosomica: bacterias entéricas. S. aureus)
A diferencia de las bacterias sensibles a sulfonamidas. las resistentes no requieren el dcido p-aminobenzoico como
precursor para la sintesis de Acido [élico.

Se recoge el mecanismo de resistencia, algunos ejemplos de antibidticos, algunas de las bacterias concretas en las que se ha
descrito y la base genética de la resistencia. |B. subtilis: Bacillus subtilis; M.segmentatis: Mycobacterium segmentatis; M.
Tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis; N. gonorrhoeae: Neisseria gonorrhoeae; P. aeruginosa: Pseudomonas
aeruginosaS. aureus: Staphylococcus aureus; S. pneumoniae: Streptococciis pneumoniae|

tinué Florey quien describié que la exposicién pro-
longada de las bacterias a antibidticos resultaba fre-
cuentemente en el desarrollo de cepas resistentes
[118]. Asi, por ejemplo, en Streptococcus pneumoniae,
la exposicién durante décadas a antibidticos B-lac-
tdmicos resultdé en la adquisicién secuencial de
multiples mutaciones en las proteinas de unién a peni-
cilina. También es el caso de las infecciones hospita-
larias detectadas en 1961 por varias cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina [119].

La resistencia puede tener una base cromosémica,
si se expresan genes reprimidos o se expresa una diana
mutada, o una base plasmidica, en el caso de que el

gen del producto que confiere resistencia esté codi-
ficado en un pldsmido adquirido por conjugacién bac-
teriana. En el proceso de conjugacién, las bacterias
sensibles a antibidticos pueden recibir un pldsmido
que les proporcione resistencia frente a los
antibidticos. Este pldsmido puede contener diferentes
genes que codifiquen la resistencia para mds de un
antibidtico. Esta resistencia puede transmitirse a las
siguientes generaciones ya que los pldsmidos se
heredan. Por ejemplo, el pldsmido RP1 codifica la
resistencia a ampicilina, tetraciclina y kanamicina en
Pseudomonas y en Enterobacteriaceae [120]. Ademas,
diferentes tipos de bacterias pueden emplear distintos
mecanismos de resistencia frente a un mismo farmaco.
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Los mecanismos por los que los microorganismos
pueden adquirir resistencia a los antibidticos son
variados; algunos de ellos se muestran en la Figura 10
y se detallan en la Tabla III. Asi, se puede evitar que el
antibidtico entre en la célula, como las bacterias gram-
negativas (resistentes a la bencilpenicilina por la cons-
titucion de su pared celular impermeable al anti-
bidtico), se pueden alterar las proteinas de unién de
penicilina, o se puede modificar la diana bioquimica
del antibiético. Las mutaciones en proteinas codifi-
cadas por genes cromosdémicos, o la expresién de
genes silenciados, rindiendo proteinas incapaces de
unirse al antibidtico y, por lo tanto, insensibles a su
efecto, pueden también culminar con la resistencia
[121]. Los plasmidos con genes de resistencia a anti-
bidticos pueden codificar proteinas transportadoras
(bombas) que expulsan el antibidtico al exterior limi-
tando la concentracién interior del antibidtico.
También se pueden sintetizar enzimas que degradan o
que modifican al antibidtico, o que lo inactivan por
cambios en su estructura quimica mediante hidrdlisis
del nucleo activo, acetilacion, fosforilacion, etc.

El péptidoglicano componente de la pared bacte-
riana es un ejemplo de diana selectiva por su papel
esencial en el crecimiento y supervivencia de las bac-
terias. Las enzimas que estdn implicadas en su sintesis
y ensamblaje son un blanco excelente para producir
una inhibicién selectiva [54]. Las mds importantes son
las transpeptidasas y las transglicosidasas (dianas de
los B-lactamicos y los glicopéptidos, respectivamente).
En algunos casos, la modificacién en la diana que
genera la resistencia al antibidtico requiere cambios
adicionales en otros componentes celulares para com-
pensar las nuevas caracteristicas de la diana modi-
ficada. Un ejemplo es la adquisicién de una transpep-
tidasa alterada, MecA, en Staphylococcus aureus que
proporciona resistencia a meticilina y a la mayoria de
los B-lactdmicos. Para ejercer su funcién de forma efi-
ciente en la biosintesis del péptidoglicaco, MecA altera
la composicién y estructura del péptidoglicano, lo cual
implica el funcionamiento de otros genes adicionales.
La clase B de las PBP juega un papel importante en la
resistencia a B-lactdmicos en muchas bacterias. En
bacterias gram-positivas la resistencia es debida a la
presencia de una PBP enddgena o adquirida que puede
catalizar, aun en presencia de penicilina, la formacion
de enlaces de entrecruzamiento en el péptidoglicano,
como ocurre con la PBP2a en S. aureus. Sin embargo,

una PBP similar en L. monocytogenes es responsable
de la resistencia a monobactamos y cefalosporinas
pero no a penicilina [122]. En cepas de H. pylori que
carecen de actividad B-lactamasa, se describi6 que en
el fenotipo resistente a amoxicilina estaban implicadas
las PBP [123]. En S. pneumoniae, la resistencia se basa
en la presencia de unas PBP que tienen baja afinidad
por la penicilina [124]. En E. faecium, variantes de
PBP5 con diferente nivel de resistencia a B-lactimicos
se han relacionado con combinaciones de mutaciones
[125]. También se han descrito otros cambios en la
pared bacteriana. Los glicopéptidos antibiéticos, como
la vancomicina, inhiben la biosintesis de la pared bac-
teriana porque se unen no covalentemente a la regién
terminal del peptidil-D-Ala-D-Ala de los precursores
del péptidoglicano. En las bacterias resistentes, el
espesor de la pared se duplica y se sintetizan pépti-
doglicanos con glutamina poco entrecruzados. La van-
comicina quedaria retenida en la pared celular
reduciéndose su concentraciéon efectiva en el cito-
plasma donde estdn sus dianas, las transglicosidasas
[126]. Por otro lado, se pueden modificar los precur-
sores de los péptidoglicanos, con la expresion de genes
que producen una deshidrogenasa (cataliza la transfor-
macion de piruvato a D-Lactato) y una ligasa que sin-
tetiza el D-Ala-D-Lactato, que se incorpora al pépti-
doglicano; a esta region los glicopeptidos se unen con
una afinidad mucho menor [127].

La resistencia a B-lactdmicos [52] puede también
deberse a cambios en la permeabilidad de la pared bac-
teriana al antibidtico, a la existencia y eficacia de los
mecanismos de excrecién del compuesto, a una inacti-
vacién enzimética del antibiético por produccién de 3-
lactamasas (activas frente a penicilinas, cefalospo-
rinas, monobactdmicos y carbepenémicos), a la modi-
ficacién de las PBP (presencia, espectro de accién y
afinidad de las proteinas de unién a penicilina), a mo-
dificaciones en la afinidad del antibidtico por el sitio
activo de la PBP y a cambios en la tolerancia. El prin-
cipal mecanismo de resistencia del Staphylococcus
aureus a la penicilina es la expresién de B-lactamasa
(inicialmente denominada penicilina hidrolasa) que
confiere resistencia frente a penicilinas naturales
(penicilina G) y aminopenicilinas (ampicilina y amo-
xicilina). La actividad de penicilinasa se describi6é en
1940 por Abraham y Chain [128] al observar que un
extracto de E. coli inactivaba soluciones de penicilina.
En 1944 W.M. Kirby observé que la produccién de la
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enzima se correlacionaba con la resistencia a peni-
cilina en extractos de S. aureus [129]. La B-lactamasa
rompe el enlace amida del nicleo B-lactimico de los
antibidticos B-lactdmicos, transforméandolos irre-
versiblemente en compuestos inactivos incapaces de
ejercer su accion antibidtica; esta enzima presenta una
mayor afinidad por el antibidtico que el que éste tiene
por su diana. La expresion de las B-lactamasas puede
ser constitutiva, no requiriéndose la presencia de
inductor por lo que la enzima se encuentra siempre
presente, o inducibles, que estdn codificadas por un
gen sujeto a una represion activa pero que se induce en
presencia de un inductor. Se pueden excretar al medio
(exoenzimas) en bacterias gram-positivas o pueden
quedar en el espacio peripldsmico en bacterias gram-
negativas. Se han descrito numerosas B-lactamasas
que estan codificadas en el cromosoma bacteriano, con
unas caracteristicas que dependen del género, especie
o subespecie de la bacteria, y otras estdn codificadas
en genes plasmidicos. Ciertos antibidticos, como la
ceftriaxona y la ceftazidima son estables en presencia
de B-lactamasas codificadas en genes plasmidicos
mientras que las codificadas en genes cromosémicos,
como en el caso de Enterobacter, son enzimas que
hidrolizan practicamente a todas las penicilinas y
cefalosporinas.

El incremento de cepas productoras de penicilinasa
hizo que en los afios 60 se introdujeran las aminopeni-
cilinas y las cefalosporinas, antibidticos frente a los
cuales también, con el tiempo, se detectaron cepas
resistentes por produccién de nuevas P-lactamasas.
Una solucién que se utiliza para evitar este problema
es realizar el tratamiento combinado del antibitico
con inhibidores de las B-lactamasas, como el dcido
clavulanico.

Para paliar el problema de la resistencia, la
estructura quimica de los antibidticos ha ido mejo-
randose para conseguir una mayor eficiencia, incre-
mentar el espectro de accién y atacar a microorga-
nismos resistentes [107]. Un ejemplo lo constituye la
evolucion de las cefalosporinas. La primera cefalospo-
rina, que tiene efecto bactericida, se aislé de cepas del
hongo Cephalosporium acremonium en 1946 por
Giuseppe Brotzu (1895-1976); las cepas producian
una sustancia eficaz contra la salmonela, Salmonella
typhi, causante de la fiebre tifoidea [130]. La
estructura quimica de las cefalosporinas deriva del

dcido-7-cefalospordnico que, al igual que la penicilina,
tiene un anillo B-lactdmico y, ademds, un anillo
dihidrotiazinico. Su modo de accién se basa en la
inhibicién de la sintesis del péptidoglicano de la pared
celular bacteriana y bloquea la transpeptidacién. En
distintas formulaciones, el nicleo de la cefalosporina
se ha modificado para mejorar sus propiedades y los
derivados activos se han agrupado en ‘“generaciones”
en funcién de sus caracteristicas antimicrobianas; se
han establecido cuatro generaciones. Desde las de
“primera generacion” el espectro de actuacidn se ha
extendido y su potencia es mayor frente a cocos gram-
positivos a microorganismos gram-negativos a la vez
que se ha ido incrementado la resistencia a [-lacta-
masas.

La mayoria de otras clases de agentes antimicro-
bianos actiian sobre dianas que también estdn pre-
sentes en las células de mamiferos pero difieren sufi-
cientemente para conseguir una actuacion selectiva.
Pueden ser proteinas que participan en la replicacién
del DNA, en la transcripcién via RNA polimerasa, en
la segregacién de cromosomas y en el control de su
integridad, y en reacciones metabdlicas esenciales.
Muchas de estas dianas, ya que participan en meca-
nismos vitales para la bacteria, no pueden ser elimi-
nadas o anuladas en las bacterias que adquieren
resistencia a los antibidticos. Los cambios en las
dianas por mutaciones reducen la susceptibilidad al
efecto del antibidtico pero mantienen su actividad
celular. El blanco de las fluoroquinolonas son las
enzimas DNA girasa de bacterias gram-negativas asi
como la topoisomerasa I'V de bacterias gram-positivas.
Mutaciones cromosémicas en subunidades de ambas
enzimas, que disminuyen la afinidad por el antibidtico,
se han detectado en bacterias resistentes a estos
antibidticos. Las mutaciones en la topoisomerasa IV
son mds frecuentes que las que afectan a la DNA ligasa
[131, 132]. Las mutaciones puntuales, deleciones e
inserciones en el gen de la subunidad B de la RNA
polimerasa detectadas en M. tuberculosis producen
resistencia a rifamicinas, antibidticos utilizados contra
la tuberculosis [133].

Los antibiéticos que tienen como diana el ribosoma
interaccionan principalmente con moléculas de RNA,
por lo que alteraciones en estas moléculas por meti-
lacién y mutacién dan también cuenta de la resistencia
de algunos microorganismos a ciertos antibidticos. Los
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macrolidos, como la lincosamida y la estreptogramina
B, se unen a la subunidad 50S del ribosoma inhibiendo
la sintesis de proteinas. Uno de los mecanismos de
resistencia detectados frente a este tipo de antibiéticos
consiste en la modificaciéon del RNA 23S por meti-
lacién o dimetilacion, mediante una adenina N-metil-
transferasa, de las bases adenina criticas para la unién
del antibidtico y que estdn situadas en el inicio del
tinel de la salida del péptido. En segundo lugar, se han
descrito multiples mutaciones en el RNA 23S
préximas a los sitios de metilacion; a éstas hay que
sumar las alteraciones que se producen en las proteinas
L4 y L22 constituyentes de la subunidad 50S del
ribosoma procarionte [134]. Otras mutaciones
descritas relacionadas con resistencia a antibidticos
afectan al RNA 16S y a proteinas de la subunidad
menor del ribosoma, como las descritas en la
resistencia a aminoglicosidicos [121].

Algunas mutaciones en enzimas que catalizan reac-
ciones esenciales del metabolismo microbiano tam-
bién pueden ser causa de resistencia. La mutacién en el
gen dhfr, que codifica a la dihidrofolato reductasa,
genera un cambio en un aminodcido responsable de la
resistencia a trimetoprima. Otras actividades en-
zimdticas también pueden modificarse, como la enoil-
reductasa que participa en la biosintesis de 4cidos
grasos, como se ha descrito en M. tuberculosis.

Ante este panorama complejo, ya que son mdltiples
los mecanismos que explican dicha resistencia, se ha
tratado siempre de desarrollar nuevos antibidticos que
combatan a las bacterias resistentes. La tigeciclina,
bacteriostdtico cuyo uso se aprobd en 2005, es el
primero de una familia de antibacterianos de amplio
espectro: las glicilciclinas, derivadas y estructural-
mente similares a las tetraciclinas. Inhibe la biosintesis
de proteinas por unién a la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano impidiendo la correcta lectura del
RNA mensajero. En ensayos in vitro es activa frente a
patégenos gram-positivos que son resistentes a
multiples drogas, entre ellos Staphylococcus aureus
resistente a meticilina y enterococos resistentes a van-
comicina; su afinidad por el ribosoma es muy elevada
y no es un sustrato de las bombas de expulsién que
extraen a otros antibidticos [135]. Ademas de estu-
diarse posibles modificaciones estructurales de los
antibidticos utilizados terapéuticamente para hacerlos
mas eficaces o para que eviten o combatan la resis-

tencia, otras posibilidades quedan abiertas para la
descripcién de nuevas moléculas, como las implicadas
en la inhibicién del ensamblaje de los ribosomas [136].
La lista de antibidticos que pueden ser descritos, con-
siderando el problema de la diversidad de mecanismos
de resistencia, permanece todavia abierta [110].

VIRUS

Los virus (del latin virus, “toxina” o “veneno”) son
parasitos intracelulares obligados, agentes infecciosos
microscopicos con capacidad para mutar, que infectan
a todo tipo de organismos (animales, plantas, bacterias
y arqueas). Se ha descrito que puede haber del orden
de 10”" virus en la tierra, la mayoria fagos que infectan

Figura 11. Micrograffas electrénicas mostrando diferentes
virus. Imagenes de microscopia electrénica de transmision (A)
del fago S-PM2 de Synechococcus, (B) del virus de la varicela-
zoster o virus herpes humano tipo 3, (C) del virus de la gripe
de Hong Kong (subtipo H3N2) que causé la epidemia de 1968
y (D) del virus de la gripe reconstruido (subtipo H1N1), que
causé la pandemia de 1918 o virus de la gripe espafiola.
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bacterias; en 200 litros de agua de mar existen mas de
5.000 genotipos virales y alrededor de un millén en un
kilogramo de sedimento marino [137]. Su organi-
zacién es simple, acelular y estdn compuestos de
material genético (una o méds moléculas de DNA o de
RNA) vy, a veces, alguna enzima viral, envueltos por
una cdpsida o cubierta proteica formando la nucleo-
cépsida que, a su vez, puede estar recubierta por una
capa o envoltura lipidica. Los viriones (formas o
particulas completas del virus en el espacio extrace-
lular) no tienen capacidad de reproducirse de forma
independiente, necesitan células vivas para su multi-
plicacién. Después de infectar a una célula susceptible,
y una vez en su interior, el material genético de los
virus se replica y, utilizando la maquinaria biosintética
de las células hospedadoras, se obtienen las proteinas
virales. Los componentes virales se ensamblan y se
forma la nueva progenie de viriones.

El tamafio de los virus es variable, desde 10 nm
(algo mayor que un ribosoma) hasta unos 400 nm de
didmetro (equivalente al de las bacterias més
pequeiias). Debido a su tamaiio, para su visualizacién
se requiere utilizar la microscopia electrénica de trans-
misién o de barrido. Segtin su morfologia se clasifican
en icosaédricos (forma poliédrica), helicoidales (simi-
lares a un cilindro hueco), con envoltura (si la nucleo-
cdpsida estd rodeada de una membrana lipidica) y
virus complejos (que contienen otras estructuras adi-
cionales). En la Figura 11 se muestran imdgenes
obtenidas por microscopia electrénica de diferentes
virus. En la pagina web http://www.utmb.edu/ihii/
virusimages/index.shtml se puede encontrar una
coleccién de micrografias electrénicas correspon-
dientes a imdgenes de diferentes tipos de virus
obtenidas por Frederick A. Murphy de la Universidad
de Texas.

Los virus se pueden clasificar atendiendo a la natu-
raleza de su material genético, lo que a su vez condi-
ciona el mecanismo de su replicacién y de sintesis de
RNA mensajero. En la Tabla IV se recoge la clasifi-
cacién de Baltimore, que se basa en estos aspectos y
ordena a los virus en siete clases [138]. Hay virus que
contienen DNA monocatenario (virus pequefilos como
el DNA circular del bacteriofago $X174 o la cadena
simple de los parvovirus), DNA bicatenario (virus bac-
terianos como el fago A o el virus del herpes), RNA
monocatenario [como virus de plantas, virus de la

polio (RNA+), el de la rabia: rabdovirus (RNA-), etc.]
y RNA bicatenario (como reovirus y el fago ¢6). El
tamafio del material genético es muy variable, desde
genomas pequefios (10°Da) a grandes (1,6 x 10% Da), y
contienen la informacién genética para obtener desde
tres o cuatro proteinas a mds de 100. Diversos
ejemplos sencillos pueden ilustrar cémo los bacterio-
fagos transcriben su material genético. Los fagos
0X174 y T4 utilizan directamente la RNA polimerasa
de la célula que infectan, la célula huésped. Los fagos
T7 y T3 cuando infectan a E. coli utilizan la RNA
polimerasa de la bacteria para expresar los genes tem-
pranos; uno de los productos de estos genes tempranos
es una RNA polimerasa viral que se encarga de la
expresion de genes tardios y factores que inhiben a la
RNA polimerasa de E. coli. En conjunto, los virus con-
siguen aduefiarse de la maquinaria biosintética de E.
coli de tal forma que la bacteria no pueda expresar su
genoma y quede supeditada a la expresion del material
genético viral. Otro ejemplo es el fago N4 que, al
infectar a la bacteria, inyecta ademds de su DNA viral,
una RNA polimerasa viral. Por dltimo, el fago QP
inyecta su material genético (el RNA Q) en el que
estd codificada una cadena polipeptidica de 55 kDa
que, junto con tres proteinas de la célula huésped (que
participan en la fase de elongacidén de la biosintesis de
proteinas, los factores EF, Tu y Ts), forman la
holoenzima RNA polimerasa dependiente de RNA o
QP replicasa. Esta replicasa tiene una gran especifi-
cidad por el RNA QP y se encarga de replicarlo.

Dada la diversidad del material genético, la repli-
cacién de su genoma queda condicionado por el tipo
de 4cido nucleico que contenga; este proceso en un
ejemplo de un virus concreto, el virus de la hepatitis C,
se considera posteriormente. De forma general el ciclo
de replicacién o ciclo vital de un virus se puede dividir
en distintas etapas. Los virus dotados de envoltura
pueden entrar en la célula por dos tipos de mecanismos
distintos, unos liberan su genoma en el citoplasma de
la célula diana mediante fusién directa de su envoltura
con la membrana plasmética y otros entran en la célula
mediante diferentes mecanismos de endocitosis antes
de liberar su genoma al citoplasma [139]. Después de
la unidén o adsorcién a la superficie celular e inyeccion
del material genético viral, se produce la replicacién
de éste, la sintesis de las proteinas virales (entre las que
se encuentran las de la envoltura) y su procesamiento,
el empaquetamiento del material genético y el ensam-
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TABLA IV: Clasificacién de Baltimore de los virus

Clase Genoma Sintesis de mRNA/Replicacion Ejemplos
I DNA bicatenario Traduccion directa tras entrada del genoma | Herpesvirus (herpes simple.
viral en ¢l nicleo (excepto Poxvirus, que lo | varicela)
hace enelcitoplasma). Adenovirus
Replicacion directa por polimerasas de la | Papovavirus (virus del
célula infectada. papiloma)
Il DNA monocatenario Requieren la formacion previa de DNA | Circovirus
bicatenario enel nicleo. Parvovims
111 RNA bicatenario Traduccion monocistronica v replicacion en el | Reovirus
citoplasma. Birnavirus
v RNA monocatenario mRNA policistronico idénfico al genoma, que = Astrovirus
hebra (+) s¢ traduce normalmente cnuna poliproteina. Calicivirus
Replicacion en el citoplasma previa sintesis de = Coronavirus (SARS)
lahebra RNA () que se utilizacomo molde. Flavivirus (hepatitis C)
Picornavirus (polio, hepatitis A)
Arterivirus
Togavirus (rubeola)
V RNA monocatenario Transcripcion previa a hebra (+) en el | Arenavirus
hebra (-) citoplasma (genomas no segmentados) o en el | Bunyavirus
micleo (genomas segmentados) por RNA  Ortomixovirus (gripe)
polimerasas dependientes de RN Avirales, Paramixovirus
Replicacion del genoma utilizando como @ (sarampion, VSR) )
molde de hebraRNA (+). Filovirus (virus Ebola ¥
Marburg)
Rabdovirus (rabia)
VI RNA monocatenario Transcripcion inversaa DNA. que seintegraen = Retrovirus (VIH)
hebra (+) el genoma del huésped v es transcrito (v
replicado) por las polimerasas nucleares.
VI DNA bicatenario Transcripcion directa a RNA vy replicacion de | Hepadnavirus
este RNA portranscripcioninversa, (hepatitis B)

blaje de la envoltura proteica y liberacion final de las
particulas virales. Cualquiera de estas etapas puede
considerarse blanco de farmacos antivirales.

Los retrovirus han sido foco de atencién porque son
responsables de enfermedades graves, como algtn tipo
de cancer y del sindrome de inmunodeficiencia adqui-
rida [SIDA, provocada por el virus de la inmunodefi-
ciencia humana de tipos 1 (VIH-1) y 2 (VIH-2)]. Los
virus de la inmunodeficiencia humana atacan a los lin-
focitos T CD4 positivos produciendo su lisis, lo que
provoca una inmunodepresiéon. Los retrovirus con-
tienen como material genético RNA monocatenario
que se replica de una forma particular, a través de la
sintesis de una molécula de DNA de doble cadena,

proceso conocido como la transcripcién inversa. Este
proceso lo realiza la enzima transcriptasa inversa o
retrotranscriptasa, caracteristica de estos virus y que
dirige la sintesis de DNA a través del RNA viral. El
DNA sintetizado se inserta en los cromosomas de la
célula infectada y se transcribe como un gen huésped.

ALGUNOS APUNTES HISTORICOS
SOBRE LOS DESCUBRIMIENTOS DE LOS
VIRUS

En la Tabla V [15, 38, 59-61, 140-170] se recogen
algunos de los descubrimientos, hechos y cientificos
descubridores que han sido clave en el desarrollo de la
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TABLA V: Algunos descubrimientos clave en el desarrollo de la Virologia

SIGLO XVIlI

Describe la vacuna contra la viruela a partir de experimentos que realizo con
gérmenes de la viruela boba (manifestacion leve de vimela que afecta

1796 Edward Jenner mayoritariamente a las ubres de las vacas). Su descubrimiento de la vacuna
’ (1749-1823) antivariolica fue clave para combatir la viruela que, en el siglo XVIIL, era
una de las enfermedades epidémicas con un mayor indice de mortalidad

[15]

SIGLO XiX

ooniR st Ademads de las vacunas frente al colera v el antrax [59, 60]. también
1857-1885 descubre la vacuna contra la rabia, enfermedad causada por un rhabdovirus
(1822-1895)
[61]. (verTablal)

Desarrolla un tipo de filtracion, utilizando filtros con poros mas pequeiios
que el tamafio de una bacteria (“filro Chamberland-Pasteur™), que le
1884 Cm?g;ﬁﬂgg)ﬂm permili6 postular la presencia en el filtrado de un nuevo agente infeccioso,
los virus. Trabajé enlaesterilizacion de medios de cultivo loque, en 1879. le

llevé ainventarel autoclave.

Uno de los primeros cientificos que evidenciaron la exisiencia de unos

nuevos patogenos infecciosos. Descubrid unas particulas minisculas

responsables de la enfermedad del mosaico del tabaco (de extractos de hojas

Dimitri Ivanovsky molidas de plantas de tabaco) que atravesaban los filtros de porcelana. algo

1892 (1864-1920) que las bacterias no podrian hacer. Los extractos de hojas molidas de plantas

de tabaco infectadas todavia eran infecciosos después de filtrarlos.

Ivanovsky sugirio que la infeccion podria ser causada por una toxina

producida por las baclerias. aunque no encontro la bacteria responsable
[140].

Considerado uno de los fundadores de la Virologia, pionero de la
Microbiologia por sus estudios sobre la naturaleza de los virus, Demostro a
partir de los experimentos de Ivanovsky que el agente patogeno responsable
Martinus Willem Beijerinck de la enfermedad del mosaico del tabaco de las plantas es mucho mas

15 (1851-1931) pequefio que una bacteria, por su cardcter filtrable y por no ser visible enel
microscopio. Al agente infeccioso que denomin6 “virus filtrable™ lo bautizo
como Comtagiwm Vivum Fluidum o “germen viviente soluble™ [141]
(actualmente se conoce como el virus del mosaico de tabaco).
Friedrich August Johannes Descubrimiento del agente que causa la ficbre aftosa el aphthovirus, virus
1898 Loeffler perteneciente a la familia Picornaviridae [142, 143]. Ademas descubrid la

(1852-1915) bacteria causante de ladifteria (Tabla ).

SIGLD XX

Dirigio el equipo que confirmo la teoria, expuesta por primera vez en 1881

1900 Walter Reed por Carlos Finlay (1833-1915) (teoria metaxénica de transmision de
(1851-1902) enfermedades por agenies biologicos), de que la fiebre amarilla, que es
causada por virus de la familia /- laviviridae, se transmite por mosquitos.
Uno de los primeros en trabajar con éxito con cultivos celulares; utiliza
Ghaiivi . métodos asépticos. Se considera uno de los padres de los cultivos celulares
1907 Biws iLip Harison in vitro. Mantiene en cultivo fragmentos de cresta neural de embriones de

1870-1959 : pis . : : ;
( ) rana durante varias semanas utilizando como nutriente un coagulo linfatico

[144]. Los cultivos celulares han sido claves para la produccion de virus.
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En 1910 describe un sarcoma de pollo que puede ser propagado
transplantando sus células en otros hospedadores. induciéndose tumores
$ancts Birvionous Il--15]_ Mas tarde se demosird que esas células conl::n_ian un virus {.ie RNA
1911 “379_'10?0) (virus del sarcoma de Rous). el primer virus oncogénico, un retrovirus que
causa sarcoma en pollos. En 1966 fue galardonado con el premio Nobel de
Medicina o Fisiologia por “el descubrimiento de virus con capacidad de
inducir tumores™.
Edna Steinhardt, Utilizaron el método de cultivo de tejidos en linfa (descrito por Harrison)
1913 Clara Israeli para cultivar el virus vaccinia (virus vacuna, poxvirus) en fragmentos de
v Robert A. Lambert tejido corneal de congjos [ 146].
Describid. infectando cultivos de bacterias en placas. un “microbio
invisible. antagonico del bacilo de disenteria™ que infectaba v mataba
1915-1917 Félix d 'Herelle bacterias. al que denomino fago. Es el descubridor de los virus que infectan
(1873-1949) bacterias (bacteriofagos). Afirmé que los fagos se¢ reproducen
“alimentandose™ de las bacterias [147]. Inventor de la terapia fagica. un
arma contra las enfermedades bacterianas y alternativa a los antibioticos.
Mgjord el método de cultivo de tejidos desarrollado por Ross Granville
Al Caitiiel Harrison, usando suero sanguinco en lugar de linfa. Ademas. demuestra que
1917 ( 1873-194 1) los virus pueden ser crecidos en cultivos de tejidos. En 1912 recibe el premio
Nobel de Medicina o Fisiologia por “sus trabajos sobre sutura vascular v
trasplante de vasos sanguincos y organos”,
Descubren de forma independiente ¢l fenomeno que Bordet denomind
Jules Bordet lisogenia. Este describe que algunos cultivos de bacterias exhiben autolisis
1935 (1870-1961) transmisible. lo que le hizo pensar que era una caracteristica heredada
v Oscar Bail (vision lamarckiana). Da nombre al fenémeno pero no lo relaciona con
(1869-1927) virus. Bail demuestra. estudiando la cepa 88 de /. coli, que la lisogenia es
producida por clones que producen fagos.
En 1927 refuto la idea de que la fiebre amarilla era causada por una bacteria;
un aio después se identificé como agente patdogeno a un virus. En 1928
1928 Max Theiler mostro que los virus de Africa y Suddfrica eran idénticos
- (1899-1972) inmunolégicamente. En 1937 desarrolld la vacuna 17D contra la ficbre
amarilla. Fue premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 1951 por “sus
descubrimientos acerca de la fiebre amarilla v como combatirla™,
Hugh Bethune Maitland Cultivaron el virus vaccinia en suspensiones de rifiones troceados de gallina
1928 (1895-1972) [148]. Su método no fue usado hasta 1950 cuando se empezo a cultivar
v MaryCowan Maitland poliovirusa granescala para la produccion de vacunas.
Desarrollé métodos para el cultivo de virus utilizando embriones de pollo y
1931 Ernest William Goodpasture huevos fertilizados de gallina [149]. Este méiodo permitio el desarrollo de
(1886-1960) vacunas contra diferentes enfermedades (gripe, varicela. viruela v ficbre
amarilla).
Junto a Max Knoll (1897-1969) inventd el microscopio electronico. En
1986 recibid el premio Nobel de Fisica. “por su trabajo fundamental en la
2 optica de electrones y por el disenio del primer microscopio™. que compartié
1931 Bt Auﬁlgl,(ir;ggg;: hRuska con Gerd Binnig (1947- ) v Heinrich Rohrer (1933- ) “por su diseiio del
microscopio de efecto tinel”. Fue uno de los primeros cientificos que
visualizd y estudid estructuras submicrocopicas, como virus. por
microscopiaelectronica [ 150].
Sus investigaciones sobre el virus causante de la enfermedad del mosaico
Wendell Meredith Stanley del tabaco le _llc-.-amn al aislamiento y cristalizacion del virus [151]. FL_1c
1935 (1904-1971) ? galardonado. junto con John Howard Northop (1891-1967), con ¢l premio
Nobel de Quimicaenel aio 1946 por “la preparacion de enzimas y proleinas
virales enuna forma pura”™.
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Frederick Charles Bawden
(1908-1972)

Pioneros en la investigacion sobre virus de plantas. Obtienen diferentes
fracciones de hojas infectadas con el virus del mosaico del tabaco que

1937 y Norman Wingate Piric [d)iﬁcrqg en su infcc!i\-'idzld.._propicdadcs fisicas vy compogici{ifl quimica,
(1907- 1997) cscriben que el virus estd compuesto por nucleoproteina v un cido
nucleico quees RNA [152].
John ([l);[sll;l_{i];%ﬁeml Realizan estudios fisicos sobre el virus del mosaico del tabaco. Pioneros en
1941 : la difraccion de myos X: aportan las primeras imagenes del virus del
¢ Isidor Fankuchen mosaico del tabaco cristalizado [153.154]
(1905-1964) ¢ s
John Franklin Enders Descubren que el virus de la polio es capaz de multiplicarse en cultivos de
(1897-1985). células de origen no neuronal siendo la primera vez que se cultivaba unvirus
1949 Thomas Huckle Weller sin utilizar tejidos animales solidos o huevos [155]. Recibieron el premio
(1915-2008) Nobel de Medicina o Fisiologia en 1954 por “sus descubrimientos sobre la
y Frederick Chapman Robbins | capacidad del virus de la poliomiclitis para crecer en cultivo de varios tipos
(1916-2003) de tejidos™.
Mosird que las bacterias lisogénicas pueden crecer v dividirse sin liberar
fagos al medio de cultive ya que €stos s¢ encuentran en forma de precursor
no infeccioso (al que denominéd profage). La lisis de algunas de cstas
1950 André Michael LwofT bacterias lisogénicas se induce cuando se estimulan (p.e. con luz
(1902-1994) ultravioleta) para producir fagos. Junto con Frangois Jacob (1920-) y
Jacques Monod (1910-1976), recibié en 1965 el premio Nobel de Medicina
o Fisologia por sus “descubrimicntos sobre el control genético de las
enzimas v lasintesis de virus™.
Demostraron con ¢l denominado experimento Hershev-Chase que el DNA
) ) era el material genético del fago T2 v que ese material. el DNA., era
Akred Day Hershey vodbicido 66 1o cdinas lmésged bacterianas (E. coli) [156]. En 1969
. (1908-1997) fe ; 5 : i
1952 v Martha Chase Hershey fue (.ils!mguldo con el premio Nobcl en FlSlOl(.)glﬂ‘D Medicina por
" (1927-2003) “sus descubrimientos acerca del mecanismo de la replicacion v estructura
’ genética de virus”. El premio fue compartido con Delbruck v Luria. (ver
Tablal)
Liderd trabajos pioneros relacionados con la estructura del virus del
1955 Rosalind Franklin mosaico de tabaco. Basindose en imdgenes de J.D. Bernal e [. Fankuchen
- (1920-1958) describe la estructura completa del virus. Propuso que el virus era hueco e
hipotetizo que el RNA del virus erade hebrasencilla [157].
1955 Jonas Edward Salk Desarrollo la primera vacuna eficaz frente a la poliomelitis [38]: se
z (1914-1995) denoming vacuna Salk.
Heinz Fraenkel-Conrat Demostraron que el RNA era el material genético del virus del mosaico del
1955 (1910-1999) tabaco. Describicron que podria crearse un virus funcional a partir de RNA
v Robley Cook Williams purificado v proteinas de la envoltura. En 1960 publican la secuencia de la
(1908-1995) proteina del mosaico del tabaco (158 aminodcidos).
Identifico el virus de la hepatitis B y. posteriormente. desarrollo una vacuna.
1963 Baruch Samuel Blumberg Fue premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 1976 junto con D. Carleton

(1925-)

Gajdusek (1923-2008) “por sus descubrimientos relacionados con nuevos
mecanismos para el origeny diseminacion de enfermedades infecciosas™.
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Max Ludwig Henning Delbriick
(1906-1981).
Alfred Day Hershey

Trabajos sobre los bacteriéfagos. mecanismo de replicacion de los virus y su
estructura genética. v sobre la implicacion de la mutacién genética en la

1969 (1908-1997) resistencia bacteriana. Recibieron el premio Nobel de Medicina o Fisiologia
ySalvadsr R [inka en 1969 por “sus descul::nm;emos acerca del mecanismo de la replicaciony
- (1912-1991) estructura genéticade virus™ [138].
David Baltimore Descubrimiento de retrovirus, de la transcriptasa inversa (que transcribe ¢l
(1938-). RNA a DNA) en retrovirus v la propuesta de que los virus pueden
1965-1970 Howard M. Temin, desempeiiar un papel destacado en la génesis del cancer [159-161]. En 1975
; (1934-1994) recibieron el premio Nobel de Medicina o Fisiologia por “sus
v Renato Dulbecco descubrimientos acerca de la interaccion de virus oncogénicos y el material
(1914-) genéticode lacélula™,
Demuestran que los oncogenes virales proceden de proto-oncogenes
John Michael Bishop cclu]arcg'lransl"ummdos 116_2|. Con sus_hal]u?.gos se pudo comprender la
(1936-) produccion de tumores malignos a partir de cambios que se producen en
1976 v Harold E. Varmus genes normales de una célula. que no solo son producidos por virus. sino que
g (]9};}_) también pueden ser producidos por radiaciones. sustancias quimicas, ctc.
’ Recibieron el premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 1989 por “el
descubrimiento del origencelularde los oncogenes retrovirales™,
wmﬁlgzjé_iuuer Obtencionde la primera vacuna rec-:?mb inante contra la hepatitis B obtenic}a
1982 Bejamin D. Hall en !ew:-'a{lura [163. 164]. Colaboracion con los laboratorios de in\-'esllgagian
¥ Niaiirics R Hillsstian virologica de lacompaiiia Merck v. posteriormente, con la compaiiia Chiron
(1919-2005) Corp. fundada por Rutter.
Desarrollo de la microscopia electronica cristalografica para observar
1982 Aaron Klug estructuras viricas, por lo que le concedieron en 1982 el premio Nobel de
(1926-) Quimica por “el desarrollo de métodos cristalograficos para descifrar los
complejos proteinicos de los acidos nucleicos”.
L. Montagnier con su equipo, del que formaba parte Francoise Barré-
Sinoussi. en el Instituto Pasteur para investigar la entidad patologica
responsable del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) aisla en
1983 el primer virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Robert Gallo
Luc Montagnier (1937- ) lo describe en 1984, Ese afio Montagnier caracteriza biologica y
1983-19806 (1932-) molecularmente al virus y confirma al VIH como agente causante del SID A,

En 1985 describen un test para detectar en sangre anticuerpos del virus v en
1986 aislan el segundo virus VIH-2. Junto con Harald zur Hausen (1936-) v
Frangoise Barré-Sinoussi (1947-) recibe el premio Nobel de Medicina o
Fisiologia en 2008 por~el descubrimiento del virus de la inmunodeficiencia
humana™ [165, 166].

George H. Hitchings
(1905-1998)

Describieron drogas ttiles para el tratamiento de enfermedades como la
leucemia. los desordenes autoinmunes. la malaria. las infecciones
bacterianas y las infecciones virales (entre otros. aciclovir para tratar los

1988 Gertrude Belle Elion herpesvirus o azidotimidina frente al VIH). Junto a Sir JE]I:I’IES W. Black
(1918-1999) (1924—2[}](])‘ rcplbcn el premio ]\‘iobc‘l de Medicina o Fisiologia en 1988 por
“el descubrimiento de principios importantes para el tralamiento con
farmacos™.
Peter Charles Doherty Recibieron el premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 1996 por “sus
1996 (1940-) descubrimientos sobre la respuesia inmunitaria de las células frente al
y Rolf M. Zinkernagel ataque de organismos infecciosos”. concretamente por sus hallazgos sobre
(1944-) como el sistema inmunitario reconoce a células infectadas porvirus,
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Aio* Investigador Descubrimiento
Proponen un mecanismo dependiente de una secuencia especifica para la
Andrew Z. Fire silenciacion post-transcripcional de genes. Esta se inicia por un dsRNA
1998 (1959-) andlogo que contiene alguna secuencia semejante a la del mRNA del gen
y Craig C. Mello cuya actividad va a ser suprimida [167]. Recibieron el premio Nobel de
(1960-) Medicina o Fisiologia en 2006 por “el descubrimiento del RNA de

interferencia-silenciacion génica por RNA de doble cadena™.

SIGLO XXI

Xeamp:theng L En Asia se detectan casos de la gripe aviar producida por el subtipo HPAI A
2003 Hioh e H5N1) del virus Influenza A d itirse l hombre [168, 169
y colaboradores (H5N1)del virus Influenza A, que puede transmitirse al hombre [ 168, 169].
Recibid el premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 2008 (junto a
Hiisald ziie Hiiiseii Franc_oise Ban‘é-Sin_oussi y Luc Montagnier) por “e} descubrimienlg de que
2008 (1936-) el virus del papiloma humano causa el cdncer cervical”. Este
: descubrimiento ha permitide el desarrollo de una vacuna frente a esta
enfermedad.
Yasiski Tiok Cammeﬁzaci@r! in vivo e in vitro del virus de la gripe A c;e la cepa HIN1
2009 ook beadires (Orthomyxoviridae) responsable del brote de gripe porcina detectado en

México [170].

(*) El aio indicado puede hacer referencia a la fecha del descubrimiento, al afio de publicacion de los resultados, o biena la coneesion del premio

Nobel.

Virologia. En ella también se incluyen los descubri-
mientos y trabajos que han permitido a algunos de los
investigadores ser galardonados con los premios
Nobel por sus contribuciones a la elucidacién de la
naturaleza quimica del material genético de los virus,
descripciones de nuevos virus, a su estudio genético, a
las bases moleculares de su replicacién y, en dltimo
término, a la elaboracién del concepto moderno de
virus asi como al desarrollo de agentes antivirales
[171-174]. Como se ha comentado para la Tabla I,
otros nombres deberian ser incorporados pero la
seleccion estd basada en criterios personales y en los
limites que impone un tema amplio como el aqui pre-
sentado. El nimero de publicaciones desde mediados
del siglo XX y lo que llevamos de este siglo sobre este
tema es abrumador e imposible de recopilar. Las cifras
reflejan el exhaustivo nimero de publicaciones que
incluyen el término virus en los afios 2007, 2008, 2009
y el primer trimestre del 2010 son, respectivamente,
29.521, 30.643, 31.694 y 9.389, y el de las que con-
tienen el término antiviral 4.658, 4.579, 4.940 y 1.378.
Frederick A. Murphy, de la Universidad de Texas, ha
recopilado datos sobre los hechos y descubrimientos
sobre los que se fundamenta la Virologia (desde el afio
400 a.C. hasta el afio 2008); estos datos se pueden con-

sultar en la pdgina web http://www.utmb.edu/ihii/
virusimages/index.shtml.

Los comentarios que a continuacién se presentan
son simplemente algunos de los apuntes que se podrian
seleccionar. Los efectos de los microorganismos como
agentes causantes de enfermedades se conocian desde
la antigiiedad, como por ejemplo la manifestaciéon de
la enfermedad de la rabia. Una de las descripciones de
la rabia que realiza Celso, médico del siglo I, en su
libro De medicina, es: “Especialmente en el caso en
que el perro esté rabioso, el virus debe ser drenado con
una ventosa de vidrio.”, aunque aqui el significado del
término virus es veneno. Asi, aunque los virus no son
un fenémeno moderno, desde mediados del siglo XX
el conocimiento sobre sus propiedades bioldgicas,
quimicas y fisicas ha avanzado considerablemente. En
1939 se publica la primera revista cientifica dedicada
exclusivamente a la Virologia (Archives of Virology) y
en 1953 Salvatore Luria publica el primer texto de
General Virology. Desde el descubrimiento en 1892 de
los virus filtrables, y paralelo al desarrollo tec-
nolégico, se produce un despegue entre los afios 1950-
1960 que llega hasta lo que en nuestros dias es la
moderna Virologia [175]. Un hecho histérico da
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cuenta de la repercusiéon que pueden tener las epi-
demias. Se ha propuesto que la conquista del Imperio
Azteca de México por Hernan Cortés pudo ser posible
porque una epidemia de viruela destruy6 la ciudad de
México; el virus pudo llegar con las tropas de relevo
enviadas a Herndn Cortés en 1520. Ademads, las conse-
cuencias devastadoras de la viruela en las colonias
espaiolas fue tan grande que, en 1803, el Rey Carlos
IV organizé lo que se denomind la Real Expedicién
Filantrépica de la Vacuna, conocida como Expedicién
Balmis, que duré més de diez afios. Esta se gestd por
los consejos que recibid Carlos IV del médico de la
corte Francisco Javier de Balmis, que conocia los tra-
bajos de Jenner y que abogaba por una vacunacion
masiva de nifios a lo largo del imperio y en todos los
dominios de Ultramar. Para que la vacuna resistiese en
perfecto estado todo el trayecto, llevaron en el viaje a
nifios que se iban pasando cada cierto tiempo la vacuna
de uno a otro mediante el contacto de las heridas. El
impacto de la viruela y su vacuna fue tal, que en 1805
se promulga una Real Cédula por la que se mandaba
que en todos los hospitales se destinase una sala para
conservar el fluido vacuno.

El desarrollo de la Virologia fue lento dadas las
dificultades que presentd el cultivo de los virus. A
diferencia de las bacterias y otros microorganismos,
los virus son incapaces de multiplicarse en los medios
de cultivo, requieren infectar a una célula viva (células
de mamiferos, plantas, hongos o bacterias) como
hospedadora para proliferar y producir nuevas
particulas viricas (viriones). Inicialmente se recurrié a
un método indirecto de trabajo, a la experimentacién
con animales y plantas para reproducir enfermedades
virales; ello también fue aportando informacién sobre
las propiedades y la naturaleza de los virus. A finales
del siglo XIX, los virus eran definidos en términos de
su filtrabilidad, infectividad y su necesidad de hués-
pedes vivientes, pero s6lo podian multiplicarse en
plantas y animales.

Las técnicas de cultivo celular han sido, y son, un
instrumento valioso en el proceso de propagacién de
virus y un soporte inestimable para la investigacién en
Virologia. Al desarrollarse la metodologia del cultivo
celular, inicialmente cultivo de fragmentos de tejidos y
posteriormente de células, se pudieron utilizar estas
técnicas para la propagacion de los virus. Las dificul-
tades técnicas se fueron subsanando a principios del

siglo XIX con Alexis Carrel (premio Nobel de
Medicina o Fisiologia en 1912 por su trabajo en sutura
vascular y trasplante de érganos), quien establecio los
principios del cultivo de tejidos. Ademads, fijo las bases
de una técnica aséptica para prevenir las contamina-
ciones de los cultivos por microorganismos, los cuales
se multiplican rdpidamente destruyendo el tejido y
agotando los nutrientes requeridos para su creci-
miento. En 1907, Ross Glanville Harrison, conside-
rado como el padre del cultivo de tejidos, desarrollé un
método para cultivar tejidos en linfa [144]. Steinhardt,
Israeli y Lambert en 1913 [146], utilizaron este
método para cultivar el virus vaccinia en fragmentos
de tejido corneal de cobaya. Posteriormente quedd
demostrado que los virus podian multiplicarse en cul-
tivos de tejidos y de células, lo que permitié la
obtencion de virus y su purificacion para la obtencién
de vacunas; los cultivos también se utilizan para
obtener virus mutados. En 1925 Frederick Parker y
Robert N. Nye publicaron el cultivo del virus vaccinia
y del herpes [176, 177] y en 1928, Hugh B. Maitland y
Mary C. Maitland cultivaron virus vaccinia en suspen-
siones de rifiones troceados de gallina [148], aunque su
método no fue adoptado hasta 1950 cuando se empezd
a cultivar poliovirus a gran escala para la produccién
de vacunas. Otro avance se produjo en 1931, cuando
Ernest William Goodpasture cultivo el virus de la gripe
y otros virus en huevos fertilizados de gallina [149].
Uno de los primeros virus considerados y més estu-
diados, desde 1892 por Dimitri Ivanovsky [140] hasta
mediados del siglo XX, ha sido el virus del mosaico
del tabaco, que fue cristalizado por Wendell M.
Stanley en 1935 [151], describiéndose poco después su
composicién en proteinas y 4cidos nucleicos,
obteniéndose las primeras imdgenes por difraccién de
rayos X y determinandose su estructura en detalle.

Una nueva época en la historia de la investigacion
del virus se inicia en 1949 cuando John Enders,
Thomas Weller y Frederick Robbins consiguieron
propagar con éxito del virus de la poliomielitis en los
cultivos de células no neuronales, siendo la primera
vez que se cultivaba un virus sin utilizar tejidos ani-
males sélidos o huevos fertilizados [155], recibiendo
los tres el premio Nobel de Medicina o Fisiologia en
1954 por estos descubrimientos. En la concesion del
premio Nobel se menciond la importancia de estos cul-
tivos para la produccién de vacunas. En realidad, fue la
primera oportunidad para producir virus inactivados,
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lo que permitié a Jonas E. Salk generar una vacuna
efectiva contra la poliomielitis en 1955 [38]. Fue uno
de los primeros ejemplos de virus producidos en masa
usando técnicas de cultivos celulares; los virus fueron
cultivados en células Vero y, posteriormente, se inac-
tivan con formol. A pesar de la importancia de este
descubrimiento, las contribuciones de Salk y Sabin al
desarrollo de vacunas contra la polio no fueron recono-
cidas con un premio Nobel [178].

La segunda mitad del siglo XX es, hoy por hoy,
considerada como la edad de oro de la Virologia; se
reconocieron mas de 2.000 virus que infectan a
especies animales, a plantas y a bacterias. Actualmente
en las condiciones adecuadas se pueden generar virus
enteros, virus recombinantes o productos virales en
células diferentes a los hospedadores naturales.
Algunos hitos importantes durante estos afios fueron
los descubrimientos del arterivirus equino y del pes-
tivirus que causa la diarrea bovina (1957), y del virus
B de la hepatitis por Baruch Blumberg (1963). En
1965, Howard Temin describe el primer retrovirus
[160]. La transcriptasa inversa, que convierte el RNA
en DNA, la enzima clave de los retrovirus, se describe
en 1970 independientemente por Howard Temin y
David Baltimore [159, 161]. Los dos compartieron el
Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 1975, con
Renato Dulbecco, por su descubrimiento. En 1983 el
laboratorio de Luc Montagnier aisla el retrovirus VIH
[165]. Otro de los virus estudiados ha sido el virus
humano del papiloma (familia de virus heterogénea)
que ya desde su descubrimiento se postuld su posible
papel en el carcinoma de cuello de utero (cancer cer-
vical) y en otros tipos de cdncer anogenitales, de
cabeza y cuello, asi como cutdneos. Los tipos 16 y 18
se identificaron en 1983 y se elaboraron vacunas frente
a ellos como primera medida preventiva; el 16 estd
presente en el 50% de las biopsias de céncer cervical y
el 18 en el 20% [179]. Estos estudios también fueron
premiados con el Nobel en Medicina y Fisiologia en el
2008 a Harald zur Hausen.

La investigacion sobre los mecanismos de enfer-
medades causadas por infecciones virales permiti6 la
elucidacion de su patogénesis asi como el desarrollo de
métodos novedosos de diagndstico basdndose en téc-
nicas de Biologia Molecular e Ingenieria Genética.
Ello, a su vez, facilitd la identificacioén de nuevos tipos
de virus a partir de los afios 80 del siglo pasado. Al

progreso contribuyeron las diferentes técnicas de
microscopia electrénica, la difraccién de rayos X y los
andlisis bioquimicos e inmunolégicos. Entre los
hechos sobresalientes destaca la invencién del micro-
copio electrénico en 1931 por Ernst Ruska y Max
Knoll que permitieron disponer de las primeras ima-
genes de los virus [150], las primeras imdgenes por
difraccion de rayos X obtenidas por Bernal y
Fankuchen en 1941 [153, 154] y las de Rosalind
Franklin, quien describi6 la estructura completa de un
virus en 1955 [157]. Por otro lado, los cultivos celu-
lares contindan ain hoy adaptdndose a los requeri-
mientos de la investigacion sobre el crecimiento de
virus, su patogénesis, las interacciones virus-célula
huésped, y para el andlisis de la eficacia de agentes
antivirales. A modo de ejemplo, se utilizan cultivos
organotipicos tridimensionales de células de epitelio,
modelo que reproduce el proceso de diferenciacion de
los queratinocitos y que refleja la situacién in vivo, con
el fin de conocer mas a fondo el proceso de patogé-
nesis de virus (como el papillomavirus, herpesvirus y
parvovirus) que infectan los epitelios [180].

ANTIVIRALES

Aunque frente a algunos virus hay vacunas que son
efectivas, en muchos casos se requiere una terapia
antiviral, por lo que el desarrollo de firmacos antivi-
rales es un requisito imprescindible en la lucha frente a
los virus. Sin embargo, la obtencién de farmacos
antivirales para erradicar las infecciones virales es mds
dificil que la de los antibidticos, ya que los virus, para
reproducirse, necesitan utilizar la maquinaria biosin-
tética de las células que infectan. Por ello, la quimio-
terapia antivirica afronta importantes obstdculos, como
por ejemplo la selectividad del compuesto con una
citotoxicidad reducida para la célula huésped e inhibir
especificamente una o més etapas del ciclo replicativo
de los virus. Esto supone buscar un blanco vulnerable
entre los procesos y moléculas que participan en el
ciclo vital viral. Otro problema adicional es disponer
de un sistema modelo para poder evaluar las nuevas
drogas. Al igual que en el caso de los antibidticos, y
dado que también se han descrito resistencia a algunos
farmacos antivirales y transmisién de virus resistentes
a drogas, el desarrollo de nuevos compuestos no cesa.
La revista Antiviral Research ha dedicado un niimero
especial (enero de 2010; “Twenty-five years of anti-
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TABLA VI: Agentes quimioterapéuticos activos contra los virus

Anticuerpos
Anticuerpo monoclonal humanizado (Palivizumab): neutraliza la adsorcion viral (virus respiratorio sincitial).

Receptores solubles
CD4 recombinante soluble: se comporta como un inhibidor competitivo del receptor celular de la proteina gp120 del VIH.
Inhibe la adhesiondel virusa la célula. (VIH)
CD4-Ig2 (PRO542): forma tetramérica del antigeno CD4 soluble recombinante fusionade a una inmunoglobulina para
aumentar su estabilidad: tiene una alta afinidad por la proteina gp120. Inhibidor competitivo (VIH)

Péptidos modificados
Enfuvirtide (T-20): péptido inhibidor de la fusion por interaccion con la proteina transmembrana viral gpd1. que esta
implicada en la formacidén del poro en la membrana de la célula infectada.

Aniilogos de nucledsidos v nucledtidos
Inhibidores de la DNA polimerasa viral, Se incorporan al DNA que se estd biosintetizando v provocan laterminacion de la
cadena:

Ganciclovir: andlogo de 2'-desoxiguanosina [9-( 1. 3-dihidroxi-2-propoximetil) guanina| (citomegalovirus)
Cidofovir: analogo de la desoxicitidina monofosfato [ 1-(3-hidroxi-2-fosfonilmetoxipropil) citosinal.
Requiere la formacion in vive del difosfato de cidofovir. Activo frente a un amplio espectro de virus DNA como
citomegalovins,

Antirretrovirales, Inhibidores de la transcriptasa inversa. Se incorporan al DNA que se esta biosintetizando v provocan la
terminacionde la cadena;

Aciclovir; analogo de guanosina [9-(2-hidroxictoximetil) guanina| (virus herpes humano)

Ribavirina: andlogo de 2'-desoxiguanosina [ 1-([-D-Riboluranosil)-1.2 4-triazol-3-carboxamida|). Amplio especiro
de actuacion antirretroviral v frente a virus DNA,

Zidovudina (AZT): analogo de timidina (3'-azido-2'.3'-didcoxitimidina). Primer antirretroviral aprobado por la FDA
frenteal VIH (1987).

Didanosina. didesoxiinosina o ddl: andlogo de inosina (2'.3'-didesoxiinosina). Segundo antirretroviral aprobado porla
FDA frente al VIH (1991),

Zalcitabina (ddC); analogo de 2'-desoxicitidina (2'.3'-didesoxicitidina) Tercer antirretroviral aprobado por la FDA
frenteal VIH (1992).

Estavudina (d4T): anilogo de timidina (2'.3'-dideshidro-3'-desoxitimiding) Cuarto antirretroviral aprobado por la
FDA frente al VIH (1994).

Lamivudina (3TC): andlogo de citidina (2'.3'-didesoxi-3'-tiacitidina). Requicre la formacion de la forma trifosfato.
Empleado frente al virus de la hepatitis B y quinto antirretroviral aprobado por la FDA frente al VIH (1995).

Tenofovir: analogo de la adenina 5'-monofosfato (nucledsido fosfonato aciclico). Se emplea bajo 1a forma disoproxil
fumarato que se transforma enel organismo a tenofovir. Antirretroviral aprobado porla FDA frente al VIH (2001),

Aminas sintéticas
Amantadina (amina primaria triciclica) v rimantadina: bloquean la penetracion del virus v la pérdida de la cubicrta de las
particulas virales (descapsidacion del virus) (virus gripe A).

Anilogos de fosfato
Acido fosfonoférmico (foscarnet): inhibidor de la transcriptasa inversa y de las DNA polimerasas virales porunional sitio
del pirofosfato. Activo frente a retrovirs (VIH) v virus DNA (citomegalovirus y otros herpesvirus),

Inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa inversa
Nevirapina: |1-ciclopropil-3,11-dihidro-4-metil-6H-dipirido(3.2-b:2'.3"-e)(1,4) diazepin-6-ona]. Primer inhibidor no
andlogo de los nucledsidos aprobado por la FDA frente al VIH-1 (1996).

Inhibidores de la proteasa
Inhiben a la proteasa del VIH implicada en el procesamiento de la poliproteina.
Saquinavir; primer firmaco de este tipo aprobado por la FDA frente al VIH (1995),
Ritonavir e indinavir: aprobados por la FDA en 1996.
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Inhibidores de la integrasa

Bloqueo de la integracion del material genético viral en los cromosomas humanos (VIH).
Raltegravir o MK-0518: antirretroviral aprobado por la FDA frente al VIH (2007),

Interferones

papiloma.

sobre algunos herpesvirus.

Actian en dos niveles: porun lado induce proteinas que inhiben la replicacion virica encélulas aun sanas v, por otro lado.
favorece la destruccionde las células va infectadas por los linfocitos NK (Natural Kifler).
Interferon oo se ha empleado para el tratamicnto de la hepatitis B v C y en algin caso de infeccion por el virus del

Interferon 3: se ha ensayado su efecto sobre coronavirus causantes de SARS (Sindrome Respiratorio Agudo Severo) y

RNA antisentido

frente a retinitis causada por citomegalovirus.

Formivirsen: oligonucledtido antisentido de 21 nucledtides con enlaces fosforotioato resistentes a nucleasas. Bloquea la
traduccion del mRNA viral. Fue el primer antiviral de este tipo aprobado por la FDA (1998). Utilizado sobre todo

FDA: “Food and Drug Administration” de los EEUU
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Figura 12. Estructuras de diferentes f&rmacos antivirales. Se
recogen las férmulas de diferentes farmacos antivirales,
inhibidores enzimaticos de la transcriptasa inversa andlogos de
nucledsido (aciclovir, didanosina, zidovudina o AZT, ribavirina y
emtricitabina), no nucleosidicos (neviparina), aminas sintéticas
(hidrocloruro de amantadina), analogos de nucleétidos (teno-
fovir) e inhibidores de la integrasa (raltegravir).

retroviral drug development: progress and prospects’)
a los hitos en la investigacion, desarrollo y terapia
antirretroviral con motivo del 25 aniversario del des-
cubrimiento de este tipo de drogas [172].

En la Tabla VI se recogen algunos de los agentes
quimioterapéuticos activos contra los virus en funcién
de su naturaleza, del proceso que bloquean y algunos
ejemplos de virus sobre los que son efectivos. En la
Figura 12 se muestran estructuras de diferentes far-
macos antivirales como algunos andlogos de nucle6-
sido que inhiben a la transcriptasa inversa (aciclovir,
didanosina, zidovudina o AZT, ribavirina y emtrici-
tabina), un andlogo no nucleosidico (neviparina), una
amina sintética (hidrocloruro de amantadina), un
andlogo de nucleétido (tenofovir) y un inhibidor de la
integrasa (raltegravir). Algunos de estos farmacos
pueden utilizarse en una terapia combinada si no hay
interacciones entre ellos, consiguiéndose una mayor
efectividad del tratamiento.

El primer farmaco antiviral aprobado en 1963, y
utilizado en el tratamiento tépico del virus del herpes
simple y zoster, fue la idoxuridina. Es un andlogo de
timidina que inhibe la sintesis de DNA. Es poco
especifica ya que inhibe tanto la replicacién del DNA
viral como la del DNA de la célula huésped. El aci-
clovir (2-amino-9-(2-hidroxietoximetil)-3H-purin-6-
ona) es un andlogo de la guanosina que, a diferencia de
otros andlogos de nucledsidos, no contiene el anillo de
desoxirribosa. Fue descubierto en 1974 por Howard
Schaeffer y Lilia Beauchamp y, a principios de los
afios 80, fue una de las primeras drogas antivirales
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selectivas y poco citotéxicas. Es activa frente al herpes
simple e inhibe la replicacién del DNA. Gertrude Belle
Elion, por el desarrollo de derivados del aciclovir [181,
182], junto a George H. Hitchings y James W. Black,
recibi6 el premio Nobel de Medicina o Fisiologia en
1988 por “el descubrimiento de principios importantes
para el tratamiento con drogas”. El aciclovir, al igual
que otros andlogos de nucledsidos, debe activarse
intracelularmente; se fosforila por una timidina
quinasa viral y esta forma monofosfato es convertida a
trifosfato por quinasas celulares. Las formas trifosfato
son los sustratos que utilizan las DNA polimerasas
para incorporar los nucleétidos al DNA. El modo de
accion de los inhibidores andlogos de nucleésidos y
nucle6tidos se basa fundamentalmente en que se incor-
poran a la cadena de DNA que se esta biosintetizando
pero, al carecer de la desoxirribosa o del grupo
hidroxilo en la posiciéon 3°, no se puede continuar la
elongacion de la dicha cadena por lo que ésta finaliza
en el punto donde se ha incorporado el antiviral.

Entre los inhibidores andlogos de nucledsidos y
nucledtidos hay moléculas que inhiben a la DNA
polimerasa viral; un gran grupo de ellos inhibe especi-
ficamente a la transcriptasa inversa, los denominados
retrovirales, cuya utilizacion se ha ido aprobando suce-
sivamente. Entre los retrovirales también se encuentra
el foscarnet (andlogo del pirofosfato) con un mecanis-
mo de accion diferente; interacciona en el sitio de
unién del pirofosfato (producto que se obtiene tras la
incorporacién de un nucleétido en el proceso de repli-
cacion) y, al bloquear dicha posicién, no puede pro-
ducirse la incorporacién de otro nuevo nucledtido.
Aunque compite con el pirofosfato, la inhibicidn
global ejercida sobre las transcriptasas inversas virales
y sobre las DNA polimerasas del virus del herpes
simple y del citomegalovirus es de tipo no competitivo
con respecto a los desoxinucleétidos [183].

Para inhibir las primeras etapas del ciclo vital del
virus se fueron descubriendo diversas moléculas. El
palivizumab, que neutraliza la adsorcién del virus, es
un anticuerpo monoclonal obtenido por la tecnologia
del DNA recombinante que es efectivo frente al virus
respiratorio sincitial. Ademds, se pueden utilizar
moléculas recombinantes que compiten con el receptor
celular por su unién al virus, como el CD4 recombi-
nante o el complejo CD4-Ig2, o un péptido inhibidor
de la fusion del virus a la célula porque interacciona

con alta afinidad con una proteina viral (Ia gp120 del
VIH) bloqueando la unién del virus al receptor de
superficie celular. Este es el caso del enfuvirtide o T-20
cuyo desarrollo se empez6 en 1996 y se aprob6 por la
FDA en 2003 como la nueva clase de drogas antirretro-
virales que inhiben la fusién del VIH. Otro mecanismo
de accién de los antivirales es el bloqueo de la for-
macion de la cdpsida viral como ocurre con la aman-
tadina, una amina sintética, que es efectiva frente al
virus de la gripe A. Una de las tltimas etapas del ciclo
vital de un virus la bloquea el oseltamivir o tamifld,
que es un profirmaco antiviral (se activa por accion de
las esterasas) selectivo contra el virus de la gripe; actda
inhibiendo a las neuraminidasas que participan en la
liberacién del virus de las células infectadas para su
diseminacion.

También se han descrito inhibidores de la proteasa
del virus VIH; la proteasa se encarga de procesar la
poliproteina sintetizada, rindiendo las proteinas nece-
sarias para el ensamblaje de las particulas virales, para
la replicacién y para la maduracién del virus. El
saquinavir fue el primero de los farmacos de este
grupo que se aprobd: éstos mimetizan los sitios de
ruptura de la poliproteina compitiendo por la unién a la
proteasa. Por otro lado, el raltegravir es el primer
inhibidor descrito de la integrasa [184], tolerado en
pacientes resistentes a otros antivirales y que se puede
utilizar en terapias combinadas porque no presenta
interacciones droga-droga. En este caso, el proceso
que se altera es la integracion del DNA viral en los cro-
mosomas de la célula huésped por lo que el genoma
viral no puede replicarse.

Otra estrategia para eliminar los virus consiste en
activar al sistema inmunoldgico, produciendo inmuno-
moduladores, moléculas que modifican la respuesta
inmune del huésped. El sistema inmunolégico cons-
tituye la principal defensa que poseen los animales
superiores para protegerse de las infecciones y de todo
aquello que sea ajeno al organismo; discrimina entre lo
propio y lo ajeno. La inmunidad natural o innata es la
primera barrera de defensa y estd formada por las ba-
rreras fisico-quimicas (como la piel, las membranas
mucosas, la lisozima o el 4cido clorhidrico del jugo
gastrico), moléculas circulantes (proteinas del sistema
de complemento), células [células fagocitarias como
macréfagos o neutréfilos y las células asesinas natu-
rales (NK, Natural Killer)] y mediadores solubles
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Interferon-y humano
(dimero)

Interferén-o¢ humano

Figura 13. Estructura del interferén. Estructura tridimensional de las moléculas de interferén-y (forma dimérica; basado en el fichero
PDB 1FG9) [190] e interferén-a.2 (forma monomérica; PDB 2HYM) [191], ambas de origen humano. La figura se ha creado utilizan-

do el programa PDB ProteinWorkshop v3.7 [104].

activos sobre otras células (citoquinas producidas por
macréfagos o el interferén oy el B).

El interferén se descubrié en 1957 por Alick Isaacs
y Jean Lindenmann [185] y parecia que iba a ser la
panacea frente a las infecciones virales, como lo fue la
penicilina frente a las infecciones bacterianas. El
hecho de que se pudiese inducir la expresion de inter-
ferén por RNA de doble cadena, como el poli(I).
poli(C) sintético, tuvo un gran impacto por ser un
mecanismo de defensa natural frente a infecciones
viricas en las que aparece RNA de doble cadena [174,
186]. El interferén actia incrementando la expresion
de diferentes genes generando el denominado “estado
antiviral” [187]. Considerando tan sélo la induccion de
dos proteinas se puede explicar parte de su potencial
antiviral. El interfer6n induce la expresion de la pro-
teina quinasa dependiente de RNA de doble cadena
(PKR o elF-2 quinasa), que fosforila a la subunidad o
del factor de iniciacién eucariético elF-2. Al fosfori-
larse este factor, se bloquea su actividad y, conse-
cuentemente, se inhibe la traduccién del RNA men-
sajero de la poliproteina viral. Ademads, otra enzima
que también se induce por interferén es la 2°,5°-
oligoadenilato sintetasa, la cual sintetiza el polinu-
cleétido 2°p5” de adenosina que, a su vez, activa a la

ribonucleasa L. degradando al RNA mensajero. Sin
embargo, muchos virus desarrollan estrategias para
contrarrestar e interrumpir estas vias de defensa;
algunas proteinas virales antagonistas interfieren a
diferentes niveles: secuestro del RNA de doble cadena,
inhibicién de la dimerizacién y activacién de PKR,
sintesis de pseudosustratos para PKR, o degradacién
de la PKR. El tipo de inhibicién depende del virus con-
siderado [188, 189]. De todas formas, se ha demos-
trado la actividad antiviral del interferén-o frente al
virus de la hepatitis C en combinacién con la riba-
virina. El interfer6n-y no se induce por RNA de doble
cadena pero potencia los efectos del interferén-a y del
B. En la Figura 13 se muestra al estructura tridimen-
sional de la forma dimérica del interferén-y [190] y de
la forma monomérica del interferon-o2 [191].

Otra forma de actuar frente a los virus, de analizar
la respuesta de una célula infectada por un virus o de
establecer correlaciones con la virulencia, se centra en
los denominados microRNA. Estos son una clase de
RNA pequeiios no codificantes que desempefian un
papel clave en la regulacién de la expresion génica en
etapas post-transcripcionales. Andrew Z. Fire y Craig
C. Mello propusieron un mecanismo dependiente de
una secuencia especifica para la silenciacién post-
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transcripcional de genes. Esta regulacion se inicia por
un RNA de doble cadena andlogo que contiene alguna
secuencia semejante a la del RNA mensajero del gen
cuya actividad va a ser suprimida [167]. En 2006 reci-
bieron el premio Nobel de Medicina o Fisiologia por
“el descubrimiento del RNA de interferencia- y la
silenciaciéon génica por RNA de doble cadena”. Los
microRNA modulan la funcién y estabilidad de los
RNA mensajeros pero también pueden tener actividad
antiviral afectando al ciclo vital de los virus. En los
picornavirus se ha descrito que pueden promover la
degradacién del genoma viral, inhibir la biosintesis de
proteinas virales, e interferir en la encapsulacién viral
[192]. Los microRNA, tanto los humanos como los
codificados en el genoma viral, prometen ser unas
dianas en la terapia antiviral [193]. Ya hay evidencias
que indican que microRNA de la célula huésped
pueden representar un mecanismo de defensa antiviral
actuando bien directamente sobre la expresién del
genoma viral o bien a través del reconocimiento e
inactivacién de especies de RNA virales en la que par-
ticipan componentes de la maquinaria de silenciacion,
como el complejo Dicer [194].

EL VIRUS DE LA HEPATITIS C

El virus de la hepatitis C es la principal causa de
hepatitis aguda y enfermedad hepdtica crénica,
incluyendo cirrosis y cdncer hepatico [195]. Este virus
utiliza mecanismos complejos y Unicos para impedir,
evadir y alterar la respuesta inmune innata y adap-
tativa, estableciendo una infeccién persistente y hepa-
titis crénica. La mayor parte de las personas infectadas
(55-85%) se convierten en portadores crénicos,
haciéndose persistente la presencia de virus detec-
tables en suero. Segin la Organizaciéon Mundial de la
Salud, en la actualidad existen alrededor de 170 mi-
llones de personas infectadas por el virus en el mundo,
un 3% de la poblacion mundial, describiéndose cada
afio entre 3 y 4 millones de casos nuevos.

La superficie del virus de la hepatitis C se
encuentra constituida por una envoltura de naturaleza
lipidica en donde se encuentran las glicoproteinas
estructurales E1 y E2, las cuales juegan un papel fun-
damental en las primeras etapas del ciclo infectivo del
virus. La proteina p7 forma un canal iénico. La bicapa

lipidica recubre la nucleocapsida viral, formada por la
proteina C, y dentro de ésta se aloja el genoma del
virus. Dicho genoma fue clonado y secuenciado por
primera vez en 1989, a partir del plasma de chimpancé
infectado con el suero de un paciente con hepatitis C.
Esta constituido por una cadena sencilla de RNA(+) de
aproximadamente 9.500 nucledtidos que posee dos
regiones no codificantes en los extremos 5"y 3” (5°-
NTR y 3"-NTR) que flanquean la regién codificante
del genoma (Figura 14A) [196]. El genoma posee un
unico marco de lectura abierto que codifica para una
poliproteina que, posteriormente, es procesada para
originar las proteinas estructurales (C, E1, E2y p7) y
no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y
NS5B) del virus (Figura 14A). Las proteinas son libe-
radas de la poliproteina por dos proteasas que se
encuentran en el reticulo endopldsmico.

En los tdltimos afios se ha realizado un gran avance
en el esclarecimiento de aspectos clave de las diferen-
tes etapas del ciclo infectivo del virus de la hepatitis C.
Aln a falta de ciertos aspectos por confirmar, se ha
llegado a plantear un modelo basico (Figura 14B) para
explicar el ciclo infectivo. Diversos tipos de receptores
de la membrana del hepatocito, la célula diana del
virus, pueden estar implicados en el reconocimiento de
las glicoproteinas de la envoltura, E1 y E2. Se ha
apuntado la participacién esencial del receptor CD81,
miembro de la superfamilia de las tetraspaninas, para
todos los genotipos del virus que infectan hepatocitos.
Sin embargo, debido a que CD81 estd presente en
muchos tipos celulares, no es probable que sea el inico
factor que determina el tropismo celular del virus. En
segundo lugar, puede participar la glicoproteina de la
membrana plasmdtica 1SR-BI, que pertenece a la
familia de receptores scavenger (‘“basureros o carro-
fieros”), los cuales se expresan en higado. Se ha
apuntado como un buen candidato a receptor del virus
puesto que media la unién de una forma de E2 soluble
con células hepdticas humanas [197]. Por dltimo, se ha
propuesto también la participacién del receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LDLr) [198]. Este
receptor internaliza particulas lipoproteicas que con-
tienen colesterol a través de vesiculas recubiertas de
clatrina que son liberadas en los endosomas 4cidos.

Se han descrito distintos modelos de unién y
entrada en la célula del virus de la hepatitis C [199]
(Figura 14B). En la circulacién sanguinea, las
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Figura 14. Organizacién del genoma del virus de la hepatitis Cy modelo del ciclo infectivo. (A) El genoma del virus estd compuesto
por las regiones no traducidas 5°-NTR y 3"-NTR, que flanquean el marco de lectura que se traduce en una poliproteina. Esta se proce-
sa dando lugar a las proteinas virales estructurales (C, E1, E2 y p7) y no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B). Las fle-
chas en la parte inferior de la poliproteina indican los sitios de procesamiento por proteasas celulares y virales. (B) Ciclo infectivo pro-
puesto para el virus de la hepatitis C. Tras el reconocimiento por los receptores CD81 y SR-BI de la superficie del hepatocito, el virus
es endocitado por la célula. La liberacién del genoma se produce por un proceso de fusién de las membranas viral y endosomal
inducido por las glicoproteinas de la envoltura del virus. A partir del material genético, RNA(+), se obtiene la poliproteina que se tra-
duce por los ribosomas asociados al reticulo endopldsmico. Ademés, a partir de la hebra RNA(+) se sintetiza el intermedio RNA(-)
por el complejo de replicacién formado por las proteinas NS3-NS5B. La hebra RNA(-) se utiliza como molde para la sintesis de nuevas
cadenas de RNA(+). El RNA(+) interacciona con la proteina C para la formacién de la nucleocépsida. Las nucleocapsidas se empa-
guetan en particulas virales en el reticulo endopldsmico, y son exportadas a través del complejo de Golgi al exterior de la célula. En
la parte inferior de la figura se recoge la disposicién de las proteinas virales en la membrana del reticulo endoplasmico.
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particulas de virus pueden encontrarse con o sin
envoltura viral, y unidas o no a lipoproteinas. Las
diferentes formas del virus pueden usar diferentes
receptores para su unién y entrada en la célula. Los
viriones con envoltura pueden interaccionar con CD81
a través de E2, mientras que la interaccién entre los
viriones asociados a lipoproteinas y al receptor de
LDL puede ser independiente de las glicoproteinas de
la envoltura. SR-BI puede jugar un doble papel facili-
tando la unién via E2 y a través de un mecanismo
mediado por lipoproteinas. Tras la endocitosis de los
viriones que contienen envoltura asociados a lipopro-
teinas, E2 puede interaccionar con CD81 o SR-BI. La
siguiente etapa constituye la fusién de las membranas
viral y celular y la liberacién del genoma al cito-
plasma.

La replicacion del virus de la hepatitis C se realiza
en unas estructuras vesiculares denominadas red mem-
branosa, cuya formacion parece que es inducida por la
proteina no estructural NS4B. Esta se asocia al reticulo
endopldsmico de la célula infectada comportiandose
como una protefna integral de membrana orientada
citoplasmaticamente. NS4B colocaliza con las pro-
tefnas no estructurales del virus NS3, NS4A, NS5A y
NS5B, lo que sugiere que se trata de un componente
del complejo de replicacion viral [200]. El virus de la
hepatitis C, al igual que otros virus RNA, utiliza pro-
tefnas celulares para su replicacién. Con el fin de iden-
tificar estos factores, se han buscado proteinas celu-
lares que interaccionen con la proteina NS5B. Asi, se
ha identificado la septina 6, implicada en la organi-
zacion del citoesqueleto celular, la hnRNP A1, la cual
estd implicada en el transporte del RNA mensajero
celular, o la ciclofilina A, que presenta actividad pep-
tidil-prolil-isomerasa [201, 202]. Otro de los compo-
nentes integrante de la red membranosa es la proteina
C (HCV core protein), que tiene un extremo C-ter-
minal hidrofébico responsable de la asociacion de la
proteina C con los dominios lipidicos y con la mem-
brana del reticulo endoplasmaético [203].

Diversos estudios in vitro han demostrado que la
proteina NS5B recombinante, expresada tanto en E.
coli como en células de insecto, posee actividad RNA
polimerasa dependiente de RNA y es responsable de la
biosintesis del genoma viral. Se ha propuesto que la
replicacién del virus tiene lugar a través de la biosin-
tesis de una cadena completa de RNA(-), probable-

mente por un mecanismo en el cual la regién 3' NTR
actuaria como cebador [204].

En la etapa del ensamblaje viral, los virus con
envoltura adquieren ésta a partir de una de las diversas
membranas de la célula hospedadora. La posibilidad
recientemente abierta de propagar el virus en células
de hepatoma humano ha revelado el papel esencial de
los depésitos lipidicos y de la proteina C viral en el
ensamblaje del virus. Esta proteina interacciona con
dichos depésitos y los dirige hacia el complejo de
replicacién viral situado en la membrana del reticulo
endopldsmico posibilitando asi el ensamblaje [205].
Ademds, la estricta retencién de las glicoproteinas del
virus (E1 y E2) en el reticulo endopldsmico sugiere
que el ensamblaje de las particulas virales tiene lugar
en este compartimento [206]. La etapa de ensamblaje
se ha estudiado también en otros virus, como el virus
semliki, el virus de la estomatitis vesicular o el virus
de la gripe. Las proteinas de la envoltura son sinteti-
zadas y transportadas a la membrana plasmética del
mismo modo que otras proteinas celulares. La acumu-
lacién de estas proteinas en la membrana induce el
ensamblaje de las particulas virales [207, 208]. Otros
virus se empaquetan en membranas celulares internas
como el reticulo endopldsmico (rotavirus; mecanismo
parecido al virus de la hepatitis C) [209], el comparti-
mento intermedio entre el reticulo endopldsmico y el
Golgi (coronavirus) [210] o el aparato de Golgi (bun-
yavirus) [211]. Como resultado, las particulas virales
son liberadas de la célula infectada bien mediante lisis
celular (rotavirus), o mediante el transporte de los
virus en vesiculas a la superficie celular y la fusién de
éstas con la membrana plasmética (coronavirus y bun-
yavirus). En los virus cuyo ensamblaje tiene lugar
intracelularmente, es necesaria una acumulacion de las
proteinas que forman la envoltura, por medio de
secuencias sefial especificas de retencién en el com-
partimiento celular adecuado, como ocurre con el virus
de la hepatitis C.

Las unicas terapias utiles disponibles en la actua-
lidad frente a la infeccién por el virus de la hepatitis C
son el interferén-a2b (IFN-o) y la terapia combinada
de interferén-ol y ribavirina. También se ha desarro-
llado el interferén “pegilado”, en el que se une cova-
lentemente polietilenglicol (PEG) al interferén-o,
aumentando tanto su tiempo de vida media como el
perfil farmaco-cinético y la velocidad de respuesta
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[212]. Sin embargo, s6lo un 10-20 % de los pacientes
responden al tratamiento con IFN-a y entre un 30-40%
a la terapia combinada [213]. Se ha sugerido que la
resistencia intrinseca a la terapia con interferén en
pacientes con infeccidén crénica por el virus del
genotipo 1 podria explicarse, al menos en parte, por la
interaccién de una proteina de la envoltura viral (E2) o
de ES5A con la proteina quinasa dependiente de RNA
de doble cadena (PKR). Esta quinasa es inducida por
interferon-ou y bloquea la traduccidon de la poliproteina
viral; la interaccion con E2 o con ES5A inhibe a PKR
y disminuye los efectos del interferén-o.. Ademas, se
ha comprobado que NS5A es capaz de inducir la
expresion de la citoquina IL-8, que inhibe los efectos
antivirales del interferén-o posiblemente a nivel post-
traduccional [213]. Puesto que no se trata de un
tratamiento altamente especifico para el virus de la
hepatitis C y, ademds, es muy costoso, es necesario
conocer los mecanismos moleculares que tienen lugar
en la infeccién por dicho virus con el fin de localizar
nuevas dianas terapéuticas para el disefio de farmacos
antivirales.

Actualmente se estdn investigando agentes antivi-
rales de accion directa sobre distintas dianas del virus
de la hepatitis C (STAT-C: Specifically Targeted
Antiviral Therapy for hepatitis C). Estas investiga-
ciones se encuentran en fases clinicas I-III. Los com-
puestos mds prometedores son el telaprevir y el
boceprevir, ambos en fase II, que son inhibidores de la
proteasa NS3/4A; los resultados de tratamientos com-
binados con interferén-o. pegilado y ribavirina son
positivos incluso en pacientes con resistencia al
tratamiento estdndar. También se estdn ensayando
inhibidores de la polimerasa NS5B, aunque la eficacia
antiviral es menor [214]. Por el momento, estos com-
puestos STAT-C s6lo se analizan en combinacién con
ribavirina e interferén-o. pegilado para evitar la
aparicion de cepas o cuasi especies viricas resistentes.
Sin embargo, se continda buscando nuevos com-
puestos o nuevas dianas del virus para conseguir, en un
futuro, terapias combinadas de compuestos STAT-C
libres de interferén. Asi, por ejemplo, se ha observado
que la proteina viral p7 (un canal i6nico) es esencial
para la liberacion de los viriones. Se han disefiado
inhibidores de p7 de baja masa molecular que ya se
encuentran en fase inicial de evaluacion; se ha com-
probado que algunos de ellos son capaces de inhibir de
forma efectiva la produccién de virus en células en

cultivo [215]. Por ultimo, cabe también mencionar los
esfuerzos encaminados al desarrollo de vacunas que
maximicen las respuestas inmunitaria humoral y
celular con el fin de erradicar el virus [216].
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