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INTRODUCCION

Este libro es parte del homenaje que queremos hacer, en
sus 66 anos, a un gran médico y cientifico, del que estamos
orgullosos porque, ademas, es amigo nuestro.

Cuando lo comentamos a colegas, conocidos y demas,
todos estuvieron de acuerdo en lo merecido del gesto, pre-
guntando si acaso porqué no lo habiamos hecho antes.
Muchas de esas personas ofrecieron, ademas, sumarse al
homenaje a Don Pedro. Sin embargo, como para muestra
vale un boton, nos parecié mejor que un grupo, no muy
numeroso participara en la confeccion de este libro, que
sirve de boton de muestra del homenaje. El criterio seguido
para elegir a los autores fue el de seleccionar personas con
una vinculaciéon de indole cientifica con la Fundacién Botin
y que fueran, ademds, miembros de alguna Real Academia.
Es obvio que podriamos haber escogido cualquier otro crite-
rio, pero seguimos este.

En el libro, homenajeamos a Don Pedro, contando nues-
tra actividad cientifica, en parte llevada a cabo gracias a su
ayuda, pues pensamos que en el reconocimiento a un cien-
tifico debe de haber Ciencia.

Por otra parte, hemos dejado en blanco unas paginas por
si, en una posterior edicion, Pedro quisiera contestarnos a
todos, independientemente de que hayan o no contribuido
a este libro.

J. AviLa, J. J. GUINOVART Y M.* T. MIRaS






PROLOGO

MARGARITA SALAS

En mi contestacion al discurso de Pedro Garcia Barreno
con motivo de su ingreso en la Real Academia Espanola yo
decia de Pedro: «Es un hombre polifacético... un gran traba-
jador de conocimientos amplisimos».

En este Prologo al libro homenaje que le dedican amigos
del mundo cientifico, entre los que me incluyo, quiero dejar
constancia, aunque sea de forma breve, del por qué de dicha
afirmacion.

Pedro Garcia Barreno es madrileno y se educé en el Co-
legio Decroly, situado enfrente de su casa, donde un profe-
sor, Felipe Gonzalez Ruiz, influy6é de un modo importante en
toda su carrera. Curiosamente, no era la Medicina la voca-
cion de Pedro. El queria ser piloto de aviacion, lo que con-
sigui6 obteniendo el titulo de piloto C de plata de vuelo sin
motor y de piloto civil. Pero el azar interviene en nuestras
vidas y asi lo hizo en la de Pedro. Tras un encuentro con un
antiguo companero del colegio, éste le convencié para estu-
diar Medicina. Apoyado por Amador Schiller, trabajé como
alumno interno en el Hospital Provincial, incorporandose al
Servicio de Cirugia dirigido por Pedro Gomez.

De nuevo el azar le hizo conocer a Angel Martin Muni-
cio, Catedratico de Bioquimica y Biologia Molecular en la
Facultad de Quimicas de la Universidad Complutense y Pe-
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dro, avido de nuevos conocimientos, curso los estudios co-
rrespondientes a esta especialidad.

Pero volvi6 a la Cirugia, marchandose primero a Inglate-
rra y después a Estados Unidos para especializarse en distin-
tos aspectos de la Cirugia y realizar su Tesis Doctoral que
presento a su regreso a Espana en 1973 y mereci6 el Premio
Extraordinario.

En Madrid se incorporé al Hospital Provincial como mé-
dico adjunto en el Servicio de Cirugia General, realizando
visitas frecuentes al M. D. Anderson Cancer Center de la
Universidad de Texas en Houston.

Simultdneamente, se reencontré con Municio, con quien
le uni6 una entranable amistad, siendo durante ocho anos
Profesor encargado de Fisiopatologia Molecular en el Depar-
tamento de Bioquimica y Biologia Molecular.

También conoci6 a Alberto Dou, Catedratico de Ecua-
ciones Diferenciales de la Facultad de Matematicas de la Uni-
versidad Complutense, estudiando durante cinco anos ecua-
ciones y filosofia de la ciencia. Fue Profesor invitado en dicho
Departamento y Lecturer de Filosofia en el Imperial College
de Londres.

En julio de 1982 se inaugura la Unidad de Medicina y
Cirugia Experimental en el Hospital Gregorio Maranon, di-
rigida por Garcia Barreno, proyecto en el que estuvieron
implicados Eladio Vinuela y Juan Antonio Manzanares, im-
portantes artifices del Centro de Biologia Molecular «Severo
Ochoa». Esta Unidad fue pionera en los hospitales de nues-
tro entorno y Pedro pudo realizar la ya acunada medicina
traslacional. Las actividades fundamentales de Pedro Garcia
Barreno en dicha Unidad fueron: el estudio de las bases
fisiopatologicas y bioquimicas de la enfermedad, la asistencia
mecanica circulatoria, que dio lugar a la creaciéon de un
ventriculo artificial, las técnicas de imagen médica, y la pre-
vencion de metabolopatias congénitas.

En la actualidad Pedro Garcia Barreno es Catedratico de
Fisiopatologia y Propedéutica Quirudrgicas en la Facultad de
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Medicina de la Universidad Complutense, y Jefe del Depar-
tamento de Medicina y Cirugia Experimental en el Hospital
Gregorio Maranon, del que fue su Director médico. Ademas,
es consejero cientifico de la Fundacion «Marcelino Botin».
Desde 1983 es académico de nimero de la Real Academia de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales y desde 2006 lo es de la
Real Academia Espanola. En el periodo 1996-2003 fue Secre-
tario General del Instituto de Espana, cargo que, puedo dar
fe de ello, ejercié con gran eficacia y exquisita sensibilidad.

Su actividad investigadora queda reflejada en un cente-
nar de publicaciones en revistas internacionales, y su interés
en la difusion de la ciencia se plasma en los varios cientos de
articulos de divulgacion publicados en el suplemento cultu-
ral de ABC, asi como en los libros «lLa ciencia en tus manos»,
«Cincuenta anos de doble hélice», «<Medicina virtual», «Clau-
de Bernard-Introduccion a la Medicina experimental», y «De
pocimas y chips», entre otros.

Pero después de este recorrido breve a través de su carre-
ra profesional, donde se demuestra el hombre polifacético
que es, quisiera detenerme, para finalizar, en su humanidad
y su generosidad.

Pedro Garcia Barreno esta alli donde le necesitas, dis-
puesto a ayudar generosamente, sin recibir ni pedir nada a
cambio.

Amigo entranable de Eladio, juntos realizaron diversos
proyectos, entre los que me gustaria citar la granja de «mini-
pigs». Yo puedo decir que «heredé» la fraternal amistad que
le unia a Eladio.

Para mi, Pedro ha sido mas que un amigo: ha sido la
persona que siempre ha estado dispuesta a ayudarme y a
darme su acertado consejo.

De todo corazéon, muchas gracias, Pedro.






QUE LA ENFERMEDAD NO NOS HAGA OLVI-
DAR A LOS BUENOS AMIGOS

JEsus AviLa

Aunque la imagen externa de los investigadores en Bio-
medicina suele ser positiva, no es dificil encontrar entre ellos
personajes soberbios, egoistas y con algin otro pecado capi-
tal, o con una cierta mezquindad. Varios de estos individuos
no sirven sino se sirven de la ciencia para trepar y satisfacer
sus ambiciones. Es por ello destacable encontrar en la profe-
sion al cientifico cabal, prudente y generoso que da la paz y
disfruta haciendo el bien. El paradigma de este cientifico es
Pedro Garcia Barreno que siempre ha mostrado un tremen-
do interés y curiosidad por el trabajo realizado en Espana en
biomedicina.

En este capitulo me gustaria dedicar al Profesor Garcia
Barreno un comentario sobre la enfermedad de Alzheimer,
e incluso me voy a atrever a comentar una nueva hipotesis
sobre el desarrollo de la enfermedad.

La enfermedad de Alzheimer es una demencia senil que
afecta, en los paises del denominado primer mundo, a alre-
dedor del 1 al 1,5 % de la poblacion total, como generalmen-
te no se inicia antes de los 60 anos de edad, ya que el mayor
riesgo para la enfermedad es la edad. Alrededor de un 5%
de la poblacién entre 65y 75 anos la padece, y casi la mitad
de la poblacion mayor de 85 puede estar afectada.
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La enfermedad tiene dos fases una en la que aparece un
déficit cognitivo, con pérdida de memoria, y otra en que la
capacidad intelectual del afectado se reduce de tal manera
que le impide desarrollar su vida social y profesional, esta
fase de desorientacion, es la fase de demencia. En esta segun-
da fase el paciente requiere de la ayuda de cuidados y cuida-
dores cuyo coste medio calculado en la Union Europea es de
alrededor de 20.000€ por ano y enfermo (1).

La enfermedad de Alzheimer fue descrita por Alois
Alzheimer en 1906 correlacionando la demencia de una pa-
ciente con la presencia en su cerebro, tras realizar la autop-
sia, de una gran muerte neuronal y de dos estructuras abe-
rrantes; las placas seniles y los ovillo neurofibrilares, que hoy
conocemos tienen como componentes fundamentales al pép-
tido beta amiloide, un fragmento de la denominada proteina
precursora del amiloide; y (los ovillos) a la proteina asociada
a los microtubulos conocida como proteina tau. Esta protei-
na esta hiperfosforilada en los ovillos neurofibrilares (2).

Lo que observo Alzheimer en la autopsia era el estado
final de la enfermedad. Sin embargo, poco se conoce de cual
es el origen del proceso que conduce a dicho fin. Para cono-
cer el origen de diferentes procesos neurodegenerativos se
ha venido utilizando la genética ya que casi todos estos pro-
cesos pueden dividirse en dos tipos; los de origen familiar
(genético) o los de origen esporddico. En el caso de la enfer-
medad de Alzheimer los casos de origen familiar son menos
del 1% del total, sin embargo, el estudio de estos casos ha
indicado que la aparicion de la enfermedad de Alzheimer de
origen familiar se debe a la mutaciéon en uno de los siguien-
tes genes: app, ps-1 o ps-2. El gen app codifica por la protei-
na APP, que cuando se fragmenta por dos proteasas (secre-
tasas) denominadas By y secretasa da lugar al péptido beta
amiloide, componente mayoritario de las placas seniles. Por
otra parte, los genes ps-1 y ps-2 codifican a las proteinas
presenilina 1y presenilina 2, que tienen actividad y secretasa.
Las mutaciones en APP, que daban lugar a la aparicion de la
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enfermedad, facilitan el corte de la proteina APP favorecien-
do la aparicién del péptido beta amiloide, mientras que las
mutaciones en ps-1 o ps-2 generalmente daban lugar a una
ganancia de funcion de actividad y secretasa, lo cual también
favorecia la formacion del péptido beta amiloide. Como en
todos estos casos parecia que se favorecia la presencia de
dicho péptido, se postulé que el inicio de la enfermedad se
relacionaba con la presencia de dicho péptido. Sin embargo,
estudiando la relacion entre cantidad de péptido beta ami-
loide presente y tiempo de aparicion de la enfermedad se
observo que no existia una clara correlacion, por lo que se
sugeria que la acciéon de las mutaciones en los genes app, ps-
1 (los mas frecuentes) o ps-2 podrian afectar a otros parame-
tros. Uno de estos parametros es la activacion de la proteina
quinasa GSK3, que a su vez podria activarse en la enferme-
dad de Alzheimer de tipo espordadico. Esta quinasa modifica
a la proteina tau, hiperfosforilandola, lo cual explicaria la
presencia de esta proteina modificada en los primeros esta-
dios de la enfermedad en regiones como la hipocampal, en
donde a tiempos tempranos, no hay patologia de placas se-
niles. Curiosamente, en la regiéon hipocampal se encuentra
el giro dentado, uno de los pocos lugares del cerebro en
donde hay neurogénesis, y esta neurogénesis del giro denta-
do se ha relacionado con aprendizaje y desarrollo de memo-
ria a corto plazo. Este hecho podria explicar el deterioro
cognitivo, con pérdida de memoria, que padecen en el inicio
de la enfermedad, los pacientes de Alzheimer y que antece-
den a la posterior fase de demencia que se relaciona con el
deterioro de la corteza cerebral.

Basandose en estos antecedentes, se procedi6 a la obten-
cién de un ratéon transgénico que sobreexpresaba GSK3 en la
region hipocampal y en la corteza. En este ratén se observo,
como una primera caracteristica, una clara degeneracion del
giro dentado que se correlacionaba con una clara pérdida de
memoria (3, 4). La degeneracion (o disminucién en el nu-
mero de neuronas) se debia ademas de una muerte neuro-
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nal, a una neurogénesis aberrante que daba lugar a neuronas
con una deficiente diferenciacion, incapaz de sobrevivir, que
al morir provocaban wuna activacion de la mi-
croglia, que a su vez activaba la proliferacion de nuevos
precursores neuronales que volvian a diferenciarse mal y de-
generaban, cerrandose asi el ciclo, y produciéndose, final-
mente, el agotamiento de los precursores neuronales y la
desaparicion, con el tiempo, del giro dentado. Como dicha
degeneracion del giro dentado ocurre en los pacientes de
Alzheimer, en donde también se ha observado una neurogé-
nesis aberrante en dicho giro dentado, la hipotesis que se
propone es que un fallo en la neurogénesis del giro dentado
estd relacionado con la aparicion de la patologia relacionada
con la pérdida de memoria encontrada en las primeras fases
de la enfermedad de Alzheimer.

A nivel molecular se han estudiado los posibles substra-
tos que pueden ser modificados por GSK3 y que, una vez
fosforilados por la quinasa, pudieran ser toxicos para las
neuronas o precursores neuronales. Se ha indicado que en-
tre esos sustratos estan la proteina tau, componente de los
ovillos neurofibrilares, la proteina APP, precursora del pép-
tido beta amiloide, la proteina beta catenina, implicada en
neuroproteccion, la proteina Bax-1, implicada en apoptosis y
un pequeno catilogo de otras proteinas relacionadas con
algunos aspectos de la patologia de la enfermedad de Alzhei-
mer. Quizas la fosforilacion mas estudiada, entre estas protei-
nas, ha sido la de la proteina tau en donde se ha analizado
como afecta dicha fosforilacion a la toxicidad de la proteina,
a su agregacion, o a su funcionalidad como proteina asocia-
da a los microtibulos o como reguladora del transporte
axonal. Estos analisis han permitido la iniciacion del analisis
de posibles terapias no solo para regular la actividad de la
proteina GSK3, una proteina requerida para diversos proce-
sos biologicos, sino también para prevenir la hiperfosforila-
cion de la proteina tau. Obviamente, este tipo de terapia no
es la Unica que se estd actualmente estudiando sino que
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existen estudios relacionados con la prevencion de la patolo-
gia asociada al péptido beta amiloide.

Por otra parte, para prevenir la enfermedad de Alzheimer
es muy importante tener un buen diagnostico precoz, pues
cuando aparecen los sintomas como la pérdida de memoria,
la zona hipocampal esta gravemente danada. Entre varios ana-
lisis de diagnostico precoz, el mas prevalente, actualmente, se
basa en técnicas de imagen, como la resonancia magnética
funcional (algo que bien conoce Pedro Garcia Barreno), que
podria indicar, dentro de una poblacion asintomatica, si el
proceso de neurodegeneracion ha comenzado ya.

Una vez que comienza, la degeneraciéon ocurre primera-
mente en las capas superiores de la corteza entorrinal, des-
pués pasa al giro dentado, que, una vez danado, propaga la
patologia al hipocampo, de donde se propaga el dano a la
corteza. En este proceso de propagacion la proteina tau (ex-
tracelular) podria estar implicada (5).

Una vez que la degeneracion llega a la corteza puede
afectar al 16bulo frontal, dando lugar a cambios de compor-
tamiento, o al l6bulo parietal dando lugar a la pérdida de
funciones ejecutivas. Todo ello produce la desorientacion
que conocemos como demencia y que es de dificil repara-
cion.

Estos son unos breves trazos sobre la enfermedad de Al-
zheimer, que algun dia me gustaria comentar con Pedro,
mas lentamente y, a lo mejor publicar juntos algo sobre ello,
ya que es una persona muy culta, y a la que respeto tanto
humanamente como cientificamente y que, generosamente,
ha realizado una importante labor en beneficio de su pais.
Te deseo Pedro, Paz y Bien.
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DEL FRIO AL DOLOR

CARLOS BELMONTE

Los homenajes suelen tener un sabor agridulce y el que
ahora dedicamos a Pedro Garcia Barreno con este libro, algu-
nos de sus muchos amigos, no es una excepcion. Representa,
por un lado, el merecido reconocimiento a una personalidad
excepcional en su doble faceta humana e intelectual, pero evo-
ca, también, la conciencia del tiempo ya cumplido; mas aun,
cuando solo un dia separa la fecha de nacimiento del home-
najeado y la de quien escribe estas letras. Afortunadamente, la
vigorosa personalidad de Pedro y su inacabable energia, augu-
ran muchos anos atn de disfrute de su creatividad, inteligen-
cia y fino sentido del humor a quienes tengan la fortuna de
acompanarle en ese futuro, todavia lleno de promesas que tie-
ne ante si.

Y como no hay mejor regalo para Pedro Garcia Barreno
que hablarle de ideas nuevas y provocativas en ciencia, co-
mentaré en este capitulo algunos aspectos intrigantes de los
mecanismos sensoriales de deteccion del frio, que pueden
ademas tener importancia para entender el dolor evocado
por los descensos moderados de temperatura en pacientes
con neuropatias periféricas, particularmente las causadas por
la cirugia o los tratamientos con derivados del platino que se
aplican en algunos canceres. El tema sirve, adicionalmente,
para poner en evidencia la conviccion que Pedro y yo com-
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partimos, de que los descubrimientos aportados por la inves-
tigacion basica son fundamentales para comprender los pro-
blemas de las patologias humanas.

Los ingeniosos fisiologos de finales del siglo XIX (1)
habian observado ya que en la piel humana, existian puntos
en los que la tnica sensacion evocable con estimulos fisicos
de diferente naturaleza era la de frio o la de calor. Esto les
llevé a la acertada conclusion de que existian estructuras
nerviosas periféricas, especificamente encargadas de la detec-
cion de cambios moderados de la temperatura cutanea. El
advenimiento, unas décadas después, de técnicas de registro
de fibras nerviosas aisladas, permiti6 identificar terminacio-
nes nerviosas en la piel (receptores sensoriales) que dispara-
ban trenes de impulsos nerviosos de manera ritmica a la
temperatura cutanea basal de 34-35 °C. Un tipo de fibras
termorreceptoras incrementaba su frecuencia de descarga
cuando la piel se enfriaba (termorreceptores de frio) mien-
tras que otras lo hacian al calentar aquella (termorreceptores
de calor). El anadlisis mas pormenorizado de las caracteristi-
cas de la descarga de estos impulsos nerviosos, establecié que
los valores de temperatura vienen codificados por su frecuen-
cia de disparo, tanto en lo que se refiere a los niveles de
temperatura estatica como a los cambios dinamicos de ésta.
Los termorreceptores de frio descargan maximamente cuan-
do la caida de temperatura cutanea alcanza los 29 °C, redu-
ciendo su frecuencia con valores superiores o inferiores a
éste, lo que confirmaba que esta poblacion de termorrecep-
tores es la encargada de detectar los descensos de tempera-
tura de la piel y las mucosas dentro de niveles inocuos (2).
En el ano 1969, Perl y sus colaboradores (3) identificaron un
nuevo tipo de receptor sensorial, sensible a estimulos meca-
nicos, calor e irritantes quimicos en el rango lesivo, al que
denominaron ‘nociceptor polimodal’. Una fraccion de los
nociceptores polimodales era excitada también por el frio
muy intenso que, como es bien sabido, evoca una sensacion
de dolor quemante, por lo que se atribuy6 a los nociceptores
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polimodales la senalizacion de las reducciones de temperatu-
ra que llegan a danar los tejidos superficiales (4).

En consecuencia, los estudios funcionales llevados a
cabo en los anos 60 del siglo XX, condujeron a la interpre-
tacion general de que los estimulos de intensidad modera-
da eran detectados por diferentes tipos funcionales de re-
ceptores sensoriales, cada uno de ellos preferentemente
sensible a una forma particular de energia. Estos enviarfan
su informacion al sistema nervioso central a través de vias
nerviosas, también especificas para cada tipo de receptor,
evocando finalmente sensaciones conscientes, de tacto en el
caso de los mecanorreceptores de bajo umbral y de frio o
calor no dolorosos cuando se trata de termorreceptores de
esa modalidad. Por otra parte, los estimulos de intensidad
lesiva, mecanicos, quimicos o térmicos, serian detectados
por los nociceptores, que a su vez generarian, a través de
sus conexiones centrales, sensaciones de dolor. Las interac-
ciones entre estos diferentes ‘canales sensoriales’ se produ-
cen por vez primera en la médula espinal, en cuyas neuro-
nas del asta posterior tiene lugar el procesamiento de la
informacion que llega por cada via independiente.

En las dos ultimas décadas del siglo XX, las investiga-
ciones experimentales sobre los mecanismos de transduc-
cion del dolor y la temperatura en los receptores sensoria-
les, se centraron en caracterizar y definir con mayor
precision a nivel electrofisiologico, las propiedades de las
neuronas nociceptoras y termorreceptoras de los ganglios
sensoriales, estudiando cuantitativamente sus propiedades
de membrana y el patréon de descarga de impulsos nervio-
sos en sus terminaciones periféricas frente a estimulos de
intensidad y duracion variables. Tales estudios confirmaron
las diferencias funcionales entre las neuronas termorrecep-
toras de bajo umbral y las nociceptoras, reforzando la inter-
pretacion de que, en el nivel mas periférico, la transmision
de informacién al sistema nervioso central se produce por
canales sensoriales funcionalmente distintos para la infor-
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macion termorreceptora de frio inocuo, a cargo de los ter-
morreceptores de frio y la de frio intenso, cercana a, o
resultante de un dano tisular, mediada por nociceptores
especificos, que constituyen un canal sensorial independien-
te, que evoca sensaciones de dolor (5).

En anos recientes, el esfuerzo experimental en el campo
de la transduccion sensorial se ha dirigido prioritariamente
a determinar, a nivel molecular, los mecanismos que confie-
ren especificidad a las terminaciones sensoriales y que sus-
tentan la deteccion preferente por éstas de los estimulos
lesivos o inocuos, incluyendo la busqueda de transductores
moleculares para los cambios de temperatura moderados e
intensos. El descubrimiento por Julius y colaboradores en
1997 (6) de un canal i6nico activado por el irritante quimico
capsaicina, denominado TRPV1, que actuaba como receptor
molecular en las neuronas nociceptoras periféricas para dife-
rentes modalidades de estimulos nocivos (calor, protones,
irritantes quimico, mediadores de la inflamacion), abri6 el
camino a la identificaciéon posterior de otros canales, tam-
bién pertenecientes a la super-familia de canales ionicos TRP,
que eran modulados por rangos muy distintos de temperatu-
ra asi como por muy variados tipos de mediadores quimicos
(7).

En el caso del frio, el grupo de Julius identificé y cloné
en 2002 (8), en paralelo con Patapoutian y cols. (9), otro
canal catiénico inespecifico, el TRPMS8, que se expresaba en
una pequena poblacion de neuronas sensoriales primarias
(presumiblemente las termorreceptoras de frio) y se activaba
por el frio moderado (con un umbral de alrededor de 29 °C)
y también por substancias como el mentol, el eucaliptol o la
icilina, bien conocidas por su capacidad para evocar sensa-
ciones de frescor cuando se aplican a la piel o las mucosas en
humanos. Un ano mas tarde, Patapoutian y cols. descubrian
un canal diferente, el TRPAI, que ademas de ser activado
por una gran variedad de sustancias irritantes volatiles, como
las que contienen la mostaza, el ajo o la cebolla, respondia
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al frio muy intenso, con un umbral diez grados por debajo
del que presenta el canal TRPM8 (10). Esta caracteristica,
unida a la expresion preferente del canal TRPAl en neuro-
nas sensitivas con el fenotipo de neuronas nociceptoras, con-
dujo a sus descubridores a postular que se trataba del canal
expresado por las neuronas nociceptoras sensibles al frio
danino y responsable de la transduccion de reducciones
extremas de temperatura.

Y asi, el concepto de especificidad sensorial periférica se
ha extendido desde el nivel celular al molecular, con una
generalizacion que considera que la modalidad sensorial de
frio moderado es dependiente de la activacion de una pobla-
ciéon homogénea de termorreceptores especificos de frio, que
estarian equipados con canales TRPMS, mientras que la sen-
sacion de dolor provocada por el frio intenso, con intensidad
cercana o dentro de los valores lesivos, seria el resultado de
la activacion de un tipo de terminaciones nociceptoras que
estarian provistas de canales TRPAI, siendo la expresion de
cada uno de estos canales, en cada caso, la condiciéon nece-
saria y suficiente para dotarlas de su especificidad sensorial.

Sin embargo, la interpretaciéon de que una sola molécula
especifica determina de manera decisiva el tipo funcional de
receptor sensorial, tropieza con una serie de observaciones
experimentales, que obligan a considerarla excesivamente
simplista y que, por el contrario, sugieren una complejidad
y variedad mucho mayor en los mecanismos implicados en la
transduccion de los cambios de temperatura periférica.

Cuando se analizan electrofisiologicamente las propieda-
des funcionales de la neuronas termosensibles de frio que
inervan la piel y mucosas, como se hizo por vez primera en
nuestro laboratorio (11), se observa que éstas, que constitu-
yen entre el 5% y el 10% de las neuronas de los ganglios
sensitivos raquideos y del trigémino, poseen caracteristicas
electrofisiolégicas muy particulares, tales como disparo es-
pontaneo, alta excitabilidad, respuesta ténica a pulsos depo-
larizantes y alta sensibilidad al frio y al mentol, que provocan



28 Carlos Belmonte

su despolarizacion y eventual disparo. El BCTC, bloqueante
especifico del canal TRPMS, elimina o atenta estas respues-
tas, lo que apoya que estén mediadas al menos en parte por
el canal i6nico TRPMS8. Sin embargo, las neuronas termorre-
ceptoras de frio expresan ademads otras conductancias iénicas
muy termosensibles, como son los canales de potasio del tipo
TREK y TRAAK. Estos, a temperaturas basales se hallan abier-
tos y tienden a mantener el potencial de membrana pero se
cierran durante el enfriamiento, lo que provoca la despola-
rizacion de la célula, por lo que sin duda contribuyen a la
gran sensibilidad térmica de las terminaciones termorrecep-
toras de frio (12). Estas terminaciones poseen ademads un
canal de sodio Navl.8, capaz de seguir funcionando a tempe-
raturas muy bajas y por tanto de generar impulsos nerviosos
a temperaturas que silencian a otros tipos de receptores sen-
soriales, en los que a los canales de sodio responsables de su
descarga son inactivados gradualmente por el frio (13). Por
otra parte, las neuronas termorreceptoras de frio expresan
en grado discreto y muy variable, otros canales de potasio,
tipo Kvl, responsables de una corriente ionica, llamada IKD,
que contrarresta el efecto despolarizante inespecifico del frio
(11). Esta corriente es muy pronunciada en las neuronas
sensoriales primarias no termorreceptoras, en las que actia
como un freno frente a la accion despolarizante del frio,
explicando que éstas sean tan insensibles a los descensos de
temperatura. Por tanto, en las neuronas termorreceptoras de
frio existen, ademas del TRPMS, otros canales i6onicos termo-
sensibles, que pueden modular su respuesta a los descensos
de temperatura y contribuir a definir su termosensibilidad.

Las diferentes neuronas termorreceptoras de frio poseen
umbrales térmicos que varian en un rango muy amplio.
Desde las que, partiendo de una temperatura control de 35
°C, responden con un aumento de calcio intracelular y una
descarga de impulsos nerviosos a descensos de solo 1 °C
(neuronas de frio de bajo umbral), hasta las que solo empie-
zan a disparar cuando la temperatura ha descendido por
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debajo de 25 °C (neuronas de frio de alto umbral). Si se
excluye la diferencia de umbral, los dos tipos de neuronas
termorreceptoras de frio son funcionalmente similares: am-
bas poseen analogas propiedades pasivas y activas de mem-
brana y se activan o sensibilizan por el mentol (el agonista de
eleccion del canal TRPMS8), contrastando con otros tipos de
neuronas sensoriales primarias como las nociceptoras, que
poseen caracteristicas de membrana muy diferentes.
Estudios recientes en nuestro laboratorio (14) han mos-
trado que las neuronas termorreceptoras de frio de bajo
umbral tienen corrientes evocadas por activacion del canal
TRPM8 mucho mayores que las de alto umbral, lo que sugie-
re que la densidad en ellas de canales TRPMS8 es mas alta.
Por el contrario, las neuronas de frio de bajo umbral carecen
o tienen una corriente IKD muy pequena, en contraste con
las neuronas termorreceptoras de frio de alto umbral, en las
que la IKD es progresivamente mayor a medida que la neu-
rona muestra un umbral mas alto. El desarrollo reciente de
ratones en los que se ha eliminado selectivamente el gen
responsable de la expresion del canal TRPMS8 evidencia que
éstos conservan todavia un numero apreciable de fibras ter-
morreceptoras que responden selectivamente frio con um-
brales muy variables, lo que indica que los mecanismos de
transduccion del frio diferentes del TRPMS, son suficientes
para mantener la capacidad transductora para los descensos
de temperatura de una parte de las fibras termosensibles.
Asi pues, estos datos indican que, si bien existe una po-
blacion especifica de neuronas sensoriales primarias especial-
mente capacitada para detectar enfriamiento, su capacidad
de transduccion y su sensibilidad estan determinadas por una
combinacién de diferentes mecanismos transductores y cana-
les i6nicos, que definen su margen de trabajo y su variable
sensibilidad transductora, segregando subpoblaciones de re-
ceptores de frio, capaces de cubrir rangos de enfriamiento
muy amplios, entre las que posiblemente se incluye la de los
que generan a nivel central sensaciones de frio desagrada-
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bles, como las causadas por enfriamientos que no provocan
destruccion tisular pero son interpretadas como displacente-
ras y que evocan reacciones vegetativas y conductas dirigidas
a evitar el frio.

A la disponibilidad de termorreceptores especificos de
frio de umbral variable, hay que anadir la de los nociceptores
polimodales algunos de los cuales parecen activarse por el
frio intenso, incluyendo enfriamientos que producen destruc-
cion tisular, y que evocan sensaciones de dolor quemante,
sin un claro componente térmico de frio. Los nociceptores
activados por los enfriamientos extremos se han localizado
en las paredes de las venas superficiales (15) aunque posible-
mente las deformaciones mecanicas y los mediadores endo-
genos de la inflamacion liberados por la destruccion tisular
cuando ésta tiene lugar, activan también, en mayor o menor
medida, a todos los nociceptores del darea afectada. No esta
bien definido si el efecto del frio intenso sobre los nocicep-
tores es inespecifico y secundario a la lesion tisular o si, como
comenté antes, se inicia por la activacion de los nociceptores
que expresan el canal TRPAI de modo mas selectivo. Esta
posibilidad no puede excluirse ya que una parte de las neu-
ronas sensoriales viscerales del vago muestran termosensibi-
lidad al frio, que se debe a la expresion del canal TRPAI vy
no de TRPM8 como en las neuronas somaticas. Se ha suge-
rido que esta termosensibilidad visceral, dependiente de
TRPAI, media las respuestas irritativas evocadas por las bajas
temperaturas en los tractos respiratorio y digestivo (16).

Es bien conocido que las sensaciones evocadas por los
descensos de temperatura cutanea son muy variables y osci-
lan desde las de frescor placentero al frio desagradable o el
dolor quemante, dependiendo su caracter, en gran medida,
de la velocidad e intensidad del cambio de temperatura, la
superficie afectada y la temperatura de adaptaciéon previa.
Mas aun, en determinadas condiciones, es posible evocar en
sujetos normales, sensaciones de dolor con enfriamientos de
la piel de pocos grados y dentro de limites muy alejados de
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los niveles lesivos (17). De acuerdo con los datos arriba ex-
puestos, cabe pensar que la piel y las mucosas superficiales
estan inervadas por neuronas termorreceptoras especificas
de frio, dotadas con una serie de propiedades funcionales
caracteristicas que les confieren actividad espontanea y un
rango amplio de sensibilidad al enfriamiento. Cuando éste es
muy moderado, se reclutan solo los termorreceptores de bajo
umbral, presumiblemente conectados a nivel central con vias
termorreceptoras especificas, lo que nos permite discriminar
las caracteristicas espacio-temporales de los pequenos cam-
bios de temperatura a los que se atribuye un caracter afectivo
neutro o placentero. Cuando el frio es mas extenso e inten-
so, se reclutarian progresivamente termorreceptores de frio
de mas alto umbral, algunos de los cuales podrian estar co-
nectados con vias nociceptivas, lo que conferiria el caracter
desagradable a la sensacion de enfriamiento. Finalmente, el
frio muy intenso, potencial causante de lesion tisular, activa-
ria a los nociceptores, quiza primero a la subpoblacién con
sensibilidad térmica al frio derivada de su expresion de
TRPAI, pero presumiblemente también y de manera no es-
pecifica y secundaria a la lesion, a otros nociceptores polimo-
dales (18). El reclutamiento de esta poblacion evocaria una
sensacion de dolor quemante, que ocluiria en gran medida
las de frio generadas por los termorreceptores especificos,
algo que ocurre también con las sensaciones tactiles que
evocan los mecanorreceptores de bajo umbral durante las
lesiones mecanicas. La Figura 1 resume de manera esquema-
tica estas ideas.

La existencia de diferentes tipos funcionales de fibras
nerviosas sensibles a frio, puede ayudar también a explicar
las disestesias térmicas que acompanan a ciertas neuropatias
periféricas, como las causadas por la diabetes, los tratamien-
tos oncologicos con sales de platino o la seccion quirurgica
o accidental de los nervios sensoriales periféricos, por citar
algunos ejemplos. En muchas de estas circunstancias, el pa-
ciente experimenta la llamada ‘alodinia al frio’, es decir, una
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Figura 1. Esquema representativo de los mecanismos de deteccion de la
temperatura por las neuronas termorreceptoras que inervan la piel y las
mucosas. Los bloques rojos representan los tipos de canales i6nicos im-
plicados en la transduccion de los estimulos de frio (barras de la izquier-
da) en los diversos tipos de neuronas sensoriales primarias. Los mecano-
rreceptores de la piel, que evocan sensaciones tactiles son débilmente
excitados por el frio. Entre los termorreceptores especificos de frio, los
de bajo umbral expresan muchos canales TRPM8 mientras que los de
alto umbral lo hacen en menor grado pero poseen la corriente de freno
IKD, mediada por canales Kvl y posiblemente también el canal Navl.8,
que les permite seguir disparando impulsos nerviosos a temperaturas
bajas. Los nociceptores polimodales expresarianTRPAI como sensor del
frio intenso. Se han representado también los efectos excitatorios (+) e
inhibitorios de los diferentes tipos de receptores sobre las neuronas es-
pinales y la sensacion final que evocan (Tomado de Belmonte, Brock y
Viana, 2009, ref. 22).

sensacion muy desagradable que se evoca con enfriamientos
discretos de la superficie corporal, como los causados por
corrientes de aire o el contacto con objetos frios, que en
condiciones normales resultan afectivamente neutros o agra-
dables. La explicacion generalmente admitida es que tales
disestesias son el resultado de interacciones anomalas entre
las aferencias de frio y las nociceptoras en las neuronas espi-
nales del asta posterior de la médula (19). Sin embargo, es
bien conocido que la lesion de los axones sensoriales perifé-
ricos modifica de manera profunda la expresion de los cana-
les i6nicos que desde el soma neuronal, son transportados a
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la periferia, provocando sobreexpresion de algunos y expre-
sion reducida de otros. Esto afecta de modo prominente a
algunos tipos de canales de sodio y potasio, que normalmen-
te regulan la excitabilidad de las terminaciones periféricas
(20). En las fibras termorreceptoras de frio lesionadas, estos
trastornos en la expresion de canales darian lugar a una
actividad espontanea anémala y a una alteracion de su capa-
cidad de respuesta a los estimulos naturales. Como hemos
comentado repetidamente, en condiciones normales, los ter-
morreceptores de frio de alto umbral solo se activan con
descensos pronunciados de temperatura pero, tras la lesion,
es presumible esperar que su umbral se halle anémalamente
reducido, haciéndolos hiperexcitables. En tal caso, comenza-
rian a activarse ya con enfriamientos muy moderados, lo que
generaria sensaciones displacenteras.

Hasta ahora no se habia dispuesto de datos experimenta-
les directos sobre el efecto de la lesion del axon sobre la acti-
vidad de los termorreceptores de frio, que pudieran corrobo-
rar esta especulacion. Sin embargo, los estudios en curso en
nuestro laboratorio indican que cuando tales axones de frio
se danan, efectivamente disparan de modo anémalo. Asi ocu-
rre, por ejemplo, con los que inervan la cornea del ojo del
cobaya, que al ser seccionados durante una incision quirurgi-
ca similar a la practicada durante la cirugia fotorrefractiva en
humanos, adquieren un umbral anormalmente bajo y una
respuesta aumentada al enfriamiento de la cornea causado
por un estimulo con aire frio. Es conocido que alrededor del
40% de los pacientes operados de cirugia fotorrefractiva, ex-
perimentan sensaciones anémalas de sequedad ocular y dises-
tesias con las corrientes de aire (21). Es muy posible que éstas
se deban, no a una disminucién de la humedad corneal, se-
cundaria a la reduccion de la lacrimacion refleja por lesion de
los nervios aferentes, como especulan los cirujanos oculares,
sino a una actividad anémala en los termorreceptores cornéa-
les de frio lesionados por la cirugia. En circunstancias norma-
les, tales receptores incrementan moderadamente su actividad
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durante el enfriamiento de la superficie ocular causado por la
evaporacion que resulta de mantener el ojo abierto, y contri-
buyen a evocar el parpadeo pero no llegan a causar una sensa-
cion consciente de sequedad. Cuando su frecuencia de dispa-
ro aumenta anormalmente, como ocurre tras la lesion, las
descargas de impulsos nerviosos son interpretadas a nivel cor-
tical como sequedad molesta de la superficie ocular, pese a
que se ha demostrado que a los pocos dias de la cirugia foto-
rrefractiva, la mayoria de las corneas han recuperado su grado
de humidificacion normal.

De las observaciones brevemente comentadas aqui, cabe
concluir, por un lado, que resulta arriesgado aplicar un re-
duccionismo excesivo a la interpretacion de mecanismos bio-
l6gicos complejos, como los que median la deteccion por los
receptores periféricos de los descensos moderados o acusa-
dos de la temperatura de la superficie corporal. Ademas, es
importante tener en cuenta que, cuando €stos u otros meca-
nismos sensoriales periféricos se alteran como resultado de
circunstancias patologicas, el cerebro pasa a recibir una in-
formacion sensorial distorsionada que puede eventualmente,
evocar disestesias y dolor en pacientes que padecen lesiones
de las terminaciones termorreceptoras periféricas.
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ANEMIA DE FANCONI: AVANCES EN LA IN-
VESTIGACION DE UNA ENFERMEDAD POCO

PREVALENTE

Introduccion

Juan A. BUEREN

En el ano 1927, el doctor Guido Fanconi (1892-1979)
realizo la primera descripcion de una enfermedad que pos-

teriormente seria conocida como la
Anemia de Fanconi (AF) (1).

Con motivo del 80 aniversario
del descubrimiento de la enferme-
dad, y en virtud de la relevancia de
la figura del Dr. Fanconi, Stephan
Lobitz y Eunike Velleur publicaron
en el ano 2006 un trabajo de recopi-
lacion de los principales hallazgos
realizados por Guido Fanconi en
estos pacientes (2).

En este capitulo deseo rendir
homenaje a una de las personas que
con mayor entusiasmo han apoyado
a nuestro equipo del Ciemat a pro-

Guido Fanconi

gresar en la investigacion de esta enfermedad, con el objeti-

vo de encontrar terapias mas eficaces para los pacientes con



38 Juan A. Bueren

AF. Obviamente se trata del Dr. Pedro Garcia-Barreno —D.
Pedro—, pues sin su ayuda todo seria mucho mas dificil.

Los primeros hallazgos en el descubrimiento
de la enfermedad

Al poco tiempo de comenzar su formaciéon como médico
pediatra, el joven Dr. Fanconi atendi6 en el Hospital Kin-
derspital de Zurich a una familia con 5 hijos, 3 de los cuales
habian desarrollado una anemia perniciosa particular, a eda-
des de entre 5y 7 anos. Estos pacientes padecian defectos
congénitos consistentes en microcefalia, estrabismo, acorta-
miento del dedo pulgar, hipoplasia de los testiculos, hiper-
pigmentacion de la piel y hemorragia cutanea. En los regis-
tros de seguimiento de los pacientes, Guido Fanconi observo
que los defectos hematologicos no se restringian a una serie
sanguinea, sino a todas ellas. En virtud de las observaciones
realizadas por Fanconi sobre estos pacientes, el famoso he-
matologo Otto Naegli propuso en 1931 que este sindrome
deberia ser conocido como «anemia de Fanconi».

Durante mas de 40 anos Guido Fanconi estudio la etio-
logia de la enfermedad. Ante la variedad de sintomas obser-
vados en los pacientes, en el ano 1964 propuso que la causa
de la enfermedad dificilmente podria ser la afectacion de un
Unico gen, proponiendo como causa mas probable de la
misma una translocacion cromosémica. Tal translocacion
nunca aparecio; sin embargo, sus trabajos permitieron de-
mostrar que las células de los pacientes con AF se caracteri-
zaban por una marcada inestabilidad cromosémica (3, 4). En
el ano 1976, Arleen Auerbach demostré que la inestabilidad
de estas células era particularmente manifiesta cuando se
exponian a farmacos que producian entrecruzamientos en
las cadenas del DNA (5).

Tratando de comprender si la causa genética de la enfer-
medad era la misma en todos los pacientes con AF, el Dr.



Anemia de Fanconi: Avances en la investigacion de una enfermedad... 39

Manuel Buchwald realiz6 experimen-
tos en los que fusion6 células linfo-
blastoides procedentes de diferentes
pacientes. Mientras que en algunos
casos las células fusionadas tenian el
mismo fenotipo que el observado en
las células de cada uno de los pacien-
tes, este investigador observé que la
fusion de células procedentes de dos
pacientes diferentes complementaba

su fenotipo. El resultado de estos ex-

M. Buchwald

perimentos fue publicado en el ano
1985, demostrando por primera vez la heterogeneidad gené-
tica de la enfermedad (6).

En la actualidad se han descubierto un total de 13 gru-
pos de complementacion en la AF. Fue en el ano 1992 cuan-
do el propio equipo de Manuel Buchwald clon6 el primero
de los genes de Fanconi, el gen FANCC (7). A lo largo de
estos anos se han ido descubriendo los otros 12 genes restan-
tes, siendo de destacar la figura del Dr. Hans Joenje, de la
Universidad Libre de Amsterdam, en el descubrimiento de
los genes de Fanconi, genes FANC, pues este investigador
particip6 en el clonaje de 9 de los 13 genes de Fanconi que
actualmente conocemos.

Diferentes equipos de investigacion estudiaron la preva-
lencia de las mutaciones de los diferentes genes FANC en los
enfermos con AF. En todos los estudios realizados hasta el
momento se ha observado que las mutaciones en el gen FAN-
CA eran las de mayor prevalencia. No obstante, los estudios
de subtipaje coordinados por nuestro equipo del Ciemat han
mostrado que la prevalencia del grupo de complementacion
FA-A en Espana es la mas elevada, en comparacién a la ob-
servada en otros paises (8). Esto se explica fundamentalmen-
te por dos razones. Por un lado en Espana no se ha repor-
tado la existencia de pacientes pertenecientes al grupo de
complementacion FA-C, también muy prevalente en otros
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paises. Por otra parte, aproximadamente el 30% de los pa-
cientes AF espanoles pertenece a la etnia gitana. Los pacien-
tes de esta etnia comparten una mutacion caracteristica en el
cuarto exon del gen FANCA; mutacion definida como ances-
tral en enfermos AF de esta poblacion. Postulamos que tal
mutacion se introdujo en la Peninsula Ibérica en la Edad
Media por medio de alguna familia que migré6 del Este Eu-
ropeo, y que posteriormente se expandio en personas de la
etnia gitana como consecuencia de su elevada consanguini-
dad (9).

La explicacion de como mutaciones en 13 genes diferen-
tes, sin aparente relacion entre ellos, desemboca en una
misma enfermedad es una cuestion que se ha ido compren-
diendo con el paso de los anos. Los estudios bioquimicos
realizados desde el descubrimiento del primer gen FANC
han permitido proponer lo que actualmente conocemos
como la ruta de la anemia de Fanconi. Sin entrar en detalles,
lo que esta ruta pone de manifiesto es que todas las protei-
nas FANC son necesarias para que finalmente se produzca
una senal que facilite la reparacion del DNA, tanto durante
el proceso de replicacion, como después de una agresion
genotoxica (Figura 1). La ausencia de cualquiera de estas
proteinas, independientemente de cual de ellas se trate, di-
ficultaria la correcta reparacion del DNA, promoviendo la
muerte o el comienzo de la transformacion neoplasica de la
célula.

Hasta el ano 2002, los genes FANC eran conocidos por
su implicacion en una enfermedad poco prevalente. En este
ano, sin embargo, el equipo del Dr. Alan D’Andrea descu-
brié que la causa de la enfermedad de un paciente adscrito
al grupo de complementaciéon FA-D1 consistia en la presen-
cia de mutaciones bialélicas en el gen BRCA2 (10), el gen de
mayor relevancia en cancer de mama hereditario. A partir de
entonces el mundo de la investigacion oncologica se volco
en estudiar qué relevancia tendria la ruta de Fanconi en
cancer no so6lo hereditario, sino también adquirido. Asi por
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Figura 1. Ruta bioquimica de las proteinas de la anemia de Fanconi.
(Tomado de Grompe and Van de Vrught. Dev Cell, 2007).

ejemplo, el propio equipo de Alan D’Andrea describié por
primera vez que la metilacion del promotor del gen FANCF,
y por tanto la represion de su expresion, estaba implicado en
la generacion de neoplasias, y en su respuesta a farmacos que
producen entrecruzamientos en las cadenas del DNA, tales
como el cisplatino (11).

Avances y los obstaculos mas significativos en la terapia de
pacientes con anemia de Fanconi

Desde el punto de vista clinico, la AF también manifiesta
una notable complejidad. La mayoria de estos pacientes de-
sarrollan anemia aplasica a edades tempranas de crecimien-
to. No obstante, y puesto que las proteinas AF participan en
la reparacion del DNA, estos enfermos también tienen una
elevada predisposicion a desarrollar neoplasias, principal-
mente leucemia mieloide aguda, y también tumores solidos,
particularmente carcinomas de células escamosas.
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Aunque los tratamientos con andrégenos o las transfusio-
nes de eritrocitos o plaquetas constituyen terapias eficaces
durante cierto tiempo, el trasplante de progenitores hemato-
poyéticos, principalmente a partir de donante emparentado
HLA idéntico, constituye la terapia de eleccion en pacientes
con AF. Desgraciadamente, tan s6lo un 30% de los pacientes
posee tal donante, por lo que su Unica opcion es el trasplan-
te a partir de un donante no emparentado, en los casos en
los que tal donante se encuentra.

Tras los primeros hallazgos mostrando que la sangre del
cordon umbilical posee un elevado contenido de progenito-
res hematopoyéticos, se postulo la posibilidad de utilizar este
material como producto para tras-
plante en pacientes que no tuvieran
donante. En el ano 1989, la Dra.
Gluckman realiz6 el primer tras-
9 plante de sangre de cordon umbili-
cal, precisamente en un paciente
con anemia de Fanconi (12). A par-
tir de entonces, el numero de tras-
plantes realizados con unidades
criopreservadas de sangre de cordon

umbilical ha aumentado muy signi-
ficativamente, de manera que el uso

AN \
4l \\
E. Gluvkmanl ~ actual de esta fuente de trasplante
es similar al de otras fuentes de pro-
genitores hematopoyéticos de donantes adultos.

Los buenos resultados asociados al trasplante hematopo-
yético a partir de hermano HLA idéntico, unido la mejora de
las técnicas de fertilizacion in vitro posibilité que padres con
un hijo enfermo de AF pudieran recurrir a la fecundacién in
vitro para engendrar un hermano sano y ademas compatible
con el hermano enfermo. En el ano 2003 investigadores clini-
cos de la Universidad de Minesota trasplantaron por primera
vez la sangre del cordén umbilical de un bebé seleccionado ge-

néticamente en un paciente con AF (13), abriendo desde ese
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momento una nueva posibilidad para la terapia de estos pa-
cientes, asi como también un importante debate ético.

La terapia génica constituye otro de los grandes retos
para el tratamiento de pacientes con enfermedades genéti-
cas, entre ellas la AF. Fue en el ano 2000 cuando el equipo
dirigido por el Dr. Alan Fischer y la Dra. Cavazzanna-Calvo
mostraron sus primeros resultados en donde se evidenciaba
que 9 de 10 pacientes con inmunodeficiencia severa com-
binada SCID-X1 que habian sido tratados con vectores
gammaretrovirales recuperaron su inmunocompetencia,
pudiendo abandonar las unidades de aislamiento (14). Los
resultados del equipo francés fueron confirmados en pacien-
tes con inmunodeficiencia ADA, primero en Mildn y poste-
riormente en Londres (Drs. Aiuti y Thrasher, respectivamen-
te). Mas tarde, en Alemania, el Dr. Manuel Grez obtuvo
también los primeros resultados positivos asociados al trata-
miento genético de pacientes con granulomatosis cronica.
Desgraciadamente, en Estados Unidos, dos protocolos inde-
pendientes sobre pacientes con AF mostraron que trata-
mientos de terapia génica similares a los realizados en
Europa no eran eficaces para mejorar la clinica de pacien-
tes con AF (15, 16).

Tres anos después de los primeros resultados obtenidos
por el equipo de Paris, uno de sus pacientes con inmunode-
ficiencia X1 desarrollé una leucemia linfocitica (17). A este
primer paciente le siguieron otros cuatro en Paris y uno en
Londres. Estudios sobre la integracion de los vectores tera-
péuticos en el genoma de las células leucémicas demostraron
la transactivacion de oncogenes en estos pacientes, con fre-
cuencia del oncogén LMOZ2. Tal fenémeno se producia por
efecto de la insercion del vector retroviral en la proximidad
del oncogén, y por la elevada actividad del promotor/ampli-
ficador retroviral.

Trabajos pioneros de diferentes equipos de investigacion,
entre los que destacan los dirigidos por el Dr. Luigi Naldini
en Milan, llevaron al desarrollo de vectores lentivirales con
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promotores seleccionados a la carta. Estos trabajos permitie-
ron demostrar que a diferencia de los vectores gammaretro-
virales, los vectores lentivirales no tenian tropismo por regio-
nes proximas al inicio de la transcripcion de genes. En virtud
de estas observaciones, estudios realizados en modelos de
raton demostraron que frente a los vectores gammaretrovira-
les, los vectores lentivirales eran significativamente mas segu-
ros. Todos estos trabajos permitieron concluir que, pese a lo
que inicialmente se pudiera pensar, los vectores basados en
el virus de la inmunodeficiencia humana se postulaban como
los vectores de mayor seguridad en el campo de la terapia
génica (18).

Mediante el uso de esta familia de vectores lentivirales,
en nuestro laboratorio demostramos la posibilidad de curar
modelos de raton deficientes en el gen Fancdl (19), y tam-
bién de corregir el fenotipo de linfoblastos y también de
progenitores hematopoyéticos de pacientes con anemia de
Fanconi (20). De ahi, que en la actualidad, en colaboracién
con Genethon, estemos comenzando el desarrollo de vecto-
res lentivirales de uso clinico para la puesta en marcha de un
protocolo de terapia génica en pacientes AF, subtipo A.

Ante el limitado nimero de células madre hematopoyé-
ticas presentes en la médula 6sea de los pacientes con AF,
surgio la necesidad de investigar la posibilidad de generar
progenitores hematopoyéticos a partir de fuentes alternativas
a la médula 6sea. Para ello, la aproximacion propuesta por
el investigador japonés Dr. Yamanaka en el ano 2006, y basa-
da en la transferencia de cuatro genes con capacidad de
reprogramar fibroblastos de piel (21) resultaba la de mayor
expectacion. En colaboraciéon con el equipo de los Drs. Raya
e Izpisua-Belmonte en el Centro de Medicina Regenerativa
de Barcelona y el Dr. Surrallés de la Universidad Auténoma
de Barcelona/Ciber de enfermedades raras, muy reciente-
mente hemos demostrado la posibilidad de corregir el defec-
to genético de fibroblastos de piel de pacientes AF, y tam-
bién de reprogramar estas células para generar progenitores
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hematopoyéticos con fenotipo sano [Ver esquema Figura 2 y

referencia (22)].
i
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Figura 2. Esquema utilizado para la generacion de células sanguineas
corregidas genéticamente, a partir de fibroblastos de la piel de pacientes
con anemia de Fanconi [Referencia (22)].

Sin duda alguna, son todavia numerosos los obstaculos
que faltan por vencer antes de que las células hematopoyé-
ticas generadas por reprogramacion de fibroblastos de piel
puedan ser utilizadas para solventar el problema hematologi-
co de pacientes con AF. No obstante, estos hallazgos nos
permiten vislumbrar como serd la terapia del futuro de pa-
cientes con enfermedades genéticas, en particular de pacien-
tes con AF.

Gracias a la inestimable y desinteresada ayuda del Dr.
Pedro Garcia-Barreno estamos teniendo la ocasion de parti-
cipar en el gran avance que la terapia génica y celular esta
experimentando en estos anos. Confiamos hacer buen uso
de su ayuda para que nuestra experiencia en este campo
permita disminuir el sufrimiento de los pacientes y familias
afectadas por enfermedades genéticas, tales como la anemia
de Fanconi.
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LA VACUNA CONTRA EL SIDA

MaRrIANO ESTEBAN RODRIGUEZ

Vacuna espaiola contra el VIH/SIDA: ensayos preclinicos
y clinicos

Este articulo va dedicado a mi querido amigo el Excmo.
Profesor Pedro Garcia Barreno carinosamente «Pedro»,
quien gracias a su teson, entusiasmo cientifico y esfuerzo ha
permitido que el proyecto que dirijo de desarrollo de vacu-
nas contra distintas enfermedades como el Sida y que reali-
zamos en mi laboratorio de POXVIRUS y VACUNAS del
CNB-CSIC haya podido traspasar la barrera experimental del
laboratorio a la clinica. La historia se remonta al 2004 cuan-
do en una reunién conjunta con «Pedro» y con el muy en-
tranable Sr. D. Rafael Benjumea de la Fundaciéon Marcelino
Botin, me propusieron que la investigacion tradicionalmente
basica que realizaba en el laboratorio pudiera tener un ma-
yor impacto social, a través de mayores recursos financieros
aportados por la Fundacién, con la finalidad de facilitar la
proteccion intelectual de la investigacion mediante patentes
e incentivando para que la investigacion biomédica pudiera
llegar a fase clinica y transferirse al sector empresarial. Tra-
dicionalmente uno de los mayores problemas a los que nos
hemos enfrentado los investigadores en Espana ha sido la
falta de incentivos para proteger nuestras invenciones me-
diante patentes y la escasez de recursos para poder demos-
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trar mediante ensayos clinicos en fase I que un determinado
producto puede tener interés comercial en salud. Fue preci-
samente el entusiasmo contagioso de «Pedro» lo que motivo
que el proyecto que iniciamos en 2005 en mi grupo con
apoyo de la Fundacion Botin para el desarrollo de vacunas
contra enfermedades prevalentes como el VIH/SIDA haya
traspasado la barrera del laboratorio y se encuentre en 2009
en fase clinica I. Como corolario sirva de referencia que
nuestro trabajo de vacunas fue objeto de un programa tele-
visivo en Informe Semanal de TVEI el dia 17 de enero de
2009. Precisamente el titulo del programa fue «Vacuna de
sida MVA-B made in Spain». En funcién del programa de
TVEI he tomado la licencia en el titular de llamar vacuna
espanola. En este articulo describiré brevemente los antece-
dentes de como llegamos a generar vacunas frente al VIH,
que es la vacuna MVA-B, los ensayos preclinicos realizados en
dos modelos animales (ratones y macacos), el ensayo clinico
en fase I que esta en marcha en Espana, asi como los futuros
ensayos clinicos y proyectos a realizar en vacunas VIH.

Antecedentes: proyecto EuroVac

El proyecto de vacuna VIH se inicia en mi laboratorio, en-
tonces en la Facultad de Medicina de la Universidad del Esta-
do en Nueva York (SUNY), poco anos después del descubri-
miento del VIH como agente causal del SIDA por el que los
investigadores franceses Luc Montagnier y Francoise Barré-Si-
noussi obtuvieron el Premio N6bel de Fisiologia y Medicina en
octubre de 2008 (1). Desarrollamos virus atenuados de vacci-
nia expresando los antigenos Envy Gag-Pol del VIH subtipo B
como candidatos vacunales (2) y establecimos, junto con cola-
boradores de Nueva York, procedimientos de inmunizacion
combinada de vectores heterélogos (prime/boost) que indu-
cian respuestas celulares T CD8+ especificas con altos niveles
de proteccion frente a un modelo de patégeno como malaria
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murina (3). Estos procedimientos de inmunizacién combina-
da de vectores heter6logos con poxvirus recombinantes como
«booster» estan siendo utilizados ampliamente por la comuni-
dad cientifica en vacunacion frente a multiples patégenos (4,
5). Los trabajos de vacunas frente a VIH los continuamos a mi
regreso a Espana para dirigir el nuevo Centro Nacional de
Biotecnologia (1992-2003). Fue en 1999 cuando la UE nos
concede el cluster «European Vaccine Effort against HIV/
AIDS» QLK2-CT-1999-01321 como parte de un consorcio de
laboratorios europeos, cuyo objetivo era desarrollar vacunas
experimentales contra VIH basadas en los vectores de poxvi-
rus (MVA y NYVAC) expresando los antigenos Env/Gag-Pol-
Nef del VIH para los subtipos B y C, en replicones del virus
Semliki Forest y en vectores de DNA expresando los mismos
antigenos y en la proteina purificada de Env (gp140). Con
estos vectores se propone llevar a cabo ensayos preclinicos en
macacos y clinicos en voluntarios sanos. Los vectores de poxvi-
rus basados en NYVAC los desarrolla la empresa Sanofi-Pas-
teur, los vectores basados en MVA los desarrollamos en el
CNB-CSIC, los vectores de DNA los produce la Universidad de
Regensburg en Alemania, los vectores de Semliki Forest los
genera el Instituto Karolinska de Suecia y la proteina Env la
produce el Nacional Institute for Biological Standards and
Control (NIBSC) del Reino Unido. Después de un largo reco-
rrido, con financiacion europea para los proyectos EuroVac I,
EuroVac II y EuroVac III, finaliza en 2007 el proyecto Euro-
Vac con la demostracion de que la inmunizacion con los vec-
tores de DNA y de poxvirus (MVA y NYVAC) es un procedi-
miento eficaz para desarrollar en el organismo de animales
(ratones y monos) respuestas inmunes especificas frente a los
antigenos del VIH (6-8). Para poder continuar, en ausencia de
financiacion europea, con el estudio de estos vectores en en-
sayos clinicos creamos en 2006 y en Lausanne la Fundacion
EuroVacc. En humanos y con voluntarios sanos se llevaron a
cabo por la Fundacién EuroVacc dos ensayos clinicos en fase
I (EVO1 y EVO2), demostrando que en procedimientos de
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prime/boost, es decir una primera inoculacion por ruta intra-
muscular (i.m.) del vector DNA que expresa Env/Gag-Pol-Nef
seguido de una segunda inoculacion (i.m.) con NYVAC expre-
sando los cuatro antigenos del VIH se producia una respuesta
inmune especifica en mas del 90% de los voluntarios, siendo
esta respuesta multifuncional, con predominio en la activacion
de linfocitos T CD4+ y mayoritariamente dirigida frente a Env
(9). Estos resultados supusieron un repunte en el horizonte de
vacunas VIH ya que con anterioridad los ensayos clinicos con
distintos candidatos vacunales no habian producido los resul-
tados esperados de inmunogenicidad amplia frente a los anti-
genos del VIH, excepto para vectores de adenovirus. Sin em-
bargo, en un ensayo en fase II con 3000 voluntarios que se
inmunizaron con vectores de adenovirus expresando antige-
nos del VIH (proyecto STEP), que habia demostrado previa-
mente un buen comportamiento inmunologico frente a los
antigenos del VIH, hubo que abortar el ensayo clinico al ob-
servar que los individuos vacunados y con titulos altos de anti-
cuerpos frente al virus respiratorio adenovirus, fueron mas
susceptibles a la infeccion por VIH que los individuos control
que no habian recibido la vacuna (10, 11). La dificultad en el
desarrollo de vacunas frente a VIH ha sido discutida en varias
revisiones (12-14). Teniendo en cuenta que el VIH ha provo-
cado desde su aparicion en 1981 mas de 22 millones de defun-
ciones, que otros 40 millones de personas estan infectadas,
que la pandemia se sigue extendiendo con virulencia especial-
mente en Africa y sureste asidtico, y que el virus desarrolla
resistencia frente a la terapia antirretroviral, es absolutamente
necesario, como lo indica la OMS (www.who.int/vaccines), el
desarrollar una vacuna preventiva frente a dicha pandemia.

La vacuna MVA-B

Asi como el vector NYVAC, derivado de la cepa del virus
vaccinia Copenhagen por delecion selectiva de 18 genes vira-
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les (15), fue utilizado por la empresa Sanofi-Pasteur para la
generacion de virus recombinantes que expresaban los anti-
genos Env/Gag-Pol-Nef (referidos como NYVAC-B/C), nues-
tro grupo desarrollé otros vectores basados en la cepa del
virus vaccinia modificado de Ankara (MVA) que habia perdi-
do después de de 500 pases seriados en células embrionarias
de pollo unos 30.000 nucleétidos del genoma viral. Esta
pérdida de secuencias virales hacia que el vector MVA care-
ciera de una serie de genes virales que en el virus parental
codifican para proteinas que inhiben respuestas inmunes (5,
16, 17). Ademas, este vector tiene limitada su capacidad para
replicar en la mayoria de las células de mamifero y en orga-
nismos, aunque se puede producir a escala industrial en cé-
lulas embrionarias de pollo. La seguridad del vector MVA se
ha demostrado en ensayos preclinicos y clinicos con vectores
que expresan distintos antigenos (5, 18). Recientemente
hemos demostrado que el vector MVA activa en células den-
driticas la transcripcion de genes que codifican para protei-
nas con funciones inmunomoduladoras y que este fenémeno
se produce por activacion de distintas rutas de senalizacion
como TLR2-TLR6, MDA-5 y el inflamasoma NALP3 (20). En
el laboratorio del CNB-CSIC y tras mucho esfuerzo consegui-
mos generar los vectores MVA-B y MVA-C (referidos como
MVA-B/C) que expresaban en un mismo locus, los cuatro
antigenos Env/Gag-Pol-Nef del VIH para los subtipos By C
(ambos subtipos representan cerca del 80% de todas las in-
fecciones por VIH en el mundo) (6, 8). Este vector demostro
buena capacidad para expresar los cuatro antigenos del VIH
en células humanas y una alta estabilidad. La proteina gp120
se liberaba como monoémero de la célula mientras que Gag-
Pol-Nef se expresaba intracelularmente como proteina de
fusion de unos 160 kDa (6).

Debido al interés que los vectores MVA-B y MVA-C po-
drian tener como vacunas frente al VIH se propuso a la Fun-
dacion Botin la posibilidad de su patentabilidad. La paten-
te fue procesada y después de un largo recorrido ha sido



54 Mariano Esteban Rodriguez

otorgada en Espana el titulo de patente de invencion
(P2005501841) y sigue su curso para la titularidad interna-
cional. Debo de admitir que sin el apoyo de la Fundacion
Botin y el mensaje de «Pedro» de proteger las invenciones,
nunca hubiéramos procesado la patente con titularidad CSIC.

Ensayos preclinicos

Con los vectores MVA-B/C y NYVAC-B/C llevamos a cabo
los primeros ensayos preclinicos de inmunizaciéon en modelo
murino demostrando que dichos vectores inducen respuestas
inmunes especificas frente a los cuatro antigenos del VIH, y
que la magnitud de dichas respuestas era potenciada cuando
en la primera inmunizacién se utilizaba como inmunégeno
vectores de DNA o replicones del virus Semliki Forest expre-
sando los mismos antigenos, seguido de una dosis recuerdo
con los vectores atenuados de poxvirus (6). Estas respuestas se
observaban también en modelo transgénico murino de pre-
sentacion de antigenos en el contexto humano MHC de clase
1 (6). Ademas de establecer que la combinacion DNA/pox era
muy inmunogénica observamos que la combinacion de los vec-
tores NYVAC/MVA, es decir una primera inmunizacién con el
vector NYVAC-B seguido al cabo de tres semanas por una se-
gunda inoculacion con el vector MVA-B, pero no al revés, pro-
ducia una mayor amplitud en la respuesta inmune frente a los
distintos antigenos del VIH (6, 8). Ello se debe a que el vector
NYVAC tiene mas limitada su capacidad para expresar protei-
nas virales a tiempos tardios en la infeccion (21), por lo que
no sintetiza proteinas virales que inducen anticuerpos neutra-
lizantes, lo que confiere una ventaja selectiva cuando se admi-
nistra posteriormente el vector MVA-B a los ratones (6, 8).

Los resultados obtenidos en modelo murino fueron se-
guidos de ensayos preclinicos en modelo de macaco (7).
Como el macaco no se infecta por VIH y si por un virus
hibrido (referido como SHIV) que expresa la envuelta del



La vacuna contra el SIDA 55

VIH y los antigenos del virus de la inmunodeficiencia de
simio (SIV), desarrollamos en mi laboratorio dos recombi-
nantes de MVA y NYVAC que expresaban la proteina Env del
VIH (89.6p) y Gag-Pol-Nef del SIVmac239. Estos recombi-
nantes fueron crecidos y purificados de células CEF y envia-
dos al Centro de Primates de Holanda para ensayos de inmu-
nogenicidad y de proteccion. Mediante ensayo con tres
grupos de macacos (7 animales por grupo para los inmuni-
zados con DNA/MVA; otros 7 para DNA/NYVAC vy seis ani-
males para el grupo control pero inmunizados con los vecto-
res vacios) pudimos demostrar que la inmunizacion
combinada de DNA/MVA y DNA/NYVAC inducia respuestas
inmunes bien diferenciadas con predominio de respuesta
tipo CD4+ para DNA/NYVAC y del tipo CD8+ para DNA/
MVA. Significativamente cuando a los animales se les inocu-
laba una dosis letal del virus hibrido SHIV89.6p al cabo de
32 semanas después de la primera inmunizacion, los dos
grupos de animales inmunizados con los vectores DNA/MVA
y DNA/NYVAC inducian protecciéon en todos los animales
mientras que los animales inmunizados con los vectores va-
cios fallecian por la infeccion (7). Estos resultados demostra-
ban que los vectores MVA y NYVAC eran buenos candidatos
vacunales frente al VIH.

La siguiente aproximacion fue demostrar si se podian
administrar de forma segura los vectores MVA y NYVAC por
inhalacion. Uno de los problemas de administracion de vacu-
nas por inyeccion es la dificultad para su administracion en
paises pobres, mientras que la ruta respiratoria es de facil
manejo. Por ello decidimos llevar a cabo experimentos en
macacos a los que se les administr6 MVA o NYVAC mediante
inhalacion. Los resultados obtenidos indican que dicha ruta
es segura, el virus no atraviesa la via craneo-encefalica, no se
distribuye a otros tejidos, su expresion es transitoria, pero
suficiente para activar respuestas inmunes especificas frente
a antigenos del VIH o de otros patégenos (19). Estos resul-
tados abren la posibilidad de administrar los vectores de
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poxvirus MVA y NYVAC por via respiratoria lo que facilitara
su aplicacion como vacunas a nivel mundial.

Ensayos clinicos

Una vez demostrado que los vectores NYVAC y MVA eran
buenos inmunoégenos y que en combinacion con DNA expre-
sando los mismos antigenos se potenciaba la respuesta inmu-
ne frente a los antigenos del VIH, el siguiente paso fue la
realizacion de ensayos clinicos en fase I. Cada uno de los
vectores a utilizar en los ensayos clinicos tuvo que ser produ-
cido en condiciones GMP, lo que supuso elevados costes. El
vector DNA-C fue producido por la empresa Cobra en el
Reino Unido, el vector NYVAC-C fue producido por Sanofi-
Pasteur mientras que el vector MVA-B lo produjo la empresa
alemana IDT. Ademas, con cada uno de los productos GMP
hubo que llevar a cabo por empresas analisis de toxicidad y
biodistribucion en modelos animales. Una vez que los pro-
ductos GMP habian pasado los controles de seguridad, se
procedi6é a su ensayo clinico. Se han llevado a cabo por
EuroVacc dos ensayos clinicos, referidos como EVO1 y EVO-
II, en Lausanne y Londres. En el primero (EVO1) se exami-
no6 en 20 voluntarios sanos la seguridad y capacidad inmuno-
génica del vector NYVAC-C, después de su administracion
por ruta intramuscular a las 0 y 4 semanas. En el EVOII se
utilizaron 40 voluntarios sanos, comparando la seguridad e
inmunogenicidad de los vectores DNA-C y NYVAC-C. Un
grupo de voluntarios recibié dos dosis de NYVAC-C (0 y 4
semanas), mientras que el otro grupo recibié primero dos
dosis de DNA-C (0 y 4 semanas) seguido de dos dosis de
NYVAC-C (20 y 24 semanas). Se examinaron parametros de
seguridad e inmunologicos, estableciendo que mientras que
la administracion de dos dosis del vector NYVAC-C inducia
respuestas inmunes especificas en el 33% de los voluntarios,
sin embargo cuando se combinaba con DNA el porcentaje se
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incrementaba al 90%. Significativamente esta respuesta era
duradera en el tiempo, mayoritariamente de células T CD4+
y con inmunodominancia del antigeno Env (9).

Uno de los problemas en el ensayo clinico con DNA y
NYVAC es que la dosis a administrar de DNA es muy alta (4
mg por inoculaciéon) y que el vector NYVAC administrado
s6lo, habia dado repuestas positivas en un reducido namero
de voluntarios. Debido a las diferencias que existen en sena-
lizacion entre los dos vectores MVA y NYVAC, con MVA di-
rigiendo una mayor induccion de genes que codifican para
citoquinas proinflamatorias (22), activando la ruta de genes
dependiente e independiente de interferon-beta (23), lo que
en su conjunto beneficia la respuesta inmune, el siguiente
paso fue llevar a cabo un ensayo clinico en Espana con MVA-
B. Este ensayo se inicia en 2009 con 30 voluntarios sanos,
distribuidos en dos grupos de 15 personas por hospital. Los
hospitales participantes son el Gregorio Maranon de Madrid
y el Clinic en Barcelona. Se inicia en marzo-abril de 2009 el
programa de inmunizacion, con 24 voluntarios que reciben
por ruta intramuscular la vacuna MVA-B y otros 6 voluntarios
reciben un placebo. La vacuna se administra a los tiempos 0,
4 y 16 semanas. Se llevara a cabo un seguimiento de los
voluntarios inmunizados y se determinara a lo largo de un
ano la naturaleza de las respuestas inmunes inducidas en los
individuos vacunados. La relevancia del ensayo en fase I de
vacuna VIH con MVA-B es que es el primero que se lleva a
cabo con un vector desarrollado y patentado en Espanay que
permite el establecimiento de una plataforma clinica para
futuros ensayos con candidatos vacunales frente al VIH.

Futuros ensayos clinicos en Espana
Espana es el pais con mayor numero de casos de infec-

ciones por VIH de la Uniéon Europea y dispone de una co-
horte de individuos seropositivos muy bien controlada, asi
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como de un excelente banco de datos. Ademas, con la crea-
cion de la Red de Sida espanola, de la que formamos parte,
se podra ampliar el nimero de ensayos clinicos y desarrollar
nuevos vectores vacunales frente al VIH. Este objetivo de
ampliaciéon de ensayos clinicos y nuevos vectores esta en
marcha y ya se ha solicitado por la Red financiacion en las
convocatorias de proyectos FIS y FIPSE. Asumiendo que los
resultados clinicos con el vector MVA-B en voluntarios sanos
indiquen respuestas inmunes especificas en un namero sig-
nificativo de voluntarios, el siguiente paso es extender el
ensayo clinico a una combinaciéon de vectores. Ya hemos
mencionado que la combinacién de vectores NYVAC/MVA
induce respuestas inmunes mas potentes y amplias que cuan-
do se administra un unico vector. Por ello, hemos propuesto
que el siguiente ensayo clinico profilactico tenga dos ramas,
una con voluntarios sanos a los que se les administra una
dosis de NYVAC-B seguido de dos dosis de MVA-B y otra en
la que se administra primero MVA-B seguido de dos dosis de
NYVAC-B. Se medirian en el tiempo y a partir de sangre
periférica (PBMCs) una serie de parametros inmunologicos
(ELISPOT, ICS, ELISA, citoquinas/quimiocinas) indicadores
de activacion de respuestas inmunes VIH especificas. Se con-
sidera como parametros relevantes el que la respuesta inmu-
ne frente al VIH sea positiva en la mayoria de los vacunados,
que se produzca activacion de células T CD4+y T CD8+, que
la respuesta sea polifuncional afectando a un buen numero
de citoquinas y quimiocinas y que la respuesta sea duradera.
Aunque es predecible que se produzcan anticuerpos frente a
Env, sin embargo estos protocolos de inmunizacion van mas
dirigidos a activar una respuesta celular T especifica.

Otro de los ensayos clinicos en consideracion es terapéu-
tico, dirigido a establecer si la administracion de MVA-B en
individuos seropositivos para el VIH puede incrementar sus
defensas y controlar la infeccion. Por ello, hemos propuesto
un ensayo terapéutico en individuos con terapia antirretrovi-
ral pero con niveles de células T CD4+ por encima de los
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200/ml y tasas virales bajas. Estos individuos recibirian tres
dosis de MVA-B como en el ensayo profilactico actualmente
en marcha. Se establecera si en los pacientes la vacunacion
produce algun beneficio en el control de la infeccion y na-
turaleza de la respuesta inmune.

Consideraciones sobre vacunas VIH

A nivel mundial, ¢en qué situaciéon nos encontramos con
vacunas VIH? Después del fracaso del ensayo STEP con ade-
novirus se esta invirtiendo un gran esfuerzo en entender el
por qué no funcioné la vacuna. Para evitar el problema de
anticuerpos frente a adenovirus en la mayoria de la pobla-
cion se estan llevando a cabo experimentos con adenovirus
de chimpancés (hay una gran diversidad de serotipos) debi-
do a que los humanos no hemos estado expuestos a estos
virus. El objetivo es utilizar adenovirus de chimpancés que
expresen distintos antigenos del VIH y demostrar en modelo
de macaco que la inmunizacién con estos vectores, solos o en
combinacién con otros vectores como DNA y poxvirus, pue-
den inducir proteccion frente a un desafio con SIV altamen-
te patogénico y origen heterologo.

Aunque los ensayos clinicos en fase III realizados con an-
terioridad fueron negativos, el inico ensayo clinico en fase III
actual es el llevado a cabo en Tailandia en zonas de riesgo de
contraer la infeccion por VIH. Dicho ensayo ha sido realizado
con 16.000 voluntarios que fueron inmunizados con la combi-
nacion del vector ALVAC (un poxvirus de canario) que expre-
sa varios antigenos del VIH, subtipos B/E, seguido de dosis re-
cuerdo con proteina purificada gp120. Los datos del ensayo se
conoceran en septiembre de 2009. Es interesante resaltar que
el ensayo ha pasado todos los controles lo que es un buen in-
dicador de que la vacuna no ha producido efectos negativos.
¢Qué es lo que esperamos de este ensayo la comunidad cien-
tifica? Lo que si es deseable es que después de todos los fraca-
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sos en vacunas VIH anteriores, se vislumbre la luz en el tunel,
con indicacién de algun grado de proteccion en los vacuna-
dos. Incluso si los indicadores fueran de un 30-40% de protec-
cion, se consideraria como significativo pues el mensaje seria
que es posible desarrollar una vacuna, introduciendo nuevos
vectores/inmunoégenos/adyuvantes en los protocolos de in-
munizacion. Sin embargo seria un jarro de agua fria y una vez
mas una frustracion si no se observara proteccion alguna. Hay
que resaltar que ninguno de los dos vectores del ensayo de Tai-
landia habia producido por separado proteccion alguna en
anteriores ensayos clinicos y que la combinacion de los dos
vectores se llevo a término con la comunidad cientifica enfren-
tada. Veremos lo que pasa con el ensayo fase III en septiem-
bre. Ojalda y por el bien de la humanidad el ensayo de sus fru-
tos. Eso esperamos y deseamos.

Aunque el ensayo fase III sea un fracaso hemos de seguir
adelante con los nuevos vectores que han sido desarrollados
y otros estan en proceso. Esto conlleva a que tenemos que
ser mas exigentes en los ensayos preclinicos, por lo que la
demanda para realizar ensayos de inmunogenicidad y protec-
cion en monos esta aumentando. Aquellos protocolos que
cumplan este requisito podran pasar a fase clinica. Debemos
de seguir en el empeno de desarrollar una vacuna frente al
VIH pues la pandemia no cesa y unos 3 millones de personas
fallecen anualmente por culpa de esta enfermedad. Gracias
al esfuerzo de la comunidad cientifica internacional, al em-
pyje de instituciones como el NIH, la Union Europea, la
Fundacion Bill y Melinda Gates y otras organizaciones, la
lucha contra el SIDA continta. EI mundo desarrollado vy las
empresas no pueden mantenerse al margen de esta pande-
mia que nos afecta a todos.
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LAS NEURONAS TIENEN UN CABALLO
DE TROYA

Joan J. GUINOVART

Paz y Bien es algo mdas que un saludo, son palabras que
intentan recoger el camino de San Francisco de Asis, quien
predicaba que la gratitud por lo recibido siempre ha de lle-
varnos a la responsabilidad de ofrecerlo. Pedro Garcia Barre-
no ha hecho honor al espiritu de Francisco y nos ha ofrecido
a una serie de laboratorios espanoles la posibilidad de dar un
enorme salto adelante en nuestro trabajo. Al frente del pro-
grama de Biomedicina de la Fundacion Marcelino Botin, ha
puesto las bases de una nueva «orden» de cientificos (OCM).
Su objetivo es potenciar a los investigadores para que logren
descubrimientos, pero también asegurar que éstos produz-
can beneficios que reviertan en la sociedad. Como novicio en
esta nueva orden, quiero expresar con este articulo mi admi-
racion por Pedro. Pax et Bonum, frater.

La biologia del cerebro es un tema de estudio relativa-
mente nuevo en mi grupo del Instituto de Investigacion Bio-
médica (IRB Barcelona). Ocurre a menudo en la ciencia que
se empieza a trabajar en un problema basico en un tipo de
célula o tejido y luego se observa que lo que se esta estudian-
do es importante para algin otro sistema que no se habia
contemplado inicialmente.

El foco de mi laboratorio se centra principalmente en el
estudio del mecanismo por el que las células almacenan glu-
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cosa en forma de glucoégeno. La insulina ordena a las células
de todo el cuerpo que eliminen la glucosa del torrente san-
guineo. Una vez en su interior, las moléculas de glucosa se
entrelazan dando lugar a largas cadenas de polisacaridos
gracias a la intervencion de una proteina denominada glucé-
geno sintasa.

La glucogeno sintasa es la tinica enzima capaz de formar
cadenas de glucogeno en los mamiferos. LLa mayoria de estu-
dios sobre esta molécula se han centrado en el papel que des-
empena en las células hepaticas y en las fibras musculares,
pues son las que presentan un metabolismo del glucégeno
mas activo en los humanos. En mi laboratorio hemos dedica-
do mucho esfuerzo a comprender los mecanismos de regula-
cion de esta enzima, particularmente en el higado, y a resol-
ver su estructura tridimensional. Sin embargo, mi asistencia a
un seminario de Santiago Rodriguez de Cordoba sobre la en-
fermedad de Lafora fue la clave para que me interesara en el
estudio de la glucégeno sintasa en las neuronas, responsables
de la transmision de las senales nerviosas y que constituyen la
«nobleza» de las células del cerebro.

La enfermedad de Lafora es una rara epilepsia neurode-
generativa provocada por la acumulacion en las neuronas de
un tipo de polimeros de glucosa que tienen caracteristicas
similares a las del glucégeno. Esta enfermedad se debe a
mutaciones en cualquiera de los genes que codifican para las
proteinas denominadas laforina y malina. En este trastorno,
las neuronas y también las células del corazon, de los muscu-
los y del higado se ven colapsadas por cuerpos de inclusion,
ricos en glucosa. Se trata de una enfermedad devastadora,
pues los primeros sintomas se presentan hacia los 10 anos de
edad en forma de epilepsia y contracciones musculares in-
controladas, progresando rapidamente hacia la neurodege-
neracion. Los pacientes no suelen alcanzar la edad adulta.

Las acumulaciones de polimeros de glucosa en las neuro-
nas son las que distinguen a la enfermedad de otras formas
de epilepsia y se conocen como cuerpos de Lafora, en honor
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a su descubridor. Gonzalo Rodriguez Lafora, un discipulo de
Santiago Ramoén y Cajal, los observé por primera vez mien-
tras realizaba las autopsias de pacientes jovenes que habian
padecido epilepsia y que habian fallecido antes de cumplir
los 19 anos.

Con la esperanza de conocer mejor el mecanismo de
formacion de estos cuerpos de Lafora, se decidi6 estudiar el
metabolismo del glucégeno en las neuronas. En principio,
estas c€lulas no serian el lugar mas interesante para investi-
garlo. Segun los libros de texto, las neuronas necesitan gran-
des cantidades de glucosa para obtener energia, sin embargo
no la acumulan, al contrario de lo que ocurre en la inmensa
mayoria de las otras células del organismo. En el cerebro, el
glucégeno se almacena en otro tipo de células denominadas
astrocitos. Cuando las neuronas necesitan energia, recurren
a estas c€lulas para que se la proporcionen. Los astrocitos
convierten la glucosa en lactato, una fuente de energia que
las neuronas pueden absorber y utilizar.

El primer descubrimiento, realizado por mi estudiante
de doctorado David Vilchez, fue que las neuronas expresan
MGS (glucogeno sintasa muscular), una forma de la glucoge-
no sintasa que normalmente se encuentra en las células
musculares. Este hallazgo fue muy sorprendente porque la
funcion de la MGS es sintetizar glucégeno a partir de gluco-
sa. La pregunta clave era ¢para qué lo tendrian las neuronas
si no acumulan glucogeno? Pronto observamos que la enzi-
ma se encuentra en dichas células en un estado durmiente.
Sin embargo, los experimentos de David demostraron que si
se fuerza la activacion de la MGS, las neuronas empiezan a
sintetizar glucégeno de inmediato. En esta situacion, las cé-
lulas se enfrentan a una grave carencia: les falta una segunda
enzima, denominada glucogeno fosforilasa cuya funcion es
degradar la compleja molécula de glucoégeno para que la
célula pueda liberar y utilizar su energia. Las neuronas no
producen la proteina, y como resultado no son capaces de
eliminar el glucégeno. De esta manera se forman densas
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particulas que las células no pueden disolver y eventualmen-
te las neuronas se colapsan. Esta acumulacion de glucégeno
pone en marcha un programa que hace que las neuronas se
auto-destruyan, la denominada apoptosis.

Este hallazgo constituye un cambio de perspectiva signi-
ficativo. Los cientificos no habian pensando en el glucégeno
como algo que pudiera ser danino para el cerebro. Pero
mirando retrospectivamente y examinando la literatura des-
de esta nueva perspectiva, muchas observaciones que habian
pasado desapercibidas empiezan a tener sentido. En varias
enfermedades neurodegenerativas, se han descrito acumula-
ciones de moléculas compuestas de cadenas de glucosa en las
células. Sin embargo, el glucégeno nunca se habia asociado
a la enfermedad o destruccién de las neuronas.

El hecho de que las neuronas contengan glucégeno sin-
tasa genera otras muchas preguntas. ;Para qué mantienen
una enzima que si se activa puede causar la muerte celular?
La MGS constituye, de esta manera, una especie de caballo
de Troya. Sin embargo, también estd presente en neuronas
sanas, pero no las dana. En consecuencia, la célula debe
tener una manera de mantenerla bajo control, evitando que
se active. ;Como lo consigue?

La contestacion a estas preguntas exigio la aplicacion de
varios métodos distintos. Se averigué que las neuronas sanas
logran que la MGS se mantenga inactiva y confinada en el
nucleo. De esta manera, cuando las neuronas captan glucosa,
no la pueden convertir en glucégeno como sucede en la
mayoria de los otros tipos de células.

El estudio demostr6é que las neuronas disponen de varios
métodos para mantener a la MGS a raya. La enzima se puede
inactivar por fosforilacién, un mecanismo que consiste en
acoplar a la proteina grupos de fosfato. Pues bien, en las
neuronas, la enzima se encuentra bien provisto de fosfato, lo
que le impide ejercer su funcion. Incluso si se fuerza a las
neuronas a fabricar mas MGS, la anulan inmediatamente
mediante la incorporacién de los fosfatos.
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Sin embargo, las células pueden reavivar proteinas que
han sido desactivadas simplemente retirando los fosfatos de
nuevo. Esto se consigue mediante una enzima denominada
fosfatasa, que se acopla a la MGS y elimina los fosfatos de la
proteina. Para ello precisa un adaptador, otra proteina deno-
minada PTG (Protein Targeting to Glycogen — proteina diri-
gida a glucégeno), que se une tanto a la MGS como a la
fosfatasa, facilitando asi la interaccion entre ellas.

Pero las neuronas s6lo producen pequenas cantidades de
PTG. Veinte veces menos que la cantidad que se encuentra
en las células que acumulan glucégeno. Sin este conector la
fosfatasa no puede acoplarse a la MGS, por lo que ésta tltima
queda atrapada en la posicion «apagada».

Lo que acabamos de describir es la situaciéon normal en
las neuronas sanas. /Qué sucede entonces en la enfermedad
de Lafora? La PTG proporcion6 una via para crear neuronas
enfermas que se pudieran utilizar para ensayar lo que sucede
en la enfermedad de Lafora. David utiliz6 un método que
obligaba a las células a producir mayor cantidad de PTG,
forzando asi la activacion de la MGS. Esto hizo que las células
acumularan glucégeno, lo que provoco su auto-destruccion.
Tras esta averiguacion, se empezaron a buscar otros compo-
nentes del sistema que pudieran rescatar a las células e inte-
rrumpir el proceso de muerte.

Un buen punto de partida seria examinar los efectos de
la laforina y la malina, las proteinas cuyos genes son defec-
tuosos en los pacientes que padecen la enfermedad de Lafo-
ra. Pare ello, se crearon dos grupos de células con altos ni-
veles de PTG. A uno se le obligé a fabricar cantidades
adicionales de laforina (la version sana) y a otro a expresar
cantidades adicionales de malina. En ambos grupos las neu-
ronas continuaron sintetizando y acumulando glucégeno.
Pero en un tercer experimento, se prepararon células que
sobreproducian las tres moléculas al mismo tiempo (PTG,
malina y laforina). El resultado en este caso si fue el bloqueo
completo de la sintesis de glucégeno. Es decir, habiamos
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demostrado que juntas, malina y laforina, son capaces de
bloquear la sintesis de glucogeno inducida por PTG.

Estas células presentaban otra caracteristica particular-
mente interesante: casi la totalidad de MGS y PTG habia
desaparecido. Esto significa que las células estaban destru-
yendo tanto la enzima capaz de producir glucégeno (MGS)
como la PTG, que era capaz de inducir su activacién. Aun-
que las neuronas estaban fabricando estas proteinas, desapa-
recian rapidamente. La laforina y la malina, de alguna for-
ma, le estaban indicando a la célula que destruyera las
moléculas de MGS y de PTG. Probablemente estaban consi-
guiendo su propésito activando una mdquina molecular de-
nominada proteasoma.

Todas las células animales necesitan deshacerse de pro-
teinas danadas y uno de los métodos que utilizan es el pro-
teasoma, un complejo con forma de barril constituido por
cerca de 30 moléculas. A las proteinas a destruir se les acopla
una molécula denominada ubiquitina. Eso hace que la ma-
quina trituradora las reconozca. El barril las atrae y en su
interior se fragmentan las proteinas, cuyas subunidades pue-
den reciclarse. Con el fin de demostrar que esto era precisa-
mente lo que estaba sucediendo, se trataron las células que
sobreproducian laforina, malina y PTG con moléculas que
bloquean la actividad del proteasoma, observando que, en
esas condiciones, la MGS y la PTG ya no eran destruidas.

No solo la laforina y la malina tienen que estar presentes
sino que las dos proteinas también tienen que unirse. Se
examinaron los cambios en las proteinas (mutaciones) que
existen en los pacientes que padecen la enfermedad de La-
fora. Algunos de los defectos en la malina se localizan en la
parte de la molécula que le permite unirse a la laforina. Si
se repiten los experimentos anteriores con una malina que
no puede unirse a laforina no se consigue bloquear la sinte-
sis del glucogeno. Esto explica el porqué los pacientes que
tienen alteraciones en la malina o en la laforina muestran los
mismos sintomas y sufren la misma evolucion de la enferme-
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dad. Es la pareja entre estas dos proteinas la que ejerce su
mision de salvaguarda. Si falla una de las dos, da igual cual
sea, no puede formase el complejo activo.

Todo esto apunta hacia un proceso inesperado en las
neuronas. Contienen partes principales de la maquinaria
necesaria para captar glucosa y sintetizar glucégeno, pero no
lo utilizan. Una posible explicacion es que en circunstancias
normales les falta una parte crucial —el conector adaptador
PTG. Sin este adaptador, la MGS no se activa. ¢Y por qué las
células no tienen PTG? Quizas lo pueden producir, pero la
laforina y la malina le dicen a la célula que lo destruya.

Nuestros experimentos asocian los sintomas de la enfer-
medad —un malfuncionamiento del cerebro, porque las
neuronas han muerto debido a la acumulacién indeseada de
gluc6geno— con las mutaciones en malina y laforina halla-
das en los pacientes. Esto es lo que sucede probablemente,
pero las cosas pueden ser mas complicadas. Es posible que la
laforina y la malina marquen también a otras proteinas para
ser destruidas. Quizas algunas de ellas pueden contribuir a
causar dano en las neuronas con los consecuentes efectos
catastroficos que esto tiene para los pacientes.

Esta historia plantea nuevas preguntas: ;por qué las neu-
ronas fabrican una enzima, la MGS, que puede destruirlas?
¢Qué ventaja les reporta conservarla para llegar al extremo
de haber elaborado sofisticados mecanismos para mantener-
la inactiva y silenciada? Muchas proteinas tienen multiples
funciones, y esto también puede ser aplicable a la MGS. Lo
que ahora se investiga es si la MGS realiza otras funciones
adicionales en las neuronas que son imprescindibles.

Otra posible explicacion para la presencia de MGS pue-
de estar relacionada con la eficiencia. Puede que a las células
les resulte mas facil fabricar la maquinaria primero y luego
anadirle unos cuantos componentes que la controlen, en vez
de no construirla de entrada. Esto puede permitir al organis-
mo incorporar la maquina de sintesis de glucégeno a todo
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tipo de células y luego designar unos cuantos casos en los
que no deba funcionar.

En este mismo sentido, la «soluciéon» laforina-malina pro-
bablemente no es exclusiva de las neuronas. Ambas protei-
nas se encuentran en otros tipos de células. Alli, también
pueden entrar en accion para ralentizar la sintesis de gluco-
geno en tejidos concretos o en situaciones especificas en las
que se requiera dejar de producirlo. Por consiguiente, este
mecanismo de control sea probablemente una solucion ge-
nérica para el control de la sintesis del glucogeno.

Esta historia tiene un ultimo corolario. El estudio de una
enfermedad rara nos ha aportado el descubrimiento de un
nuevo mecanismo de regulacion de la sintesis del glucégeno
que nadie habia podido intuir. Y viceversa, el conocimiento
de los mecanismos celulares del almacenamiento de glucosa
han arrojado luz sobre una enfermedad, la de Lafora, que a
priori nadie sospechaba que estuviera relacionada con el
metabolismo de la glucosa.

Y un consejo: hay que asistir a los seminarios de tus ami-
gos, aunque so6lo sea porque si no luego ellos no vendran a
los tuyos.

Esta investigacion se ha beneficiado del apoyo de la FMB.
Sin la ayuda de la misma, no habriamos podido llevar a cabo
los costosos experimentos que eran necesarios ni ahora nos
podriamos plantear la posibilidad de explorar si la acumula-
cion de glucogeno pueda ser la causa de otras enfermedades
neurodegenerativas. Gracias, pues, a la Fundacion Marcelino
Botin y a Pedro Garcia Barreno, medianero de dicha gracia.

El estudio sobre el mecanismo del glucégeno en las neu-
ronas se public6 en Nature Neuroscience en 2007 con el titulo
«Mechanism suppressing glycogen synthesis in neurons and
its demise in progressive myoclonus epilepsy». [Vilchez, D.,
Ros, S., Cifuentes, D., Pujadas, Ll., Valles, J., Garcia-Fojeda,
B., Criado-Garcia, O., Fernandez-Sanchez, E., Medrano-Fer-
nandez, I., Dominguez, J., Garcia-Rocha, M., Soriano,
E., Rodriguez de Coérdoba, S., Guinovart, J. J. Nature Neuro
Science (doi 10.1038/nn1998) (2007)].



LA TERAPIA PARA LA ENFERMEDAD
DE PARKINSON

JosE LoOPEZ BARNEO

El desarrollo cientifico ha sido el responsable del incre-
mento de la duracion y calidad de vida del hombre ocurrido
durante los ultimos siglos. La crisis econémico-financiera ac-
tual ha puesto una vez mas de manifiesto que son los paises
con una ciencia y técnica propias, basadas en estructuras aca-
démicas solidas e independientes, los que mejor aguantan las
dificultades y mantienen una posicion de liderazgo interna-
cional. Si alguien tiene todo esto claro, lo practica y lo ense-
na es Pedro Garcia Barreno. Su magisterio es especialmente
valioso pues lo ejerce con respeto y reconocimiento al traba-
jo de los demas, con generosidad, y alejado de la demagogia
y lugares comunes tipicos de los tiempos que vivimos. Pedro
Garcia Barreno tiene un discurso intelectual exigente, agudo
y critico, aunque prudente, abierto a la compresioén, e im-
pregnado de humanismo.

En este capitulo voy a tratar de la terapia celular en las
enfermedades neurodegenerativas y, especialmente, en la en-
fermedad de Parkinson (EP). Describiré brevemente la situa-
cién actual del campo y cudles parecen ser las perspectivas
en el futuro cercano. Sea este texto un pequeno homenaje
a Pedro Garcia Barreno, Catedratico de Fisiopatologia y Pro-
pedéutica Quirurgicas, que como investigador ha dedicado
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gran esfuerzo a la transferencia de los conocimientos cienti-
fico-técnicos a la practica médica.

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por
la destruccion de neuronas en diferentes zonas del sistema
nervioso, dando lugar a sintomas (cognitivos, motores, etc.)
que varian segun la zona afectada y la extension del proceso.
Las causas de las enfermedades neurodegenerativas se desco-
nocen y los tratamientos, cuando existen, son simplemente
sintomaticos y por tanto no atacan a la causa de la enferme-
dad. Dentro de los «nuevos» abordajes terapéuticos existen
dos aproximaciones muy atractivas que son la restitucion
celular y la neuroproteccion.

El objetivo de la restitucion celular consiste en el implan-
te de células en la zona de la lesion para sustituir a las que
se han destruido y realicen su misma funcion. Este tipo de
terapia es, en principio, solo aplicable en patologias neuro-
degenerativas, como la EP, en las que la muerte celular se
circunscribe (al menos en algunas fases del proceso) a zonas
localizadas y accesibles quirirgicamente. Los sintomas moto-
res mas invalidantes de la EP se deben a la muerte de neu-
ronas dopaminérgicas mesencefalicas nigroestriatales, y por
esa razon desde hace tiempo se ha ensayado el implante de
células productoras de dopamina en el estriado. Las células
mas utilizadas han sido procedentes de mesencéfalo de feto
y los resultados obtenidos en varias decenas de estudios abier-
tos han sido variables (en algin caso con mejoria clinica muy
espectacular). Sin embargo, estudios doble ciego, con con-
trol del efecto placebo, han mostrado no solo que esta téc-
nica es clinicamente poco eficaz, sino la presencia en algu-
nos pacientes trasplantados de complicaciones motoras, en la
forma de movimientos anormales denominados disquinesias.
La restitucion celular, basada en la generacion de una «sus-
tancia negra» ectopica en el estriado, y las técnicas similares
(como seria, por ejemplo, la diferenciacion de neuronas
dopaminérgicas a partir de células madre embrionarias) esta
actualmente desacreditada en el campo de la terapia antipar-
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kinsoniana. Ademas, varios grupos han descrito recientemen-
te la presencia de cuerpos de Lewy (depositos anormales de
proteinas que aparecen en las neuronas lesionadas por la
EP) en las neuronas trasplantadas en pacientes que al falle-
cer anos mas tarde se les realizé la autopsia. Estos datos se
han interpretado como indicadores de que las células tras-
plantadas se afectan por el proceso neurodegenerativo cau-
sante de la enfermedad.

En los ultimos anos el énfasis de la terapia celular anti-
parkinsoniana ha evolucionado desde la restitucion celular a
la neuroproteccion. Ello se refiere al intento de depositar en
el estriado células que liberen factores neuroprotectores (es-
pecialmente factores neurotréficos) que reviertan, o al me-
nos frenen, la enfermedad. Se esta trabajando muy activa-
mente en la buisqueda de moléculas pequenas (farmacos
clasicos) que atraviesen la barrera hematoencefalica y actien
sobre las neuronas activando programas genéticos y/o rutas
metabodlicas neuroprotectoras. Sin embargo, lo que ha teni-
do mayor desarrollo hasta la fecha ha sido el uso de factores
neurotroficos; moléculas que se producen en los tejidos dia-
nas (a los que proyectan los axones de las neuronas) y con-
tribuyen al establecimiento y mantenimiento de los circuitos
nerviosos. Aunque los datos experimentales de valor no son
muy abundantes, se piensa que en el sistema nervioso adulto
los factores neurotréficos son necesarios para el manteni-
miento de la integridad y el fenotipo neuronal. Postulamos
que en el proceso neurodegenerativo de las neuronas dopa-
minérgicas del mesencéfalo, la pérdida del fenotipo es un
signo temprano de dano neuronal y que el estudio de los
cambios iniciales que ocurren en las neuronas afectadas
podria conducir al desarrollo de terapias mas eficaces que las
disponibles actualmente. Aunque existen numerosos trabajos
preclinicos que describen los efectos de varios factores neu-
rotroficos en modelos de enfermedades neurodegenerativas
(NGF, IGF1 y otros en la enfermedad de Alzheimer, BDNF
en la enfermedad de Huntington, etc.), los ensayos clinicos
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mas avanzados se refieren al uso de GDNF (factor neurotro-
fico derivado de la glia) en relacion con la EP. Los estudios
preclinicos realizados con GDNF administrado intraestriatal-
mente en animales parkinsonianos (mediante transfeccion
con vectores virales o por inyeccion de células que producen
GDNF recombinante) tuvieron resultados muy positivos.
Igualmente, exitosos fueron los primeros ensayos abiertos en
humanos con la administracion de GDNF mediante canulas
implantadas en el estriado. Desafortunadamente, la euforia
inicial fue seguida de resultados clinicos decepcionantes ya
que los pacientes intervenidos con la administracion directa
de GDNF no mostraron mejoria clinica franca en fases pos-
teriores y presentaron complicaciones derivadas de la gene-
racion de anticuerpos neutralizantes anti-GDNF que reaccio-
nan con proteinas propias. Las razones por la que la
administracion local del GDNF no tiene efectos clinicos se
desconoce, aunque podria explicarse, al menos en parte, por
la produccion de los anticuerpos mencionados y por la difu-
sion limitada del GDNF en el parénquima cerebral.

La situacion de indefiniciéon de la terapia antiparkinso-
niana basada en la liberacion de GDNF en el estriado, con-
dujo a nuestro grupo a generar el raton KO («knockout»)
condicional de GDNF, donde el gen que codifica el factor
trofico se puede anular en la vida adulta. Este experimento
nos parecié particularmente importante ya que durante casi
una década habiamos ensayado, tanto en modelos animales
como en pacientes, una terapia antiparkinsoniana basada en
el trasplante intraestriatal de células del cuerpo carotideo,
cuyo mecanismo de accion biologico se debe fundamental-
mente a la liberacion de GDNF (y posiblemente otros fac-
tores neurotroficos). El estudio del raton KO condicional
de GDNF ha mostrado que este factor neurotrofico es ab-
solutamente necesario para la viabilidad de determinados
grupos neuronales catecolaminérgicos, especialmente los
localizados en el locus coeruleus, la sustancia negra y el area
tegmental ventral. De hecho, la disminucién en la produc-
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cion de GDNF produce un patrén de muerte neuronal pro-
gresiva muy similar al que se observa en la EP. El raton KO
condicional de GDNF presenta también un sindrome clini-
co aquinético similar al que aparece en los enfermos de
Parkinson.

Los datos experimentales parecen indicar que la apuesta
por la terapia neuroprotectora en la EP no esta perdida y
que posiblemente lo mads critico sea encontrar el vehiculo y
la forma mas adecuada de suministrar el GDNF (o el coctel
adecuado de factores neurotroficos) en el cerebro. Nuestro
grupo, y otros, ha realizado una extensa investigacion sobre
el efecto beneficioso de las células glomicas del cuerpo caro-
tideo, productoras de dopamina y GDNF, en el tratamiento
del parkinsonismo experimental con resultados muy satisfac-
torios en los modelos animales. Sin embargo, los dos estu-
dios pilotos que hemos realizados con esta técnica en huma-
nos han mostrado menos eficacia, posiblemente debido a
que la cantidad de células trasplantadas fue muy escasa.
Recientemente hemos descrito que el cuerpo carotideo adul-
to es un nicho neurogénico, donde se producen nuevas
neuronas (c€lulas gléomicas) a partir de progenitores deriva-
dos de la cresta neural. En roedores, los progenitores del
cuerpo carotideo muestran una gran capacidad de prolifera-
cion y diferenciacion. Parece, por tanto, que, de poder lle-
varse a cabo, la expansion in vitro del cuerpo carotideo
humano proporcionaria un punto de partida muy promete-
dor para el desarrollo de una nueva terapia neuroprotectora
de aplicabilidad en la EP y otras patologias neurodegenera-
tivas.

La terapia celular antiparkinsoniana esta en una fase
critica y con nuestro trabajo pretendemos contribuir de al-
gun modo a su desarrollo y a que la investigacion biomédica
realizada en Espana sea independiente y de primera calidad.
Como resultado deseariamos no solo la traslacion del cono-
cimiento cientifico del laboratorio a la clinica humana, sino
estimular la innovacién tecnolégica y, de este modo, contri-
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buir al verdadero cambio en el sistema econémico que desde
hace décadas preconizamos. Con ello contribuiriamos a dar
cumplimiento al sueno de muchos espanoles del presente y
del pasado a los que Pedro Garcia Barreno representa de
forma ejemplar.



PEDRO GARCIA BARRENO: LA MEDICINA,
LA CIENCIA Y LA VIDA

CarrLos Lorez OTIN

Una tarde de primavera de hace casi tres décadas, sali del
laboratorio del Hospital Ramoén y Cajal donde trabajaba y
crucé Madrid para asistir a la primera clase de un curso de
doctorado que se iniciaba en la Universidad Complutense.
Aquel curso trataba sobre la Fisiopatologia del colageno y
como nunca fue facil atravesar la capital, yo llegué tarde. No
esperaba gran cosa de aquellas lecciones porque, entonces
como ahora, los cursos de doctorado no acaban de encontrar
su lugar en el mundo. Me senté en la ultima fila y me dispu-
se, no a escuchar, sino a darle vueltas a los extranos resulta-
dos de unos experimentos que no lograba desalojar de la
cabeza: Mientras pensaba en imposibles puentes disulfuro,
una voz grave iba ocupando la sala. Aquella fue la primera
vez que supe de Pedro Garcia Barreno. Era médico, pero no
lo parecia. No quiero decir que Pedro careciera de alguna
caracteristica fenotipica comun a los que practican la disci-
plina galénica. Lo que me llamo6 la atencién aquella tarde
era la precision de su lenguaje molecular. El Dr. Garcia
Barreno hablaba de genes y proteinas con la misma soltura
que los extraordinarios profesores de Bioquimica y Biologia
Molecular que durante los dos anos anteriores nos habian
explicado estas materias en esas mismas aulas. Hasta enton-
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ces, ignoraba que la Medicina pudiera ser molecular. En
aquella clase, y para mi sorpresa, Pedro me introdujo a ese
mundo fascinante que trata de aproximarse al estudio de la
enfermedad humana a través del analisis de las estructuras,
funciones y transformaciones de un conjunto de macromolé-
culas de interés biologico. En dias sucesivos, en los que ya no
llegué tarde a clase, entendi que la Medicina estaba dando
sus primeros pasos hacia esa Ciencia individualizada, predic-
tiva y regenerativa que promete el futuro, pero cuyos funda-
mentos ya nos habia anunciado Pedro Garcia Barreno en
aquellas sesiones complutenses.

Mirando hacia atrds, es emocionante constatar que el es-
tudio de la logica molecular de la enfermedad humana ha
avanzado con pasos de gigante. En poco tiempo se han po-
dido definir los mecanismos moleculares subyacentes al de-
sarrollo de muchas patologias, se han identificado marcado-
res genéticos y bioquimicos que permiten predecir las causas
de las enfermedades y anticipar las respuestas a los posibles
tratamientos, y finalmente, se han desarrollado nuevas aproxi-
maciones terapéuticas que ofrecen respuestas clinicas a pre-
guntas en cuyo entorno solo habitaban la ignorancia y la
resignacion. Estos nuevos medicamentos basados en protei-
nas recombinantes, anticuerpos humanizados, oligonucleoti-
dos antisentido, ARNs interferentes, virus modificados o cé-
lulas reprogramadas, son un reto para la imaginacioén y
también para los artesanos del diccionario (como el propio
Pedro Garcia Barreno), al abordar conceptos que pertene-
cen a una nueva terra incognita, paralela a la que antano
sOlo era accesible a los conquistadores del horizonte y que
hoy exploran los aventureros de la Ciencia fundamental, esa
subespecie humana en claro peligro de extincion. Aunque
parezca sorprendente para algunos, son precisamente estos
exploradores del conocimiento basico los que también nos
han mostrado que, pese a tantos y tan incuestionables avan-
ces, el intento de aproximacion a la légica molecular de la
enfermedad humana mediante el analisis del minudsculo
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mundo de los genes y las proteinas, presenta todavia barreras
colosales. Asi, para entender la enfermedad humana es re-
quisito imprescindible entender la forma en la que la infor-
macion genética se regula en el espacio y en el tiempo para
conseguir que miles de reacciones bioquimicas se desarro-
llen de manera ordenada haciendo posible cada instante de
vida en cada organismo. S6lo comprendiendo estos comple-
jos mecanismos de regulacion podremos encontrar las claves
de lo que acontece cuando la enfermedad altera el equilibrio
bioquimico y destruye la armonia molecular con la que cada
célula trata de contribuir a esa obra de arte Unica e irrepe-
tible que es el cuerpo humano.

El conocimiento acumulado en el campo de la regula-
cion biologica ha demostrado la diversidad y complejidad de
los mecanismos que controlan la expresion de la enorme
cantidad de informacion que portan todos los seres vivos. Sin
embargo, mas alla de esta complejidad que a veces parece
inabordable, los estudios iniciados por Jacob y Monod, y
extendidos por multiples autores en anos posteriores apun-
taron a la existencia de un nivel esencial de decision: la re-
gulacion de la transcripcion. El intrincado problema de la
regulacion biologica quedaba asi planteado en términos
mucho mas accesibles: transcribirse o no transcribirse, €sta es
la cuestion principal que deben afrontar los genes de un
organismo en cada instante y en cada lugar. Sin embargo, a
medida que hemos ido progresando en la busqueda de res-
puestas a esta pregunta, ha quedado patente que este meca-
nismo de control transcripcional no es suficiente para expli-
car la regulacion de la expresion génica. Asi, el nuevo nivel
de regulacion post-transcripcional orquestado por las nume-
rosas tribus de microARNs recientemente descubiertas en el
lado oscuro del genoma, amenaza con socavar la primacia
del todopoderoso control transcripcional. Ademas, tampoco
basta con regular la produccion de proteinas a través de la
expresion de sus genes, dado que también hay que inactivar-
las o destruirlas cuando sus funciones ya no son necesarias.
Por otra parte, muchas proteinas se sintetizan como molécu-
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las precursoras inactivas que deben activarse en el lugar y
momento adecuados. Por ello, todos los organismos han
desarrollado numerosas estrategias para intentar regular la
actividad de sus proteinas, una vez que son sintetizadas. Entre
dichas estrategias, en los ultimos anos ha emergido con no-
table impulso el estudio de una forma de regulacién que
influye decisivamente en la vida y muerte de todas las células:
la regulacion por proteolisis.

Dada la legendaria estabilidad del enlace peptidico que
une los aminoacidos constituyentes de las proteinas, la pro-
teolisis no es un fenomeno que ocurra espontaneamente en
condiciones fisiologicas, sino que debe catalizarse por un
grupo de enzimas llamadas proteasas. Inicialmente, las pro-
teasas se asociaron exclusivamente a reacciones inespecificas
del catabolismo proteico y su estudio quedoé circunscrito a
este ambito durante varias décadas. Sin embargo, el transcur-
so del tiempo y la experimentacion biologica han determina-
do que nuestra vision del universo proteolitico se haya ex-
pandido hasta alcanzar limites que resultarian insospechados
para sus primeros exploradores. En efecto, hoy sabemos que
las proteasas, a través de cortes selectivos en sus correspon-
dientes sustratos, ejecutan reacciones irreversibles que influ-
yen decisivamente en multiples procesos biologicos como la
progresion del ciclo celular, el desarrollo embrionario, la
migracion celular, el remodelado tisular, la angiogénesis, la
apoptosis, la fertilizacion, la formacion de los huesos, la coa-
gulacion sanguinea, el funcionamiento del sistema inmuno-
légico o el establecimiento de rutas neuronales. Consideran-
do esta multiplicidad de funciones, no resulta extrano que
diversos cambios en la estructura o expresion de los enzimas
proteoliticos se encuentren asociados al desarrollo de nume-
rosos procesos patolégicos incluyendo el cancer, la artritis, la
osteoporosis, las alteraciones cardiovasculares o las enferme-
dades neurodegenerativas. Ademas, muchos microorganis-
mos, como el virus del SIDA, utilizan proteasas como factores
de virulencia, por lo que de una u otra forma, estos enzimas
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se han convertido en dianas de intervencién terapéutica y
por tanto de estudio preferente para el desarrollo de nuevos
farmacos. Por ello, en los dltimos anos ha habido un interés
creciente hacia la identificaciéon y caracterizaciéon de los
multiples componentes de los sistemas proteoliticos que ope-
ran en los distintos seres vivos, desde las bacterias hasta el
hombre.

Es precisamente en este contexto en el que se enmarca
el trabajo de nuestro grupo de investigacion en la Universi-
dad de Oviedo, donde durante los ultimos 17 anos hemos
tratado de progresar en el analisis de la implicacion de las
proteasas en diversos procesos patologicos, y especialmente
en el cancer. Los estudios realizados en este sentido nos han
conducido a la identificacion y caracterizacion estructural y
funcional de mdas de 60 nuevas proteasas humanas, aisladas
en su mayor parte como consecuencia de su sobreexpresion
en distintos tipos de tumores, o debido a su participacion en
procesos de remodelacion tisular que guardan un cierto
paralelismo con los procesos tumorales. Tras la identifica-
cion de estas nuevas proteinas humanas, nuestro trabajo ha
estado centrado en una amplia caracterizacion bioquimica y
funcional de las mismas, que pueda servir como base para
definir sus posibles implicaciones en la progresion del can-
cer o en otras enfermedades. Asimismo, hemos realizado
estudios dirigidos a analizar los mecanismos que regulan su
expresion en condiciones normales y patologicas. El estudio
de estos mecanismos reguladores ha proporcionado nuevas
claves acerca de la etiopatogenia de las enfermedades neopla-
sicas, y de otros procesos como la artritis en los que también
se sobre expresan estos enzimas. Por otra parte, debemos
resaltar que aunque la relevancia patologica de las nuevas
proteasas humanas identificadas en nuestro laboratorio deri-
va en gran medida de las alteraciones en sus patrones espa-
cio-temporales de expresion durante el desarrollo del cancer
y otras patologias, deficiencias en alguno de estos nuevos
genes causan distintas enfermedades hereditarias humanas,
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incluyendo graves anomalias 6seas y hematologicas, o devas-
tadores sindromes de envejecimiento acelerado.

Mas recientemente, nuestro grupo ha iniciado nuevas
aproximaciones al estudio de las proteasas basadas en la ge-
neracion de modelos animales que implican sobre expre-
sion o eliminaciéon de proteasas. Estas estrategias pueden
conducir a una mejor comprension de la participacion de
estos enzimas en el desarrollo del cancer y proporcionar
nuevas ideas acerca de sus funciones fisiolégicas. Como
ejemplo, nuestro trabajo de generacion y analisis de anima-
les deficientes en la metaloproteasa FACE-1/Zmpste24, ha
conducido al hallazgo de su papel central en la formacién
de la envuelta nuclear. El trabajo con estos ratones ha
adquirido una dimension adicional tras el hallazgo de que
mutaciones en el gen de esta metaloproteasa o en el de su
sustrato lamina A, causan diversos sindromes de envejeci-
miento acelerado en humanos. Curiosamente, en estudios
muy recientes con los ratones Facel-/-, hemos observado
que el extraordinario envejecimiento acelerado que mues-
tran estos animales se asocia a la hiperactivacion crénica de
rutas de supresion tumoral, avalando asi la idea de la pleio-
tropia antagonica entre el envejecimiento y el cancer. Asi-
mismo, hemos descrito la existencia de profundas alteracio-
nes en la morfologia y regulaciéon de las células madre de
estos ratones progeroides, sustanciando la hipoétesis de que
el envejecimiento puede estar causado en parte por disfun-
ciones en dichas células madre. Por altimo, nuestro grupo
ha demostrado que el dramatico fenotipo de envejecimien-
to prematuro de estos ratones puede rescatarse mediante
estrategias de manipulaciéon genética o tratamientos farma-
cologicos dirigidos a disminuir los niveles de prelamina A
acumulada en sus células. Estos hallazgos han abierto por
primera vez la posibilidad de introducir tratamientos para
los devastadores sindromes de envejecimiento prematuro en
humanos, los cuales estan ya en ensayos clinicos en pacien-
tes de todo el mundo que padecen estas enfermedades.
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Todos estos trabajos, son un claro ejemplo de la necesi-
dad de mantener la actividad enzimatica de las proteasas en
sus justos niveles. Un exceso de las mismas puede favorecer
procesos de destruccion tisular como los que acompanan al
cancer, y una deficiencia proteolitica puede conducir al de-
sarrollo de otras patologias que también comprometen la
vida de los pacientes. Estas ideas han sido la base de nuestra
propuesta de una aproximacion global al estudio de las pro-
teasas a través de la introduccion de nuevos conceptos como
los de Degradomica o Degradoma, y del desarrollo de nuevas
metodologias que doten de contenido experimental a estos
conceptos globales. Asimismo, la necesidad del empleo de
inhibidores especificos frente a las proteasas tumorales ha
quedado de manifiesto tras nuestro hallazgo de que algunas
proteasas como la colagenasa-2, desempenan una funcion
protectora frente a la progresion tumoral y no esa funcion
promotora del cancer tradicionalmente adscrita a las mis-
mas. Por ultimo, nuestra experiencia en el analisis genémico
de proteasas y sus inhibidores nos ha permitido colaborar en
los Proyectos Genoma de unos cuantos pasajeros distingui-
dos del Arca de Noé, como la rata, el raton, el chimpancé,
el orangutan y el ornitorrinco, y cuyo estudio nos esta ayu-
dando a aproximarnos con modestia pero con perseverante
insistencia a la busqueda de respuestas a una pregunta esen-
cial: ;qué nos hace humanos?

Sirvan estas lineas experimentales en torno a la observa-
cion de la enfermedad humana bajo un minimalista prisma
proteolitico como simbolo de nuestra contribucion desde la
periferia asturiana a esa Medicina molecular, cuyos funda-
mentos intui en aquella lejana clase complutense surgida de
la cosmovision cientifica de Pedro Garcia Barreno. Ahora,
justo cuando Pedro ha llegado a una nueva edad palindrémi-
ca, o tal como aprendi de la cortesia académica, cuando esta
mas cerca de los 60 que de los 50, es el momento de recor-
dar con admiracién y carino su figura, la figura de un hom-
bre de pensamiento pero también de sentimiento, que ha
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dialogado con los enfermos en los hospitales, con la Natura-
leza en los laboratorios, y con sus colegas en las Academias.
En todos estos terrenos tan aparentemente dispares pero al
mismo tiempo tan similares, Pedro Garcia Barreno ha escrito
paginas brillantes en los libros de la Medicina, de la Ciencia
y de la Vida. Por eso, pero también por su infinita generosi-
dad con todos y para todo, adornada ademas con una univer-
sal y proverbial bonhomia, Pedro se ha instalado para siem-
pre en nuestros corazones como el representante mas
genuino de esa otra subespecie humana en peligro de extin-
cion: la de los hombres de Paz, la de los hombres de Bien.



PEDRO GARCIA BARRENO, UN PIONERO
DE LA MEDICINA TRASLACIONAL

M.* TERESA MIRAS PORTUGAL

La llegada de Pedro

Don Pedro Garcia Barreno nacié en Madrid el 23 de
octubre de 1943. El otono es la estacion mas hermosa de esta
ciudad, pero no era aquella la mejor época para nacer, a la
etapa de posguerra, opaca y de estricta supervivencia espano-
la, se sumaba la inmensa desolacion de la culta y supuesta-
mente racional Europa.

En ese mismo mes y ano las tropas aliadas entran en
Napoles y la zona liberada de Italia declara la guerra a Ale-
mania. Al mes siguiente los rusos reconquistan las planicies
de Ucrania incluido Kiev, y los britanicos, en respuesta a las
destrucciones previas, comienzan el bombardeo masivo de
Berlin y contintian con el de otras muchas ciudades que hasta
el momento brillaban por haber sido la cuna de grandes
filosofos, musicos, matematicos y cientificos.

Antes de que finalice 1943 se reunen, en Teheran, Roo-
selvet, Churchill y Stalin, lo que nos podria servir de profun-
da reflexion: En primer lugar, los que supuestamente ganan
deciden el futuro, pero lo que entendemos por ganar no es
facil de definir y el futuro tiene una duracién poco precisa.
En segundo lugar, una reunién similar de jefes de gobierno
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en esa ciudad seria hoy dia impensable. La idea occidental
de racionalidad cultural y de progreso ha perdido valor en
muchas zonas del mundo y la teocracia mas extrema las ha
hecho menos permeables.

Toda esta introduccion es absolutamente innecesaria,
pero a veces es bueno conocer el escenario a donde llegamos
como depositados por algin tornado irascible y burlon. Casi
todos los recién llegados son moldeados por el entorno y no
se cuestionan el seno cultural que los acoge, solo algunos
escapan a la rutinaria sumision y son capaces de observar la
panoramica con una cierta lejania. Ese fue el escenario don-
de la mente racional, analitica y aguda de Pedro realiza sus
observaciones, desmenuza el contexto, lo filtra por el razona-
miento estricto y hace frente a las sinrazones gracias a su
gran bagaje cultural, humanista y cientifico.

Conociendo a Pedro

Conoci a Pedro Garcia Barreno a través de un amigo
comun, el profesor Angel Martin Municio, hombre de gran
inteligencia y singularidad, a la sazon director del departa-
mento de Bioquimica de la facultad de Ciencias Quimicas de
la Universidad Complutense. Era el final de los anos 80 del
pasado siglo y con motivo de la lectura de una tesis doctoral.

Pedro habia sido uno de los jovenes clinicos seducido
por los cursos de biologia molecular que impartia el Profesor
Municio y que sirvieron para crear una autentica escuela de
renovacion y elevacion cientifica en la ansiosa poblacion uni-
versitaria. Esa idea de la ciencia como necesidad y motor
nunca le abandonaria.

Unos anos mas tarde en 1993, recuerdo con absoluta
nitidez que lo volvi a encontrar, vestia un elegante traje gris,
con camisa blanca y corbata con fondo rojo suave y estampa-
da con hojas trilobuladas en color amarillo pajizo. Fue en el
curso de verano del Escorial organizado por el profesor
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Municio, del cual fui secretaria, titulado: «Cell Signal Trans-
duction, Second Messengers, and Protein Phosphorylation in Health
and Disease». Los conferenciantes nacionales y extranjeros
fueron todo un lujo, no en vano el profesor Municio me
confesé que Pedro habia dado nombres y puesto en contacto
con muchos de ellos. Edmond Fisher, premio Nobel de fisio-
logia y medicina, nos deleité con la importancia de las tiro-
sinas fosfatasas en el ciclo celular. Yasutomi Nishizuka hablo
de la hidrolisis de los fosfolipidos y la activacion de la nueva,
por aquel entonces, proteina quinasa C (PKC). Nicolas Ba-
zan presento la apasionante historia del Platelet activating fac-
tor, PAF, y su efecto en la activacion de genes cerebrales.
Michel Moskowitz nos concedi6 la primicia de los subtipos
de receptores de serotonina que eran poderosas dianas anti-
migranosas. No quiero olvidar tampoco a Pierre Braquety a
L. A. Horrocks, y entre los nacionales a Jests Avila, Lisardo
Bosca, Guillermo Giménez-Gallego, Cecilio Giménez, Maria
Antonia Lizarbe, Federico Mayor y yo misma entre otros.
El libro con el contenido del curso fue publicado por
Plenum Press y pudimos reproducir el bellisimo cartel dibu-
jado por Rafael Alberti para anunciar los cursos de aquel ano
(16). El cartel contenia toda una filosofia de la vida y la
ciencia: un Escorial esquematico con una especie de raices
de anclaje hacia la tierra y un gran namero de pajaros sobre-
volandolo. Todo un simbolo de la necesidad de aunar la
realidad experimental y la imaginacion en el mundo de la
creacion cientifica. Fue ahi donde conoci realmente a Pedro
y comprendi la razoén por la que el Profesor Municio le tenia
tanta simpatia y aprecio. Pedro, ademas de inteligencia, tenia
muy buen talante, excelente humor, trabajaba duro y sobre
todo tenia la clarividencia de anticiparse a lo que vendria.
Esa vision ldcida y precisa sobre la personalidad de
Pedro Garcia Barreno la dej6 escrita don Angel en la res-
puesta a su discurso de entrada en la Real Academia de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales: La vida se porté con él
clementemente; le ha dado sensibilidad, talento, generosidad, entre-
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ga sin cuenla y sin razon y una aficion desordenada al trabajo,
le ha negado, en cambio, ambicion, mezquindad y cualquier ap-
titud para la intriga. Discrepo de la descripcion solamente
en «la carencia de ambicién», Pedro es quizas una de las
personas mas ambiciosas que he conocido, pero no para si,
no para su beneficio. Pedro es ambicioso para su entorno,
para que los que le rodean puedan hacer las cosas bien
hechas, para optimizar y movilizar los recursos al alcance de
los cientificos y la ciencia de calidad, para la adecuada do-
tacion y equipamiento de los hospitales y la necesidad de
una investigacion hospitalaria de alto nivel. Pedro es un so-
nador, entre realista y romantico, extraordinariamente am-
bicioso para su Pais.

La formaciéon de Pedro

Pedro podia haber estudiado cualquier disciplina, pero
los sonadores activos quieren solucionar los problemas de la
humanidad y por eso comienza obteniendo su titulo de Li-
cenciado en Medicina y Cirugia en la Universidad Complu-
tense de Madrid en 1966, y Doctor en Medicina por la misma
universidad en 1973. Universidad de la que seria y es Cate-
drdatico de Fisiopatologia Quirurgica.

Pedro complementa su formacion con la asistencia a los
seminarios de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias,
estancias en diversas universidades de Estados Unidos para
graduados extranjeros en Medicina. Su intuicion le indica la
necesidad de adquirir conocimientos de nuevas disciplinas,
como la informatica, que tan necesaria seria en la adaptacion
de los equipos de diagnostico por imagen al ambito hospita-
lario, desarrollando al mismo tiempo su aficiéon por lo exac-
to, el cdlculo matematico y los planteamientos l6gicos. Como
nunca deja de sorprendernos, la obtencion del titulo «Exe-
cutive Master in Business Administration» podria parecer un
capricho, pero fue una de las piezas fundamentales en su
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andlisis de la dimension de la ciencia como un proyecto via-
ble en el futuro.

Sus primeros intentos de aunar clinica y laboratorio estu-
vieron encaminados a profundizar en los parametros para
evaluar la situacion de los pacientes en el shock endotoéxico,
labor que se convierte en eje de su investigaciéon en 1974
mediante colaboracion entre el Hospital Gregorio Maranon
y el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la
facultad de Ciencias de la Universidad Complutense (4).
Pedro recorre todas las etapas, desde el puro analisis de los
datos de parametros en pacientes, hasta que es consciente de
la necesidad de disponer de modelos animales, que €l deno-
mina modelos experimentales de estudio, donde realiza im-
portantes contribuciones sobre la acciéon de la endotoxina de
E. coli a nivel de funcionamiento mitocondrial en 1980 y
1981 (5).

Desde su lugar privilegiado en el hospital como Director
del Servicio de Medicina y Cirugia Experimental, asiste a la
tragedia del denominado «sindrome toxico» que a comienzos
de la década de 1980 hace su aparicion dando lugar a especu-
laciones sin fundamento. En una serie de solidos trabajos des-
de 1983, postulan y demuestran, que los efectos son debidos a
los efectos de las anilidas del acido oleico sobre la lipogénesis
y la peroxidacion de lipidos (6). Pedro fue nombrado Presi-
dente de la Comision Unificada del Plan Nacional del Sindro-
me Toxico y realiz6 una amplia labor de control de los traba-
jos hasta descubrir el origen de los aceites toxicos. Coincide
esta masiva intoxicacion, con los primeros casos del Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida, SIDA, y anadi6 un elemen-
to mads de tension, a la Presidencia de Adolfo Suarez y la tran-
sicion espanola.

Los oncogenes y concretamente el efecto del oncogén
ras sobre diversas cascadas de senalizacion fue otro de los
temas que se abordaron en su laboratorio de medicina expe-
rimental publicando un excelente articulo en la revista Scien-
ce en 1987 (7). La flexibilidad de las membranas y la impor-



92 M.* Teresa Miras Portugal

tancia del surfactante pulmonar en las enfermedades pulmo-
nares son también de esta época de 1989-90.

Al comienzo de los anos 1990 la obsesion clinica de Pedro
Garcia Barreno da un vuelco y se encauza a potenciar el
diseno de prototipos para paliar la falta de funcionamiento
cardiaco, lo que denominariamos «corazon artificial». De este
modo podrian prolongarse los tiempos de espera para la
cirugia de trasplante cardiaco, son los anos 1992, 1994, 1996
en los que publica una serie de importantes trabajos en la
revista Artificial Organs (8, 9). Ciertamente que la Unidad
de Medicina y Cirugia Experimental cumplia sus objetivos
con creces.

No deja de admirar que animado por ese afin de intro-
ducir las técnicas mas novedosas en los hospitales, conjugue
la simulacion de cirugia sobre tomografia computarizada e
imagenes de resonancia magnética, es el ano 1997 (10). Le
sigue en 1998 un trabajo compilatorio sobre la integracion
de imagenes multimodales y otros muchos analizando cada
una de las técnicas de imagen y su preocupacion por norma-
lizar los analisis y efectuar unos cdlculos precisos de las den-
sidades observadas con los diferentes procedimientos.

Ese gusto perfeccionista por la precision y el calculo le
lleva, junto con su grupo del hospital, a proponer un nuevo
algoritmo para minimizar los efectos de la segmentacion de
las imdgenes procedentes de la resonancia magnética, reali-
zando una serie de interesantes publicaciones en importan-
tes revistas, como Neuroimage 2003, 2005, Magnetic Reso-
nance Imaging 2004, Human Brain Mapping en 2004 etc.
(11-14).

Me gustaria finalizar este esbozo de su labor clinica-inves-
tigadora con un pequeno fragmento de una de sus recientes
publicaciones titulada: Design of Experimental Models in Surgical
Investigation (15):

Research in Medicine is essentially based on three knowledge
resources: diseased people (natural and primary), cadaveric bodies
(Pathotology primary resource) and experimental animals, whom
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constitutes physiopathologic knowledge resource. Experimental advan-
ces reached in the last century have determined the change of the
concept «experimental animal» to a wider term: «experimental mo-
del».

Pedro deja aqui constancia de la necesidad de aunar todo
el conocimiento y los datos obtenidos por diferentes procedi-
mientos para poder tener una vision completa de la situacion
patologica del paciente, siendo el tercer elemento «el modelo
experimental» una pieza clave en la comprension de la pato-
logia.

Pedro y las Academias del Instituto de Espana.
La Real Academia de Ciencias

Pedro lee su discurso de entrada como Académico de Nu-
mero en la Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Natu-
rales en diciembre de 1984 (1). El titulo: «Lo exacto, lo fisico, lo
natural y la medicina», es una declaracion de principios, su
mente necesitaba el componente de lo exacto y lo experimen-
tal en una profesion con bordes poco precisos, a medio cami-
no entre el diagnostico y el sacerdocio. Su trayectoria raciona-
lizada a través del trabajo de laboratorio y la aplicacion de los
grandes avances tecnologicos estd recogida someramente en
el apartado anterior. He querido en este apartado dejar cons-
tancia con sus propias palabras, extraidas del discurso de in-
greso, de su vision del mundo de la medicina.

«La medicina es una teoria practica de la realidad humana...

La medicina es una actividad cwya esencia se localiza en el
denominado encuentro clinico y demanda que el conocimiento cien-
tifico se particularice en la realidad vivida de una persona determi-
nada, con el proposito de promover la salud o curar la enfermedad,
lo que consigue mediante la manipulacion directa del organismo
dentro de una matriz de decision que implica valores...

Se comenta frecuentemente que la medicina clinica no es experi-
mental ni teorica, lo que la aleja del contexto cientifico. No es cierto;
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la medicina clinica elabora hipotesis a partir de la «Clinica», realiza
comprobaciones y recoge datos mas precisos mediante la tecnologia
ofrecida por la Bioquimica, etc., pero, por tltimo, verifica sus plan-
teamientos en el laboratorio que ofrecen la clinica y el quirdfano, a
la vez que los objetiva en el animal de experimentacion».

El discurso finaliza la parte dedicada a lo exacto y la
medicina con el pleno convencimiento de que existe una
investigacion bdsica en ciencias de la computacion cuya apli-
cacion en las ciencias medicas es necesaria y que constituiria
por si misma un area de desarrollo de las ciencias médicas.

En lo fisico y la medicina, Pedro es un convencido de la
importancia de la fisica y los modelos tedricos que aporta.
Uno de los ejemplos en el que hace hincapié es el del cere-
bro, fijando su atencion en la propia arquitectura cerebral y
su disposicion, que daria idea del rango de las 6rdenes en su
funcionamiento. Es de destacar el aporte que los descubri-
mientos fisicos suponen en el desarrollo de la medicina, y
cito texto una de sus frases: «...La repercusion del conocimiento
Jisico en la medicina, significa una aportacion continuada en el
desarrollo de la misma. Si hace tiempo leyes fisicas simples soporta-
ron el desarrollo del fonendoscopio, que supuso la primera revolucion
de la practica médica, la repercusion del proceso de imagen, la revo-
lucion iconica, ha hecho de la imagen médica un nuevo paradig-
ma».

Lo exacto y lo fisico son para Pedro Garcia Barreno los
dos grandes sistemas mediante los cuales se intenta compren-
der la naturaleza. El conocimiento natural de la medicina
necesita dos paradigmas: la evolucion biolégica y la biologia
molecular, proporcionando la herramienta diagnostica y tam-
bién el alcance de una terapia racional.

Su vision de las enfermedades neuropsiquiatricas y de
que las neurociencias son uno de los ejemplos paradigmati-
cos de integracion del conocimiento y potencialidad futura,
postulado en 1984, se han cumplido y han estado y siguen
estando de plena actualidad. La ciencia médica como toda
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ciencia experimental necesita de ideas, a veces aparentemen-
te sin conexion logica, o contrapuestas al buen sentido, como
en los buenos tiempos del empirismo mas antiguo.

La busqueda de las razones que expliquen los hechos es
lo que necesita de la técnica perfecta desarrollada por la
fisica y los calculos mas precisos que aporte la matematica. Al
final, cualquier hallazgo de nivel, aunque proceda de la in-
tuicion, hermosa palabra, necesitara actualmente de las mas
sofisticadas técnicas que habran requerido en su desarrollo
de lo fisico y lo exacto. Cuando Newton consiguio calcular
las orbitas de los planetas y modelizarlas, algunos pensaron
que el cdlculo para explicar la vida estaba proximo, muy
pronto se dieron cuenta, entre ellos Leibnitz, que es tal la
complejidad de la vida que si ello fuera factible, exigira algu-
nos milenios de dedicacion al problema.

La actividad de Pedro Garcia Barreno en la Academia
ha sido sin descanso y entre los cometidos tuvo el de repre-
sentante en el Instituto de Espana, ocupando el cargo de
Secretario General del mismo entre los anos 1996 y 2004.
En esa época recuerdo su ayuda y apoyo, junto con el de
Maria Cascales, para que impartiera un curso de Neurocien-
cias. El curso impartido a finales de 2003 se titulaba: Enfer-
medades neurales y neurodegenerativas: Nuevos avances molecula-
res y farmacologicos. El1 curso batié record de asistencia, con
magnificos alumnos y tuvo como colofén algo inesperado,
tuve que presentar el manuscrito completo del libro en una
semana para que contabilizara en los gastos del ano en
curso (41). Esa semana era la Navidad de 2003. ;Me acordé
de Pedro!

Pedro trabajé sin desmayo desde el Instituto de Espana
para dar nivel y contenido a una instituciéon que, puesto que
existe, debe de sacarse de ella la maxima rentabilidad cien-
tifica y cultural.

La Real Academia Espanola (de la Lengua)
...que tanto gusto habia
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en quejarse, un filosofo decia,
que, a lrueco de quejarse,
habian las desdichas de buscarse.
(La vida es sueno.
Don Pedro Calderon de la Barca.)

No podria finalizar sin citar su incorporacion a la Real
Academia Espanola, la de la Lengua. No podia ser de otro
modo, la ciencia en general y la médica en particular tienen
un lenguaje que requiere precision para ser eficaz; es ademas
el que esta sometido a mas cambios y por lo tanto a la nece-
sidad de adaptar palabras o crearlas en base al contenido al
que se quiere dar una nueva entidad. Pedro ya tenia expe-
riencia como editor de la revista Arbor del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas de que las cosas solo existen si
se las nombra y la palabra es en si misma creacion y arte, el
gran poder de los humanos.

El discurso de entrada fue leido el 29 de octubre de
2006, contestado por Margarita Salas. El titulo contenia una
nueva y hermosa palabra: De Calderon y cibercirugia (3).

Leyendo su discurso me sorprendié que Ruyces de Fon-
techa en 1606 publicara un libro de cultismos para compren-
der en castellano los términos procedentes del latin, griego
o arabigos y que en los siglos de aislamiento posteriores no
tuviera continuidad, coincidiendo con la consolidacion de la
ciencia en Europa.

El acceso al interior corporal mediante imagenes incruen-
tas es un tema que siempre ha entusiasmado a Pedro. Desde
el diagnostico radiolégico y la importancia en su desarrollo
del gran nuimero de fracturas 6seas de la gran guerra del
1914-18, el desarrollo de medios de contraste, para darle mas
amplia utilidad, la angiografia de contraste, los tomégrafos y
la reconstruccion tomografica, siendo el primer equipo de
esta naturaleza instalado para uso clinico en 1975. Todas las
técnicas han necesitado de nuevas palabras a las cuales ya no
prestamos atencion de tanto repetirlas. La revolucion iconica
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de la medicina lo ha sido también de los términos para en-
tenderla.

El discurso de Pedro contiene deliciosos y documentados
detalles del desarrollo de la cirugia incruenta o cibercirugia.
El acceso a los vasos sanguineos mediante técnicas menos
invasivas, las primeras angioplastias y el origen de la palabra
stent, epénimo de un dentista inglés que lo ide6. Aunque
reconozco que seria dificil pensar como seria el vocablo cas-
tellano: «muelle de mantenimiento de luz de vaso sangui-
neo». Seguro que Pedro tiene alguna palabra pensada.

La cibercirugia es una palabra que resulta futurista, cali-
day con decision, intuimos en su significado la esperanza de
menos dolor y mejor recuperacion frente a los episodios que
antes eran cruentos. Cibercirugia, serd una palabra de las
mas utilizadas en el futuro y a cuyo cobijo acudiremos antes
o después los humanos, ya que al comenzar el «peregrinar
reparatorio» es dificil parar y como reza la famosa frase de
Don Pedro Calder6on de la Barca: De males a bienes dicen que
se pasa facilmente; pero de males a males, digo yo que es mas fre-
cuendte.

iQue la cibercirugia nos alcance y nos proteja!

Pedro y la organizacion de la Ciencia

¢Para qué querria Don Pedro Garcia Barreno un master
en organizacion de empresas?, dicho en inglés un: «Executi-
ve Master in Business Administration».

Creo que Pedro es un organizador nato y que plantea la
ciencia como los elementos que encajan y se ensamblan para
dar estructuras funcionales y armoniosas, siguiendo los ejem-
plos de tensegridad, como postula en su discurso de entrada
en la Academia de Doctores de Espana (2). ¢Es posible hacer
esos encajes? ;Como deben de ser los elementos, o grupos
ensamblantes? :Se les puede poner juntos y ver cual es la
dinamica de interaccion? Hace algunos anos visitando una
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exposicion de los tapices de Goya me fijé en los ninos co-
giendo fruta. En este tapiz se puede observar claramente
como un nino aupa a otro sobre sus hombros para que alcan-
ce la deseada manzana roja. Pensé que muchas reacciones
necesitan el impulso de una reaccion acoplada y la ciencia
como obra colectiva de una sociedad del conocimiento nece-
sita los impulsos, los catalizadores y un ambiente que garan-
tice la continuidad. La ciencia deberia de ser una estructura
colectiva auto-ensamblante, regida por las leyes de la tense-
gridad, capaz de crecer como un fractal y auto-replicante.
Esa era sin duda la idea de Pedro como punto de partida en
su afan de aunar esfuerzos y un objetivo comun, la estructura
creada deberia de estar compensada y poseer esa belleza
intrinseca de las cosas bien hechas. Queda todavia un cues-
tion ¢Sera posible crear riqueza? ;Sera posible pensar en la
utilidad inmediata sin condicionar la idea original?

Pedro y los neurotransmisores: Receptores
de nucleétidos P2X y P2Y

Ha sido una constante en el trabajo de investigacion de
Pedro Garcia Barreno querer comprender el funcionamien-
to del cerebro mediante las técnicas de imagen. Sus discursos
de entrada en las ya resenadas Academias dejan constancia
de este hecho. Comprender el comportamiento humano y la
valoraciéon de uno mismo en el entorno social; como se con-
sigue el mimetismo con los congéneres para igualarse a la
tribu ancestral; como se pueden disociar las experiencias
aportadas por el entorno y crear un mundo propio anarqui-
co o grandilocuente que nos cierre mas y mas, como ocurre
en las enfermedades neuropsiquidtricas. Como si el gran
ganglio cefalico llamado cerebro decidiera ir por su cuenta
haciendo imposible el acceso al mundo real. Los que traba-
jamos en neurotransmisores, sabemos que las puertas de
nuestro comportamiento como humanos estan bajo el con-
trol de receptores, transportadores, acumuladores, enzimas



Pedro Garcia Barreno, un pionero de la medicina traslacional 99

de sintesis y de degradacion de unas pequenas moléculas de
muy diversa naturaleza, que han sido y son dianas farmaco-
logicas de gran relevancia en los trastornos del comporta-
miento, y otras muchas disfunciones neurologicas.

Baste citar algunos ejemplos, como es el campo de los
neurotransmisores aminérgicos: catecolaminas, serotonina e
histamina, en el cual se han desarrollado multiples farmacos
que van desde el tratamiento de la enfermedad de Parkin-
son, a la depresion, la migrana, la agresividad, la hiperactivi-
dad, pasando a otros efectos periféricos, como el mareo, la
hipertension, la hemostasia y un largo etc. Mas reciente y
compleja es la farmacologia del neurotransmisor acido gam-
ma-aminobutirico, GABA, que ha permitido tratar la epilep-
sia, el insomnio, la ansiedad, nuevos anestésicos y un largo
etc... No pretendo pasar revista a todos los neurotransmiso-
res y enumerar las dianas terapéuticas que entran en su
ambito, solamente deseo que quede constancia de que exis-
ten otros transmisores nerviosos menos conocidos para los
cuales se supone un gran potencial terapéutico y necesitan
de un gran esfuerzo de investigacion, ya que todo esta por
hacer.

Los nucleétidos, de los cuales el ATP es el mas cono-
cido, pero igualmente el ADP, UTP, UDP y otros muchos,
incluidos los diadenosina polifosfato, descubiertos por nues-
tro grupo en vesiculas neuronales de secrecion, actdan
como mensajeros extracelulares y en el sistema nervioso son
neurotransmisores de pleno derecho (17-43). La existencia
de un elevado numero de receptores clasificados en dos
grandes familias, la de los P2X ionotrépicos, con siete subu-
nidades susceptibles de combinarse formando trimeros y la
de los P2Y que son metabotropicos y con 8 miembros en la
actualidad, su amplia distribucion, la presencia de multiples
variantes de procesamiento, junto con la carencia de uten-
silios farmacolégicos, agonistas o antagonistas especificos,
convierten el estudio de estos receptores en una carrera de
obstaculos.
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Las posibilidades de los receptores P2 en terapéutica apa-
recieron de golpe en el ano 2000, cuando se cloné el recep-
tor P2Y|,, cuyo agonista fundamental es el ADP y se relacion6
con una enfermedad hereditaria en la cual la capacidad de
agregacion plaquetaria estaba disminuida al tener una va-
riante inactiva del receptor. Se descubri6é al mismo tiempo
que este era el receptor diana de un farmaco huérfano hasta
entonces, el clopidogrel, comercialmente conocido como
plavix, que era el fairmaco mas utilizado para prevenir la
repeticion del ictus cerebral y en las etapas de post-infarto de
miocardio, ya que impedia la formacion de trombos. Como
en una lecciéon de farmacologia clasica, el clopidogrel nece-
sitaba ser primero metabolizado en el higado para ser activo,
siendo por lo tanto un pro-farmaco.

Otros muchos receptores P2 se han sumado como poten-
ciales dianas terapéuticas, pero la farmacologia se resiste, la
quimica organica de los compuestos mimetizando los deriva-
dos nucleotidicos tiene el problema de los grupos fosfato,
todo va muy bien in vitro pero la llegada al medio interno es
una batalla no ganada.

En nuestro grupo y gracias a la ayuda de la Fundacion
Marcelino Botin hemos puesto de manifiesto que el ultimo
receptor clonado, el P2Y,,, cuya presencia es muy abundante
en cerebro, es capaz de inhibir el enzima glucégeno sintasa
quinasa-3, GSK-3, clave en procesos degenerativos y conside-
rada una de las dianas en el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer, gracias a los trabajos pioneros de Jests Avila.
La activacion del receptor lleva la expresion de genes que
conducen a la diferenciacién y neuroproteccion (46).

En el drea de los receptores ionotrépicos de nucleétidos,
hace muchos anos habiamos propuesto la existencia de recep-
tores ionotropicos presinapticos tanto para ATP, como los dia-
denosina polifosfatos. Estos receptores son plenamente fun-
cionales, hacen entrar calcio e inducen la exocitosis de los
neurotransmisores almacenados (44, 47). Estan ademas regu-
lados mediante interacciones con otros receptores situados en
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la propia terminal presindptica, como los metabotrépicos de
glutamato, GABADb y Adenosina Al y A2, y los ionotrépicos de
glutamato tipo NMDA y acetilcolina tipo nicotinico (42, 43,
45, 47). Segun cual sea el tipo de receptor P2X pueden ade-
mas asociarse a toda una serie de cascadas que, regulan la se-
nalizacion intracelular. Para estos receptores, sobre todo los
P2X1 y P2X3 fuimos capaces de sintetizar inhibidores con
constantes de inhibicion en el rango nM, los diinosina polifos-
fato (25, 30). Eramos tan ingenuos que ni siquiera sospecha-
mos del valor que aquel descubrimiento hubiera tenido con
la correspondiente patente, corria el ano de 1997. jAhora si
que somos conscientes de lo que hemos tirado!

Gracias de nuevo a la Fundacién Botin le dimos ambicion
a los receptores ionotropicos presinapticos para nucleotidos y
pudimos establecer colaboraciones con excelentes grupos, asi
hemos podido demostrar que el receptor P2X7 se encuentra
en el cono de crecimiento en las etapas iniciales de formacion
y guia del ax6n (49). En un enroque inesperado, la activacion
del receptor P2X7 por el agonista fisiolégico, el ATP, mantie-
ne bloqueado el crecimiento y ramificacion del axon, mientras
que su bloqueo mediante antagonistas o con RNA de interfe-
rencia induce un desmedido crecimiento axonal con ramifi-
caciones que se pueden calificar de exuberantes. Esto lleva a
una cuestion tan sencilla como evidente: :Como sale de las
células el ATP necesario para mantener el equilibrio estatico
de las estructuras de conexion en las delicadas terminales si-
napticas y como es su control para parar el crecimiento en un
lugar definido?, se necesitara tiempo para conocer el sistema
completo. El receptor P2X7, en nuestra opinion, se ha conver-
tido en una «nariz» neuronal sensora de destino y llegada a
buen puerto. Dara mucho que hablar y las regulaciones de su
expresion e interacciones con otros receptores presinapticos
estan ahora en su inicio.

Este descubrimiento de pura ciencia basica tiene unas
connotaciones que lo hacen apetecible en aplicaciones para
paliar anomalias que requieran de nuevas conexiones axoni-
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cas en lugares alejados, o de ramificaciones axoénicas que
alcancen otras dianas. En las enfermedades neurodegenera-
tivas con alteraciones de conexiones sinapticas, uno de cuyos
ejemplos es la enfermedad de Huntington, utilizando el
modelo de ratén KO condicional preparado por José Javier
Lucas, hemos visto como el incremento de la actividad del
receptor P2X7 en la zona presindptica de las terminales del
cortex motor que contactan con el estriado, es capaz de in-
ducir una entrada mas sostenida de calcio y la muerte de las
neuronas que expresan huntingtina mutada (51).

Lo anteriormente citado es solo un pequeno ejemplo de
la potencialidad de la senalizacion mediada por nucleétidos,
a cuyo desarrollo asistiremos en el futuro y sera una de las
areas mas fértiles de la fisiopatologia y la farmacologia.

El poder trabajar sin angustia por la escasez de medios,
nos ha hecho mas ambiciosos y sin temor a enfrentarnos con
problemas mas complejos, pidiendo ayuda a los grupos que
pueden aportar las herramientas tecnologicas de las que
carecemos (48, 52). En definitiva somos mas osados y tam-
bién mads abiertos, comunicamos y obtenemos en retorno
otras ideas. ¢Serd eso la tensegridad cooperativa de la cien-
cia? ¢Es ese el camino indispensable para la ciencia de cali-
dad en nuestro Pais? Yo no tengo duda de que lo es.

Nota final

Hace tiempo lei que «nada que no pueda ser imaginado por
el ser humano existira». En ciencia, en los aspectos novedosos,
es esencialmente asi, aunque esto no indica si lo imaginado
es personal y singular, o ronda a un colectivo y surge en un
momento especifico, en terreno abonado para la idea. En las
obras sociales colectivas, y la ciencia lo es, se requieren pla-
nes para preparar el terreno y es ahi donde entra en juego
el teson y la personalidad de Pedro Garcia Barreno, conven-
ciendo y movilizando voluntades. Muchos le debemos mu-
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cho, y a mi en particular me gustaria no defraudar su idea de
la tensegridad en el ambito humano de la ciencia.

No quiero finalizar estas lineas sin citar a Nela, su esposa,
a su hija Marta, a sus hijos Alberto y Ricardo, sin olvidarme
de sus nietecitos Ivan, Nadia y Maya, ellos son la constante en
el norte de su vida.

Gracias Pedro por tu generosa y noble ambicion.
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PEDRO GARCIA BARRENO, MAESTRO
Y AMIGO

Francisco MORENO

Excmos. Sres. Académicos, distinguido publico asistente,
queridos amigos, maestro.

Antes de nada quiero recordar en este momento al hu-
manista Francisco Ayala que, como todos sabemos, desgracia-
damente hoy nos ha dejado a los 103 anos de edad.

Quiero manifestar mi mas sincero agradecimiento a to-
dos aquellos que con un tremendo esfuerzo personal han
hecho realidad este momento. De la misma forma, agradezco
a la RANF que haya prestado tan desinteresadamente su
hogar para este evento.

En este punto, poco mas puedo anadir sobre lo que ya se
ha dicho, salvo intencionadamente recalcar la tremenda ge-
nerosidad y humildad de D. Pedro, que lo distinguen y en-
grandecen en todos los momentos de la vida, y agradecer,
por qué no de todo corazén, a mi maestro sus ensenanzas, de
las que trataré dejar constancia. No obstante, en este mo-
mento tan especial perdonadme por no tener palabras para
ello, no se..., no quiero alargarme mas de la cuenta, por lo
que, aun a sabiendas de lo poco que le gustan este tipo de
recursos a D. Pedro y siempre sin animo de adornarme y con
toda humildad, permitidme utilizar dos citas de San Francis-
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co de Asis que me ayuden a resumir lo aprendido y el esfuer-
zo llevado a cabo por el maestro para conseguirlo:
La primera dice:

«Comienza haciendo lo que es necesario, después lo que es posible
y de repente estaras haciendo lo imposible».

D. Pedro, gracias por ensenarme a distinguir lo impor-
tante de lo que no lo es, gracias por ensenarme, siempre con
el ejemplo, lo que significa el esfuerzo, la constancia, el com-
promiso, el respeto, la tolerancia, la obediencia, la lealtad vy,
sobre todo, la illusion.

Con respecto a la segunda cita, querido D. Pedro, no se
alarme por las explicaciones, ya que ésta no requiere de nin-
guna, por ella misma refleja lo ensenado y aprendido.

«Ten paciencia con todas las cosas, pero sobre todo contigo
MisMo».

D. Pedro, maestro (...) muchas gracias.

PAZ y BIEN



LA BIOLOGIA SINTETICA

Luis SErRrANO PUBULL

Todavia recuerdo cuando Blanka mi secretaria me infor-
mo de que un médico queria hablar conmigo. Al principio
pensé que era un médico que estaba haciendo algin experi-
mento con ratones y queria discutir conmigo de alguna idea
abstrusa y un poco difusa. Mi secretaria me lo volvi6 a recor-
dar y finalmente concertamos una cita. Recuerdo como en-
tro alguien muy bien trajeado de pelo blanco que se introdu-
jo como el Dr. Pedro Garcia Barreno y me conté que venia
por parte de la Fundacion Botin a concederme una ayuda
para la investigacion por una cuantia significativa. Después
de reponerme de tamana sorpresa, recuerdo una conversa-
ci6on muy agradable donde hablamos de emprendedores, de
la creacion de empresas, del fomento del talento. Estuvimos
charlando casi una hora y la verdad es que independiente-
mente de la ayuda agradeci esa conversacion y reconoci a
alguien con un interés enorme en promover el desarrollo de
la ciencia en Espana de forma desinteresada.

En este capitulo voy a comentar sobre la Biologia sinté-
tica y las posibilidades que ofrece, asi como sus potenciales
peligros.

La Biologia es una ciencia en continua evoluciéon donde
la dltima disciplina se ha quedado obsoleta antes de madu-
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rar. No hace mas de 6 anos que una nueva disciplina empez6
a pisar fuerte en todas las revistas y no hace mas de 4 anos
que centros dedicados a ella han aparecido como hongos en
todos los paises. Me refiero a la Biologia de Sistemas. Apenas
nos hemos empezado a acostumbrar a ver modelos matema-
ticos mezclados con experimentos de Biologia Molecular, que
un nuevo nombre a aparecido que quiere relevar a la Biolo-
gia de Sistemas en el candelero de la Biologia. Me refiero a
la Biologia sintética. Todavia hay grandes discusiones acerca
de que es la Biologia de sistemas y ya tenemos que definir
que es la Biologia Sintética y como se diferencia de la ante-
rior. Una definicién de la Biologia sintética aprobada por la
comision europea la define como «Ingenieria de la Biologia:
La sintesis de sistemas biologicos complejos que tengan nue-
vas propiedades que no se encuentren en la naturaleza en el
contexto del organismo modificado, o del proceso biologi-
co». Dicho de otra manera la Biologia sintética permite el
diseno de sistemas biolégicos de forma racional. La principal
diferencia entre la Biologia sintética y la Biologia de siste-
mas, es que mientras esta ultima intenta entender sistemas
biologicos de forma cuantitativa y predictiva, la primera se
centra en el diseno e ingenieria racional.

La biologia sintética empez6 de forma oficial hace unos
7 anos cuando varios grupos disenaron y analizaron peque-
nos circuitos génicos que tenian propiedades de circuitos
electronicos (filtros de ruido, circuitos bi-estables, oscilado-
res). A partir de estos trabajos pioneros hemos visto una
explosion en el diseno de circuitos en bacterias y eucariotas,
aunque en la mayoria de los casos sin aplicacion directa
practica. Al mismo tiempo hemos visto una revolucién en la
sintesis de DNA, de tal forma que ahora es posible pedir que
sinteticen y clonen el gen de interés de un grupo y hasta
llegar a sintetizar el genoma de un virus. Finalmente el MIT
ha creado el: «Registry of Standard Biological Parts» (http:/
/parts.mit.edu)» que en teoria permite ensamblar circuitos
complejos pidiendo las partes correspondientes. Los trabajos
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realizados de diseno de circuitos génicos, o el rediseno com-
plete del genoma del bacteriéfago T7 han permitido avances
importantes en la comprension del funcionamiento de siste-
mas biolégicos complejos como una bacteria, como el estu-
dio del origen del ruido en la transcripciéon o en la traduc-
cion.

Un caso especial practico que ha tenido un gran impacto
en el campo es la producciéon de precursores de la droga
artemisina (producida de forma natural en plantas) en E. coli
y levadura, a través del clonaje y la ingenieria de los genes
necesarios. Otro ejemplo interesante ha sido el diseno de E.
coli para invadir células tumorales que se encuentran en
condiciones anaerobias e inaccesibles al tratamiento con
quimioterapia. Hay también avances recientes en la modifi-
cacion de microorganismos para producir biofuel o hidroge-
no, en bioremediacion etc. Aunque hay avances en todos los
frentes todavia no se ha llegado al mercado y necesitamos
ejemplos de mds proyectos con éxito que animen a la socie-
dad y a los inversores a apoyar esta nueva disciplina emergen-
te.

Aunque todavia estamos lejos de que la biologia sintética
sea capaz de disenar organismos a la carta de la misma ma-
nera que un ingeniero disena un Nuevo aviéon o un ordena-
dor, hay que pensar que este futuro no es tan lejano. De la
misma manera que la ingenieria ha mejorado nuestra cali-
dad de vida pero también ha creado la bomba atoémica, la
biologia sintética puede utilizarse también con propoésitos no
amigables para la humanidad. Es decir la biologia sintética
puede reportar enromes beneficios en muchos ambitos pero
existe un riesgo de su mala utilizaciéon. Los riesgos puedes
ser de tipo accidental, como podria ser la liberaciéon en la
naturaleza de organismo redisenados. El otro aspecto mads
preocupante es el posible uso por agentes terroristas para
disenar nuevas ramas biologicas. Finalmente existe la posibi-
lidad en un futuro de redisenar el genoma humano para
perfeccionarlo, esto conllevaria una serie de problemas éti-
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cos de diversa naturaleza, el primero de ellos la division de
la humanidad entre los que podrian pagarlo y los que no.
Todos estos temas son importantes y se han creado numero-
sos comités que estan pensando en regulaciones, foros de
discusion etc... para intentar anticiparse a lo que estd por
llegar. Como siempre la sociedad va por detras de los avances
y es importante hacer una labor pedagégica para ilustra los
beneficios y los riesgos.

En fin espero con estas pocas lineas haber presentado un
panorama de las luces y las sombras de esta nueva disciplina,
que creo que a alguien con la curiosidad y el talento de
Pedro le puedan interesar.

Un abrazo enorme, Pedro.

Luis.



RESPUESTA
A quién corresponda

PEDRO GARCIA BARRENO

Imaginen la vida sin vacuna contra la polio y sin marca-
pasos cardiacos. O sin computadoras digitales. O sin sistemas
de salubridad comunitarios. O sin predicciones meteorologi-
cas. O sin terapias avanzadas contra el cancer. O sin sistemas
rapidos de transporte. O sin cosechas resistentes a las enfer-
medades o a la sequia. O sin unidades de cuidados intensi-
VOs.

Hemos heredado esos y miles de otros avances tecnologi-
cos que han hecho de las sociedades occidentales industria-
lizadas las mas avanzadas de la historia. Logros que se han
traducido en una economia mas competitiva, han creado
millones de puestos de trabajo y han aupado nuestro estan-
dar de vida. Han mejorado incuestionablemente nuestra sa-
lud y prolongado la expectativa de vida. En cierto sentido,
definen el estatus social Occidental.

Pero esos avances no han sido fruto de la casualidad. Son
productos de un compromiso a largo plazo, fruto de un es-
fuerzo de las politicas nacionales encaminado a fomentar la
innovacion, el descubrimiento y el desarrollo de nuevas tec-
nologias. Durante muchos anos, las administraciones publi-
cas, trabajando en los organismos democraticos, han alenta-
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do y financiado los programas de investigacion en las institu-
ciones publicas —Universidades y Organismos publicos de
investigacion— como una inversion vital para el futuro de los
paises. La industria ha jugado un papel igualmente critico,
encauzando ese conocimiento y esas nuevas tecnologias ha-
cia el mercado, y, a través de €l, a la sociedad.

Esta complicidad —los activos educativos y cientificos ins-
titucionales, el apoyo financiero de los gobiernos y el desa-
rrollo de productos por la empresa— ha sido un factor de-
cisivo para mantener el prestigio y el liderazgo tecnolégico
de las naciones a lo largo de gran parte del siglo XX.

De igual modo, la continua atencién a la investigacion
cientifica institucional ha servido para formar y capacitar a
ingenieros, cientificos y técnicos que han hecho posible,
gracias a esa preparacion, dar rienda suelta a sus potencia-
lidades para conseguir aquellos avances excepcionales. Ello
en un equilibrio entre una innovaciéon provocadora y una
cierta prudencia en la toma de riesgos.

Desafortunadamente, la fortaleza cientifica y tecnologi-
ca de las naciones Occidentales estd seriamente amenaza-
da. Cuando los gobiernos se plantean recortes o dudan del
papel de la ciencia y la tecnologia, se producen tensiones
que ponen en grave riesgo la investigacion cientifica insti-
tucional.

La investigacion en la Universidad y en los Organismos
publicos de investigacion es un blanco facil, porque mucha
gente no es consciente del papel critico que representa. Pue-
den pasar anos de intensa investigacion cientifica antes que
las tecnologias emergentes puedan acceder al mercado. Pero
la historia ha demostrado que la investigacion cientifica de
calidad, con objetivos ambiciosos, financiada con capital
publico, es la base para mantener el sistema de ciencia y
tecnologia y crear el ambiente de confianza empresarial,
necesarios para la innovacion tecnologica.

Hoy, los datos apuntan que la economia y el bienestar de
los ciudadanos se hallan sobre arenas movedizas. Y los dos
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factores, claves para la convivencia social, dependen de tres
productos basicos de nuestras instituciones: buena ciencia,
nuevas tecnologias y cientificos e ingenieros bien formados.

El liderazgo cientifico y tecnologico, por su naturaleza,
es efimero. Las grandes civilizaciones —Egipto, China, Gre-
cia 0 Roma— tuvieron en sus manos, temporalmente, el es-
tado del arte de su tiempo. Cada una de ellas dejo escapar
su ventaja, y cuando aquellas civilizaciones perdieron sus
respectivos liderazgos tecnologicos, también claudicaron en
lo politico.

Por todo ello, es esencial que los gobiernos mantengan
su papel como financiadores de esa investigacion cientifica
de calidad en sus instituciones. Si se quiere mantener el
estatus conseguido por las naciones industrializadas es nece-
sario mantener aquella complicidad que lo hizo posible.
Apenas consumida la primera década del nuevo siglo debe
reconocerse que ha llegado el «momento de la verdad»: ¢se
quiere mantener el espiritu innovador que catapulté a las
naciones democraticas, el siglo pasado, hacia el bienestar
social que disfrutamos, o la inoperancia, una vez mas, ganara
la partida? Cuando los representantes de los ciudadanos to-
man decisiones sobre cuestiones de ciencia y tecnologia en
las instituciones legislativas de la Nacion o Autonomicas,
estan decidiendo el futuro: fortalecerlo o hipotecarlo esta en
su actitud.

La importancia creciente del papel de la ciencia en la so-
lucion de los problemas complejos que nos desbordan vy la di-
ficultad de los temas sociales y éticos que de ello deriva, exi-
gen, a todos, una mayor inmersion en la cultura cientifica. Los
politicos deben conocer los rudimentos de la evidencia de la
ciencia y la tecnologia, y la sociedad, en su conjunto, debe
estar suficientemente informada para comprender lo que ello
significa para el dia a dia de sus vidas y, también, para poder
participar en el debate de las consecuencias del desarrollo
cientifico. Ello requiere que la ensenanza de la ciencia co-
mience en la escuela, y exige, también, que quienes dictan las
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leyes de los hombres trabajen, codo a codo, con quienes com-
prenden las leyes de la naturaleza.

(Adaptacion libre del escrito «<A Moment of Truth for America»,
publicado en el Washington Post, el 2 de mayo de 1995 y dirigido al
Congreso de la Nacion [USA]; de Science and the quiet art, de David
Weatherall, y de Making the link between science and politics, de Thomas H.
Kean).



A QUIENES ELABORARON ESTE HOMENAJE

PEDRO GARCIA BARRENO

11Qué ocurrencia!!

Feliz, sonrojado..., pero debéis ser conscientes: no es oro
todo lo que reluce.

«Hay en el corazéon humano un crédito ilimitado para el
elogio postumo». Pero solo los espiritus bondadosos lo ejer-
cen con antelacion. Lo hacen por amistad que, en este caso,
es amabilidad descomedida por aquellos acostumbrados a
mirar, difidentes, los acontecimientos de su entorno mas
proximo: los avatares a los que esta sometida esa cosa que
llamamos ciencia. Una palabra tan nuestra, tan sensible a los
imprevistos y, sobre todo, tan golpeada por la parca tempo-
ralidad de cualquier intento para dotarla de sosiego. A voso-
tros va dirigido este homenaje. A vosotras mi respeto y mi
gratitud.

No puedo olvidar de remachar mi agradecimiento y afec-
to a todos los que desde la amistad y el aprecio me empuja-
ron hasta este acto. Hago mias cuantas frases de agradeci-
miento ha imaginado el mérito modesto al verse aupado a
honores inimaginables.

Accedi a «biomedicina» —aunque entonces tal mote no
existia—, a través del diario Madrid, de grato recuerdo vy
torpe final; un anuncio en €l insertado hacia referencia al
Primer Curso de Biologia Molecular que, bajo la direccién
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de Angel Martin Municio, recién ganada su Catedra de Bio-
quimica de la Facultad de Ciencias Complutense, se celebra-
ria durante su primer Curso Académico. Inauguroé las sesio-
nes el Rector Magnifico de la Universidad, siendo el plantel
de profesores algo hasta entonces desconocido en la otrora
Universidad Central y, por extension, en el resto de nuestro
pais. Por aquellos cursos pasaron: C. Milstein, J-P. Changeux
o D. Chapman. A la vuelta de un nuevo periplo vy, esta vez,
con Angel cada vez mds cercano, accedi a los que fueron,
son, maestros y amigos; ello a través del Curso «Temas Actua-
les de Biologia en Medicina»: Alberto Dou, Antonio Garcia
Bellido, Francisco Garcia Olmedo, José Garcia Santesmases,
David Vazquez y Eladio Vinuela, entre otros. Un Curso de
Biologia jcelebrado en un Hospital y con billetaje agotado
tarde tras tarde! ;Se imaginan algo asi, hoy?

Conseguimos una fraternidad transcultural, transinstitu-
cional —Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Ciencias Complutense, Centro de Biologia Molecular del
CSIC, Unidad de Medicina y Cirugia Experimental del Hos-
pital General de Madrid...— y con un compromiso que Ela-
dio tomo6 prestado de Goethe: «Pensar no es suficiente, hay
que aplicar; intentar no basta, hay que hacer». Margarita Salas
—prima inter pares— ha relatado los detalles con bonhomia.
Un afan integrador con espiritu decido de ampliar sus bor-
des, siempre borrosos y, por ello, porosos. La busqueda de
los mejores; conocerlos, merecerlos, conseguir su confianza.
Colaborar con ellos; con aquellos pocos quienes merecen la
pena. ¢Tan solo una ilusion? No, aqui estais.

Hoy tenéis que perdonarmelo todo. Soy imprudente y te-
merario, y empiezo a desvariar. Sed piadosos y dejadme seguir.

Cuando ya esté tranquilo —s6lo entonces— habré apren-
dido a ver muy de otro modo la luna y su vespertina apari-
cion. Porque la tendré de colaboradora y no de tentadora, Y,
por otra parte, también al sol tendré de colaborador. Pero
las estrellas son demasiadas. La imposibilidad de enumera-
cion, en el caso de las estrellas me turbaria. Asi, para esa
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fecha, habré escogido s6lo unas pocas mas de las que aqui
estan; y s6lo me acordaré de ellas; y exclusivamente os mira-
ré a vosotros, sin hacer caso de las demas. Sin hacer caso de
los guinos y de las sonrisas de tanta estrella como hay. Cuan-
do ya esté tranquilo.

Pero hoy es un tramo especial del recorrido. Resulta na-
tural echar cuentas: cuanto ha entrado, cuanto ha salido y
cuanto queda. Se trata de una necesidad que puede resultar
placentera, y el hecho de pasar por ella representa, asimis-
mo, una senal. Significa que todavia podran suceder algunas
cosas, caer ramas y brotar otras nuevas, aunque nuestras rai-
ces hayan consolidado. ¢Cuanto debo y a cuantos? Mucho y
a muchos.

Por ello, debo dar nombres. Dice Jenofonte, que entre
los dones que los hombres tratan de arrebatar a los dioses
con su trabajo, uno de los mas valiosos es el del nombre, si
es de buena ley. Unos pocos nombres, como las estrellas,
escogidos y sujetos al alma por garfios de acero. Los genero-
sos voceros del encomio: Margarita, Jesus Avila, Joan J. Gui-
novart, Maria Teresa Miras. Los escribientes que, con aque-
llos, donaron su tiempo: Carlos Belmonte, Juan A. Bueren,
Mariano Esteban, José Lopez Barneo, Carlos Lopez Otin, Luis
Serrano Pubull.

Por lo que este acto representa: Enrique Martinez Berro,
Esperanza Botella y Federico Ysart, que bosquejaron un nue-
vo camino; y los mds proximos y entranables: Rafael Benju-
mea y Francisco Moreno —los acabdis de escuchar; ;qué
decir’—, quienes asentaron la ruta. Asentar: poner o colocar
algo de modo que permanezca firme. Y también, quién hizo
posible el lance: Emilio Botin. Todos ellos en el contexto de
la Fundacion Marcelino Botin.

Una aventura inolvidable que nadie nos podra arrebatar.
Y voluntad para continuarla no ha de faltar.

Tenéis que permitirme otros dos nombres: Juan Manuel
Reol presidi6 esta Casa que nos acoge; y Blanca, mi madre,
cumple, hoy, cien anos.
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Margarita y Maria Teresa ya han remachado «mis» nom-
bres: Nela, Alberto, Ricardo, Marta, Ivan, Nadia y Maya.

Mas, no olvidéis, manana, el camino depende, hoy, de
todos nosotros. jjDebemos convencer!!

«Mucho vine caminando.

Andando y sonando fui, y aun sigo;

Pero mi sueno apenas tiene sitio.

Ayer se fue. Manana esta por llegar.

¢Volver?

Vuelva el que tenga,

Tras largos anos, tras un largo viaje,
Cansancio del camino.

Mas, ¢ta?, ¢volver? Regresar no piensas,
Sino seguir libre adelante.

Sigue, sigue adelante y no regreses,

Fiel hasta el fin del camino.

No eches de menos un destino mas facil,
Tus pies sobre la tierra antes no hollada,
Tus ojos frente a lo antes nunca visto.

Andar es sembrar camino.»

Paz y Bien
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