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las personas infectadas y pue-
de permanecer sin dar lugar a
particulas virales si las células
en las que se han integrado no
se dividen. Ello le permite
ocultarse de las defensas del
hospedador y reaparecer des-
pués de una aparente cura de
los pacientes. Afortunadamen-
te, la transmisién del virus tie-
ne muy poca eficacia: requie-
re grandes cantidades de parti-
culas virales, que sélo se da
con el intercambio de fluidos
de modo abundante, o atrave-
sando las barreras naturales
de proteccién del organismo
con agujas hipodérmicas.

Se han realizado muchas in-
vestigaciones para proteger
frente al VIH, centradas sobre
todo en la obtencién de vacu-
nas y de sustancias antivira-
les. El disefio de vacunas no ha
dado todavia frutos suficiente-
mente positivos para aplicar-
las ala poblacién en riesgo. En-
tre los candidatos a la vacuna
mas efectivos esta uno en cu-
yo desarrollo participa mi cole-
ga Mariano Esteban.

Recuerdo que en una reu-
niéon de expertos mundiales
del VIH, presidida por el pre-
mio Nobel David Baltimore,
celebrada en Madrid y auspi-
ciada por la Fundacién Juan
March, Baltimore concluyé
que se necesitaban cientificos
revolucionarios que iniciaran
nuevas lineas de investiga-
cion para prevenir el sida, por-
que las tradicionales ya se ha-
bian intentado sin éxito. A la
vista de los resultados obteni-
dos, la opinién generalizada
actual es invertir mas en in-
vestigacién basica para identi-
ficar nuevas estrategias de
control del virus VIH.

El virus aprende

Afortunadamente, el desarro-
llo de antivirales para contro-
lar el crecimiento del virus ha
progresado mucho. Hoy es po-
sible controlar en buena par-
te el desarrollo del sida y au-
mentar el bienestar de los pa-
cientes, aunque no se ha con-
seguido la eliminacién com-
pleta del virus en los linfoci-
tos en reposo en los que se
esconde. La terapia viral triva-
lente —administracion simul-
tanea de tres farmacos que in-
terfieren con la replicacion
del virus— trata de evitar que
éste pueda escapar al trata-
miento. Ello sélo se consigue
parcialmente, porque el virus
aprende a evitar la accién de
estos medicamentos.

La lucha sigue. El hombre
descubre nuevos farmacos y
el virus aprende a evitarlos.
Es posible que al final, el virus
y el hospedador evolucionen
hasta que aprendan a convi-
vir, sin que el virus afecte de
modo grave al paciente. Esto
sucede, por ejemplo, con los
herpes. Pero lo ideal seria eli-
minar el VIH de la Tierra, lo
que requiere un esfuerzo glo-
bal. Afortunadamente, el can-
cer cervical ya se controla con
las vacunas generadas gracias
a Harald zur Hausen.

Luis Enjuanes es virdlogo, profe-
sor de investigacién en el Centro
Nacional de Biotecnologfa (CSIC).

En la medusa A.victoria (izquierda) la bioluminiscencia esta en el borde del paraguas. A la derecha, estructura de la proteina verde. /F. NOBEL
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[La medusa y su proteina verde
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La proteina verde fluorescente
ha existido durante mas de 160
millones de afios en los foto6rga-
nos de una especie de medusa,
Aequorea victoria, y e€s en parte
responsable de su bioluminiscen-
cia. Los organismos bioluminis-
centes son capaces de emitir luz
transformando energia quimica
en luminica, como las luciérna-
gas, o bien mediante fluorescen-
cia, absorbiendo luz de un deter-
minado color (longitud de onda)
y liberando la energia absorbida
en forma de luz de una longitud
de onda mayor. La primera des-
cripcién de un organismo biolu-
miniscente data de muy antiguo
y se debe a Cayo Plinio Segundo
el Viejo (23-79 DC), quien descri-
bié en su Historia Natural la exis-
tencia de unas medusas en la ba-
hia de Napoles que resplande-
cian con una tonalidad verdosa
al ser expuestas a la luz solar.
Plinio desarroll6 una técnica pa-
ra decorar ceramica empleando
triturados de estos animales.
Unos cuantos siglos después,
en el verano del 1961, el cientifi-
co japonés Osamu Shimomura
se dedicé a exprimir mas de
10.000 ejemplares de Aequoria
para aislar la sustancia respon-
sable de la bioluminiscencia de
esta medusa. Sus estudios, galar-
donados este afio con el Nobel
de Quimica, condujeron a la
identificacion de la proteina que
emitia fluorescencia verde
(GFP, siglas en inglés) al ser ilu-
minada con luz azul.
Shimomura caracterizo poste-
riormente la porcién de la protei-
na (fluoréforo) que le confiere la
capacidad de absorber y emitir
luz y demostré que, a diferencia
de otras proteinas bioluminis-
centes, la GFP no requiere nin-
gln aditivo para fluorescer. Esta
singular propiedad es uno de los
factores que ha hecho que la
GFP pasara de ser una curiosi-
dad cientifica a convertirse en
una poderosa herramienta exten-
samente utilizada en Biologia.
Martin Chalfie (EE UU), el se-
gundo galardonado con el No-
bel, demostré que el gen de la
GFP, el fragmento de ADN del
genoma de la medusa que contie-
ne el cédigo para su biosintesis,
podia ser introducido en otros
organismos vivos, unicelulares
como la bacteria intestinal Es-
cherichia coli o multicelulares co-
mo el gusano Caenorhabditis ele-
gans, conduciendo a la expre-
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De izquierda a derecha, Martin Chalfie, Osamu Shimomura y Roger Y. Tsien. /REUTERS | AFP

sién de una proteina que conser-
vaba la fluorescencia. Este descu-
brimiento abri6 las puertas a la
utilizacién de la GFP como mar-
cador tanto de células individua-
les como de organismos enteros.

En fechas mas recientes se
han generado numerosos anima-
les transgénicos, desde ratones a
cerdos pasando por conejos, ga-
tos y peces, que expresan protei-
nas fluorescentes y que tienen
aplicaciones muy diversas en in-
vestigacion biomédica y biotec-
nolégica o incluso como exéticos
animales de compafiia. Asi, por

La primera
descripcion de un
ser bioluminiscente
se debe a Plinio

Hay moléculas
fluorescentes que
emiten en todos los
colores del arco iris

ejemplo, el marcaje con protei-
nas fluorescentes permite visua-
lizar de forma no invasiva la evo-
lucion de tumores en animales
de experimentacion, simplemen-
te observando la fluorescencia
que emiten las células cancero-
sas al iluminar los animales vi-
vos con luz del color adecuado.
La observacion del crecimien-
to de bacterias patégenas, del de-
sarrollo de circuitos neuronales o
de la enfermedad de alzhéimer,
la detecciéon de contaminacion
por metales pesados o la lucha
contra la malaria son ejemplos
de los muchos estudios que han
visto luz verde gracias a la GFP.
El tercer laureado, Roger Y.

Tsien (estadounidense), describi6
cémo se forma espontaneamente
el fluoréforo de la GFP y contribu-
y6 a la determinacién de su es-
tructura tridimensional, una cu-
riosa forma cilindrica semejante
auna lata de refresco, con el fluo-
réforo situado en su interior. Esto
permitié al laboratorio de Tsien
disenar variantes de la GFP y de
otras proteinas fluorescentes,
también aisladas de organismos
marinos, que brillan con mayor
intensidad y que cubren una ex-
tensa gama de colores. Su mayor
contribucién ha sido generary po-
ner a disposiciéon de la comuni-
dad cientifica un gran niimero de
proteinas fluorescentes que emi-
ten luz en practicamente todos
los colores del arco iris.

Si facilitar la observacién de
células individuales supone un
gran logro, la utilizacién de pro-
teinas fluorescentes ha permiti-
do a los investigadores ir mucho
mas alla y les ha capacitado para
analizar procesos que ocurren en
el interior celular. Las reacciones
quimicas que sustentan la vida es-
tan reguladas por enzimas, unas
proteinas que controlan cuando
y dénde en la célula tiene lugar
una determinada reaccién. Otras
proteinas tienen papeles estructu-
rales y son responsables de la in-
tegridad y movimiento celulares,
mientras que otras son esencia-
les en procesos de reconocimien-
to molecular y celular, los cuales
permiten, por ejemplo, estable-
cer la necesaria comunicacién en-
tre las células que componen un
6rgano o la respuesta a estimulos
extracelulares como neurotrans-
misores u hormonas. Para enten-
der el funcionamiento de la célu-
la es imprescindible conocer don-
de se localizan las proteinas im-
plicadas en estos procesos y co-
mo interaccionan entre ellas.

El problema es enorme, ya

que en el interior celular coexis-
ten centenares de miles de pro-
teinas diferentes y su pequefio
tamafio hace que la observacion
directa sea imposible, ni con el
microscopio mas potente. Con
técnicas de ADN recombinante,
al alcance de cualquier laborato-
rio bioquimico, se puede unir el
gen de la GFP al gen de la protei-
na que se desee, de tal forma
que la célula que incorpore esta
construccién expresara una pro-
teina en la que se ha afnadido la
GFP a su secuencia original.

La proteina marcada es ahora
facilmente distinguible, como un
ciclista equipado con los regla-
mentarios elementos reflectan-
tes, y mediante la simple ilumina-
cion con la luz adecuada se pue-
de observar en el microscopio su
localizacién o trafico intracelu-
lar. Por otro lado, la posibilidad
de etiquetar a la vez proteinas di-
ferentes con colores distintos per-
mite también analizar dénde,
cuando y bajo qué estimulos inte-
raccionan. Ademas de la inheren-
te simplicidad de esta tecnologia,
lo que la convierte en realmente
revolucionaria es que, a diferen-
cia de otros métodos que deben
emplear células muertas, el mar-
caje con proteinas fluorescentes
permite realizar estos analisis a
tiempo real y en células vivas.

Cuando Shimomura inici6 el
estudio de organismos marinos
bioluminiscentes, tan sélo pre-
tendia entender qué es lo que
les hacia emitir luz. Sin embar-
g0, sus trabajos y los que siguie-
ron constituyen un ejemplo mas
de cémo la investigacién basica
puede conducir, a veces de for-
ma inesperada, a una verdadera
revolucién cientifica.

Joan C. Ferrer es profesor de la Uni-
versidad de Barcelona (Departamento
de Bioquimica y Biologfa Molecular).



