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Excelentisimo Senor Presidente,
Muy Iustres Sefores Académicos,
Sefioras, Seinores:

Es relativamente frecuente, que detrds de un premio, una
medalla, un reconocimiento, se encuentre un grupo de amigos.
Este es el caso, y por ello, quiero sehalar y expresar mi
agradecimiento a los componentes de esta Real Academia al
elegirme para figurar entre ellos como Miembro de una entidad
que constituye y representa para la clase farmacéutica un fin que
culmina su vida profesional.

Por varias razones y, aunque no es una reflexién original,
siempre he suscrito la actitud de aquellas personas poco
proclives al acopio de titulos y reconocimientos. Sin embargo,
debo manifestar que en esta ocasion, el apoyo y la amistad, poco
frecuentes, mostradas por las personas integrantes de esta
Institucién han inducido mi decidida incorporacién a esta
Academia. Este agradecimiento es secuencial, en primer lugar,
hacia los muy ilustres académicos que han apoyado inicialmente
mi candidatura, doctores Ylla-Catald, Taxonera y Parés y, mas
tarde, a todos los miembros de la junta que, con su voto
favorable han consolidado su confianza hacia mi persona al
creer que mi labor entre ellos puede ser util y digna de una
tradicion tan honrosa. Todos ellos estan en mi pensamiento.

Permitidme, que ahora dedique un recuerdo a aquellas personas
que, con sus enseflanzas han contribuido a mi formacién
académica. De mis afios de estudiante quiero destacar, entre un
grupo irrepetible de profesores, auténticos maestros, a D.
Santiago Alcobé, Oriol de Bolés, Arturo Caballero, D. Ramén
Margalef, D. Antonio Prevosti y D. Francisco Ponz.



No debo ni puedo olvidar, en este momento. a dos personas que
reforzaron mi inclinacién hacia la microbiologia: D. Ramén
Parés y D. Amadeo Foz. Con Ramodn Parés inicié mis primeros
pasos en el auténtico conocimiento de la microbiologia. Con su
desbordante optimismo y su conocimiento enciclopédico de la
microbiologia, no resultaba dificil entusiasmarse en los distintos
aspectos de esta disciplina. Mds alld de sus actividades docentes
¢ investigadoras. se adivinaba en su persona una sutil aura de
alegria contagiosa y una gran personalidad de universitario,
humanista y cientifico. Aunque especializado en su campo.
stempre ha superado el marco de su asignatura y en todo
momento ha prestado una atencién constante y cordial hacia
cualquier inquietud intelectual. Por ello, no debe sorprender que
su presencia en la Universidad haya sido un estimulo para todos
los que le conocen. En tiempos en los que las relaciones
profesor—alumno solfan basarse en el distanciamiento y en la
subordinacién, los discipulos de Parés tenian en él a un
compaiero. Se entiende pues, que se viera rodeado de personas
de muy distinta mentalidad y actividades profesionales diversas.

Mi encuentro con Amadeo Foz se produjo a través de una
estancia programada, durante seis meses, en su departamento del
Hospital del Mar. Se trataba de efectuar un estudio de las
actividades antimicrobianas de nuevos nitrofuranos. El resultado
practico se tradujo en una colaboracién que se prolongd durante
seis afos. Junto a él me familiaricé en el conocimiento de la
bacteriologfa clinica. Durante las mananas Foz desempefiaba su
actividad profesional en el Hospital Clinico. Era el bacteriélogo
de confianza de D. Agustin Pedro-Pons. Por las tardes se
encontraba en el desaparecido pabellén Garcia Tornel, del
también llamado hospital de infecciosos, antiguo lazareto de
Barcelona. En la misma planta se ubicaba el departamento de
Bioquimica dirigido por el Dr. J. Gras, mientras que en la planta
inferior desarrollaban sus actividades los doctores Solé Durall y
Sdnchez—Lucas. Era un centro de referencia y consultas para los
clinicos de cualquier punto de la peninsula. Gran maestro,

poseia una capacidad de autocritica muy desarrollada. Las
matizaciones y rectificaciones eran frecuentes en sus charlas y
clases. Eran el resultado de una busqueda continuada de
informacion y replanteamiento de los problemas.

En esta breve introduccion seria injusto olvidar mis anos de
estancia en la industria farmacéutica. Fueron anos intensos y
positivos, que me permitieron CONoOCer a personas como
Montserrat Marti y Tomds Vilarroya de probada calidad humana
y profesional. Era el final de la década de los sesenta y, ya
comenzaba la transformacién de laboratorios locales,
generalmente de tamafio medio, en cabezas de puente de
empresas multinacionales.

Finalmente deseo dar testimonio de agradecimiento a todos mis
compaferos de facultad. Por su acogida, por sus consejos y por
su amistad. Algunos, desafortunadamente ya no estdn entre
nosotros.

El contenido de este discurso estd relacionado con una parte
importante de la labor investigadora iniciada en el afio 1985, en
la unidad de microbiologia de la facultad de Farmacia. Contiene
una reflexidn sobre aspectos que, partiendo de la taxonomia
bacteriana, se extiende hacia campos aplicados, relacionados
con la bisqueda de las posibilidades que presenta una molécula
de origen bacteriano, en el marco de los preparados
farmacéuticos y cosméticos. Es una sintesis de una linea de
investigacién, que como suele suceder, no se encuentra exenta
de limitaciones y fracasos.
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Pseudoalteromonas antarctica NF3:

NUEVA ESPECIE BACTERIANA.

INTRODUCCION

El estudio de a microbiota procedente de aguas y sedimentos de
origen antartico ha aportado unos resultados que confirman la
presencia de una intercsante diversidad microbiana.
Paralelamente, se ha evidenciado un vacio de conocimientos,
similar al de otros ecosistemas acudticos, sobre todo. si la
informacion disponible se compara con la existente sobre
ecosistemas microbianos terrestres.

Cabe destacar, que las descripciones de ciertos grupos
microbianos quedan reducidos. en ocasiones. a los datos
aportados por un solo grupo de investigadores, entre otras
razones. por la dificultad que representa el acceso hasta los
distintos hdbitats que albergan a estas poblaciones microbianas.
En este sentido, resultan clarificadoras las opiniones que, a este
respecto, formularon Paul Baumann y Linda Baumann (1). De
acuerdo a cstos especialistas, durante muchos afios, la mayorfa
de los microbidlogos que disponian de oportunidades para
investigar ecosistemas de acceso dificil, no estudiaban
separadamente a los microoorganismos, su interés se centraba en
el control de sus actividades en cuanto eran elementos
pertenecientes a un sistema mds complejo. Se median
parametros de la comunidad: ciclo del nitr6geno, relacién
autotrofos/heterétrofos, productores primarios, etc.



En otros casos, parece oportuno indicar, que el interés hacia el
estudio de este mundo microbiano, menos conocido, ha surgido
de la inquietud investigadora de microbiélogos especializados
en otros grupos de microorganismos aislados mediante técnicas
habituales bien establecidas. Tal circunstancia ha dado lugar a
errores metodologicos graves, que, en ocasiones, provocan la
eliminacién involuntaria de una microbiota incapaz de crecer en
los medios convencionales destinados al desarrollo de especies
bacterianas de origen clinico o de otros hdbitats teldricos. La
confusion existente entre las necesidades o requerimientos
salinos y la tolerancia al NaCl es un ejemplo comiin.

Si aceptamos que estas incorrecciones experimentales se han
realizado involuntariamente durante muchos anos, no es
sorprendente que en los estudios de identificacién de
aislamientos bacterianos de origen marino, se valorasen como
bdsicos otros aspectos tradicionales de la taxonomia bacteriana,
como las relaciones con el oxigeno, la coloracién de Gram,
morfologia, etc., y en cambio, no se considerasen parametros tan
importantes como aquellos que estudian las auténticas
coordenadas ambientales (2,3).

A través de la experiencia adquirida a lo largo de estos afios
coincidimos con P. Baumann (1), acerca de los modelos
bacterianos mds frecuentes adaptados a ecosistemas marinos. Se
tratarfa preferentemente de bacterias Gram negativas, bacilares o
curvadas y no esporuladas. Un grupo mayoritario estaria
representado por bacterias no fermentativas, Alcaligenes,
Alteromonas 'y Pseudomonas serian géneros representativos. Un
segundo grupo minoritario estaria conformado por los
representantes que tuviesen un metabolismo aerébico
facultativo. Photobacterium y Beneckea, serfan ejemplos de
referencia.

Entre los aislamientos bacterianos obtenidos a partir de una serie
de muestras de origen antdrtico, destacaré a cinco de ellos, que,
con un perfil taxonoémico idéntico, constituyen una nueva
especie bacteriana, auténtica protagonista de este discurso. Las
muestras que dieron lugar a esta nueva descripcién fueron
obtenidas por Josefina Castellvi (4), y proceden
fundamentalmente de dos zonas, a partir de lodos acumulados
en la salida de un glaciar (Inlet Admiralty Bay, Isla del Rey
Jorge) y de las cercanias de la Base espafiola “Juan Carlos 17,
ubicada al sureste de Bahia Sur, en la isla Livingston (62°39°46”
Sy 60° 237207), en todos los casos son zonas geogrificas que
corresponden a la Shetland del Sur.

El estudio taxondmico riguroso de estos biotipos ha permitido
establecer que su perfil cumple con la descripcion del género
Pseudoalteromonas (5). En efecto, si revisamos el modelo de
flagelacion, su porcentaje de G+C, la hidrélisis de la gelatina, su
incapacidad de utilizar el DL Malato, D-Sorbitol, y el m-
hidroxibenzoato, puede afirmarse con seguridad que los biotipos
aislados con estas caracteristicas son representantes de este
género bacteriano de reciente creacién (Figura 1).

ne

FIGURA 1. Tincidn negativa de células de Pseudoalteromonas antarctica. a partir de un
cultivo liquido después de 24 h de incubacién a 15 °C, (barra = 0,7 pm).



Como otras especies de Pseudoalteromonas tiene
requerimientos de sodio, pero a distintos niveles, porque las
especies descritas hasta ahora crecen a partir de 100mM de
NaCl. con 6ptimos entre 125 y 600mM. Esta nueva especie s6lo
precisa una concentracion del orden de 17mM. Pero, veamos
cudl es el origen del género Pseudoalteromonas.

En 1972, P. Baumann describié un nuevo género bacteriano al
que denominé Alteromonas (6) con la finalidad de separar
aquellas bacterias fenotipicamente similares a Pseudomonas
pero, con un G+C, claramente inferior. El estudio profundo de
este género, basado en técnicas moleculares, dié lugar a una
escision de Alteromonas y a la descripcién de un nuevo género,
Pseudoalteromonas, que incluye a todas las especies de
Alteromonas descritas hasta ahora, excepto A. Macleodii, que de
acuerdo a Gauthier (5), debe conservar la denominacién
genérica original.

La separacion de las distintas especies de Pseudoalteromonas en
base a su diferenciacion fenotipica es problemdtica. Ivanova y
col (7) sostienen esta idea al comprobar la proximidad genética
entre las especies conocidas. Desde 1993, Akagawa, especialista
en este grupo, recomienda la necesidad del uso de metodologia
genética y quimiotaxonémica para alcanzar con claridad una
identificacién a nivel de especie (8).

En nuestro caso, y con independencia de los pardmetros
imprescindibles sefialados. el anilisis de los dcidos grasos,
segin los procedimientos e interpretaciones de Matsui, en 1991,
(9) y Svetasher (10) en 1995, y el perfil de las protefnas totales
confirman plenamente su inclusién a nivel de
Pseudoalteromonas. Los ensayos de hibridacion DNA/DNA
revelaron que nuestros biotipos eran distintos a P.haloplanktis
subsp.haloplanktis y P.atlantica., que son las dos especies
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fenotipicamente mds proximas. La similaridad entre ellos y la
cepa tipo estd comprendida entre el 20% y 22%, valores
significativamente distantes para considerarse miembros de una
nueva especie(11). Asimismo se llevaron a cabo analisis de las
secuencias del RNA 16S (12). Paradéjicamente, aunque los
valores de similaridad de la secuencia son elevados, son bajos si
se consideran los porcentajes de similaridad a nivel
intragen€rico. El estudio taxondmico de estos aislamientos
bacterianos ha representado el hallazgo de una nueva especie
que hemos denominado atendiendo a su origen,
Pseudoalteromonas antarctica NF3 (11), y cuya cepa tipo es
P.antarctica NF3 CECT 4664,

ELL. MATERIAL EXTRAMURAL SECRETADO POR
Pseudoalteromonas antarctica NF3

Si bien el estudio taxonémico comentado ha dado lugar al
hallazgo de una nueva especie bacteriana, no podemos
considerar resuelto el estudio de la funcién desempefiada por el
singular material extramural abundantemente secretado por esta
bacteria al medio de cultivo (13) ( Figura 2).

FIGURA 2. Morfologia colonial tipica de Pseudoalteromonas antractica (NF3), en TSA
durante diez dias a 15°C.



La descripcion inicial de este exopolimero ha supuesto la
apertura de varias lineas que corresponden a otros tantos
especialistas en campos relativamente alejados de la
microbiologia.

En efecto los materiales extramurales acumulados por
P.antarctica, presentan aspectos muy interesantes entre los
integrantes del dominio* Bacteria.

flustracion esquemitica de las principales envueltas celulares
en procariotas con Limina-S

4} Archaenbacterias Gram-negativas ¢} Eu y Archacobacterias Gram-positivas

Lamina-S Lamina-8

Membrana
citoplasmatics

Peptidoglicane u
otras polimeros

Membrana
vitoplasmitica

Avehacohacterias Gram-vegativis dRubacteriss Gram-negativas
QO00000  emuctan s
: - Lamina- 8
S o Lismina-S
Membrana externa
Membrana

Peplidoglicano
o Membrana
citoplavmatica

citoplasmiitica

Laming-§ [ j‘v; . ‘r .
. Glicoproteina - Peptidoghicano u I Membrana lipidica
ntros pulimeros
( Envuletas ; Proteinas canal
) proteicas Lipoproteina ea
@ Proteinas de | Lipopolisacirids
membrana fﬁ

FIGURA 3. Ilustracién esquemdtica de la arquitectura molecular de las principales
envueltas de la célula procariota.

dominio: Nive!l taxonémico superior que refleja dierencias evolutivas profundas. Se

reconocen tres dominios: Archaea, Bacteria y Eucarya.
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El primer aviso surgié al advertir el aspecto mucoso de las
colonias desarrolladas indistintamente sobre medios
convencionales, como el Trypticase Soy Agar (TSA) o medios
minimos constituidos por glucosa como unica fuente de carbono
y energia (13). El andlisis del exopolimero manifesto la
presencia de una protefna glicosilada. Tradicionalmente, la
presencia de glicoproteinas en las envueltas de los procariotas se
consideraba pricticamente inexistente, aunque, a partir de 1991,
Messner comprueba que forman parte de algunos componentes
estructurales (14).

Pero para proporcionar una coherencia historica al contenido de
este discurso, considero oportuno que la informacién
subsiguiente se estructure en los apartados siguientes:
glicoproteinas estructurales en procariotas, la lamina S 6 RS,
glicoproteinas no estructurales, caracterizacién del exopolimero
de P.antarctica (NF3), interaccion con los liposomas y otros
aspectos aplicados y ecoldgicos.

GLICOPROTEINAS ~ ESTRUCTURALES EN
PROCARIOTAS: LA LAMINA S

En la organizacion de las envueltas celulares de las bacterias, la
lamina S representa una de las estructuras menos conocidas
(Figura 3).

Se trata de una membrana externa, cuya ultraestructura
observada al microscopio electréonico mediante sombreado
metalico, se muestra en forma de una red cristalina que puede
ser cuadrada, hexagonal u oblicua. (Figura 4). Las unidades
morfoldgicas estin compuestas de hexdmeros, tetrimeros 6
dimeros. En las arqueobacterias se suele presentar una simetria
hexagonal (Figura 5).
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FIGURA 4. Micrografia electrénica de preparaciones correspondientes a células
intactas(a)Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus (hexagonal), (b) Bacillus

stearothermophilus (oblicua), (¢) Desulfotomaculum nigrificans (cuadrada). (barra = 100
nm).

Tipos de malla de la LAmina-S

oblicua cuadrada

de acuerdo a las Tablas Internacionales de Cristalografia por Rayos-X.

FIGURA 5. .Ilustracién esquemdtica de los tipos de lamina S. Las unidades cclulares estdn
compuestas de mono-.di.. tri-, o hexdmeros.

Bajo el punto de vista histdrico, debe senalarse que los primeros
datos que hacen referencia a la ldmina S, corresponden a
comienzos de la década de los cincuenta, cuando Murray puso a
punto técnicas de sombreado que permitian su observacion.




Sobre esta base, Houwinck, en 1953, ya advirtié de la existencia
de un monoestrato macromolecular en fragmentos de la envuelta
celular de especies de Spirillum (15). Mas tarde, en 1963, el
propio Murray describe el uso de técnicas de tincién negativa
destinadas a la visualizacion de la limina S en especies de
Aquaspirillum (16).

La ldmina S se ha detectado en un nimero importante de
especies pertenecientes a la mayoria de los grupos bacterianos.
En el caso de las arqueobacterias, la ldmina S puede ser la dnica
capa u organizacion que cubre la membrana citoplasmadtica. Sin
embargo, en procariotas del dominio Bacteria, ya sean Gram
positivas o Gram negativas, esta estructura, en ocasiones estd
constituida por varios estratos que pueden alcanzar un
apreciable grosor. Por otra parte, en las descripciones usuales de
la ldmina S, se afirma que suele estar constituida por una
molécula proteica-base que se enlaza con algunos hidratos de
carbono.

Asimismo, se ha constatado que las moléculas aisladas de esta
estructura son capaces de autoensamblarse, es decir, pueden
reconstruirse y formar ldminas similares o idénticas a las que se
forman cuando envuelven las células. En cierto modo, podria
pensarse que las laminas S serfan membranas primitivas
formadas exclusivamente por protefnas o glicoproteinas. Es
coherente, pues, que las protefnas que constituyen estas laminas
sean resistentes a los enzimas proteoliticos y a los agentes
desnaturalizantes de proteinas. Es probable que la glicosilacién,
modificacion covalente de la molécula proteica, desempefie un
papel importante como estabilizador de la estructura molecular.
Al tratarse de moléculas relativamente evolucionadas, se
comprende que, hasta la mitad de la década de los setenta, se
sostuviera que la presencia de proteinas glicosiladas quedase
restringida a los organismos eucariotas (17).

Mescher y Strominger, en 1976, describen detalladamente la
glicoproteina de la ldmina S perteneciente a una arqueobacteria,
Halobacterium salinarum (18). Estos hallazgos constituyen el
punto de partida para que varios investigadores interesados en
estas moléculas localizadas indistintamente en bacterias del
dominio Archaea y Bacteria, profundizasen en su conocimiento.
Para algunos, su hallazgo o deteccioén, sélo es fruto de la pericia
del investigador. La mayoria de los especialistas sugiere que su
presencia es constante en las bacterias de vida libre, pero bajo
condiciones de laboratorio, en cultivo, al desaparecer la presion
selectiva correspondiente a su ecosistema de origen, pierden la
Jamina S, sobre todo al transferirse a un medio de cultivo
liquido. Bajo este enfoque serfa una estructura no esencial para
la integridad estructural de la célula o al menos para su
crecimiento y viabilidad en un ambiente de laboratorio.

Parece evidente que la mayoria de las ldminas S de las
arqueobacterias estdn glicosiladas. En cambio, entre las
eubacterias, las proteinas glicosiladas sélo se localizan en
algunos grupos. Su presencia se constata en la familia
Bacildceas y algunos representantes de Lactobacillus sp. En
general, las arqueobacterias contienen la fraccién glicano
formada por cadenas cortas de aziicares, normalmente hasta
diez, aunque Lechner y Wieland, en 1989, describen un glicano
sulfatado, de mayor longitud, en Halobacterium halobium (19).

Normalmente, la mayoria de las cadenas glicano se unen a la
cadena de polipéptido mediante puentes de nitrégeno a traveés
del aminodcido asparagina. Son frecuentes las uniones glucosa-
asparagina, N-acetil-galactosa-asparagina, ramnosa-asparagina y
entre la treonina y la fraccién glicano. En las eubacterias, la
fraccién glicano de las ldminas S suele estar constituida por
cadenas mds largas, de holo o heteropolisacdridos, que forman
bloques repetitivos. Las glicoproteinas en las laminas de las
eubacterias suelen abundar en enlaces de oxigeno, en detrimento



de los enlaces a través de nitrégeno. Las uniones mds usuales se
establecen entre tirosina-glucosa o tirosina-galactosa.

Como he comentado. las laminas S constituyen sistemas de
autoensamblaje. La energia y la informacién para su ensamblaje
estd contenida en los mondmeros proteicos que normalmente
estdn asociados entre ellos de una forma no covalente y con los
componentes internos de la célula mediante una combinacién de
enlaces 16nicos, puentes de hidrégeno ¢ interacciones
hidrofébicas. Como normalmente sus proteinas tienen un
elevado contenido de aminodcidos no polares, las interacciones
hidrofébicas pueden contribuir a la estabilidad de esta
estructura. Otras ldminas S se encuentran estabilizadas por
cationes divalentes a través de aminodcidos dcidos. Légicamente
la estrategia de su aislamiento es funcion de su estabilidad. En el
caso de Azotobacter vinelandii, la ldmina S pudo aislarse
mediante el lavado de las células con agua destilada (20). En
otros casos, como sucede con varias eubacterias, los
componentes de la ldmina S pueden solubilizarse a bajas
concentraciones de urea o cloruro de guanidina. Con el empleo
de estas técnicas se puede extraer esta estructura, normalmente
disociada en forma de sus componentes monoméricos. Las
ldaminas intactas de bacterias y arqueobacterias suelen ser
resistentes a detergentes no iénicos como el Triton X-100. Hay
casos singulares que demuestran su establidad, como sucede con
Deinococcus radiodurans, cuya lamina S solamente se disocia
con un 2% de dodecilsulfato s6dico a 60° C (21). Para el caso de
una arqueobacteria, Thermoproteus tenax, sélo se alcanza su
disgregacién a temperatura de ebullicién y obviamente en
presencia de SDS (22).

Respecto a la biosintesis de la fraccién glicano de la ldmina S es
imprescindible citar la revision de Sumper y Wieland, aparecida
en 1995 (23) con Halobacterium halobium.. Estos autores
identifican a una sola transferasa comprometida en la
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transferencia glicosidica. Konig (24) detectd en Methanotermus

fervidus, la presencia de nucledtidos activados para

monosacdridos y para oligosacdridos. Respecto a los
transportadores lipidicos, se ha sefialado la presencia del
undecaprenol y dolicoles de once y doce unidades isoprénicas
(17). Debe sefialarse, asimismo, que en una eubacteria como
Bacillus alvei se ha detectado la existencia de nucledtidos
activados para oligosacdridos y dolicoles de C55. como
intermediarios de la via biosintética de la glicoproteina de la

lamina S.

Respecto al reconocimiento de los genes codificadores de las
glicoproteinas de la ldmina S debe comentarse que se han
clonado y seleccionado para el caso de las arqueobacterias
haléfilas H. halobium, H. volcanii y la bacteria metanogénica,
M. fervidus. En cambio, es escasa la informacion que se posee
para ¢l dominio Bacteria.

Los estudios de adsorcién de las proteinas glicosiladas de la
lamina S en células enteras han mostrado que pueden unirse
indistintamente a una gran variedad de materiales hidrofilicos. e
hidrofébicos, cargados positiva o negativamente. Es el caso del
distinto poder de fijacién de Bacillus stearothermophilus PVT2.
En las poblaciones celulares provistas de ldmina S su capacidad
fijadora a distintos sustratos y estabilidad a distintos ambientes
es mayor que en el caso de las poblaciones carentes de esta
estructura. En general, la informacién actual sefiala que la
ldmina S es un sistema muy eficaz de interaccion respecto a
particulas y materiales de distinta naturaleza fisica, favoreciendo
la adherencia de células a superficies sélidas.

Otra situacion presumiblemente controlable por la limina S es la
derivada de su estructura isospdrica, de tal forma que al
constituir una red homogénea alrededor de la c€lula puede
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controlar la salida de exoproteinas o quizds prevenir su
liberacion (25), de tal forma, que en hdbitats acuosos muy
diluidos, la presencia de esta red cristalina puede representar una
ventaja selectiva. Con este enfoque, Graham y col (26)
comentan que la existencia de la Idmina S en las bacterias Gram
positivas podria suponer la configuracion de un compartimento
exterior a la membrana citoplasmdtica, andlogo al espacio
periplasmdtico de las bacterias Gram negativas (27). Esto mismo
sucederia con la lamina S de las arqueobacterias, carentes de
pared celular rigida. Esta afirmacion estd fundamentada en los
estudios de esta estructura a ME, en la arqueobacteria
Thermoproteus tenax. En ella, aparecen por su cara interna unas
protusiones que alcanzan a la membrana citoplasmadtica (28).
Estas zonas de anclaje facilitarfan la estabilidad de un espacio de
24 nm entre membrana y ldmina S.

Asimismo, es escasa la informacién disponible sobre la funcidn
biol6gica que pueda desempefiar la fraccién glicano de las
glicoproteinas de la ldmina S. Unicamente se disponen datos
concluyentes que conciernen a su papel en el mantenimiento y
estabilidad de la morfologia de halobacterias y metanobacterias
(29). En efecto, la pérdida del enlace entre la fraccién glicano-
aminodcido (Glc-Asn) desencadena la transformacion o el paso
de forma bacilar hasta forma esférica. Esta situacién no puede
verificarse en las eubacterias porque la compleja estructura
fisica de su pared impide observar estas alteraciones, aunque es
posible que la presencia de glicoproteinas confiera una ventaja
selectiva en eubacterias carentes de lipopolisacaridos u otros
compuestos que contengan gldacidos, como es el caso de
capsulas, glicocdliz y dcidos teicoicos.

Sin embargo, se sospecha que la presencia de ldminas S 6 RS es
mas frecuente de lo que se crefa hace unos afios. Paralelamente,
se acepta que su participaciéon debe ser mayor en otras
responsabilidades celulares si se considera el coste metabélico
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que supone su sintesis. Actualmente, se plantea que su estructura
en red pueda actuar excluyendo y separando sistemas
enzimaticos desfavorables como muramidasas y proteasas.

La ldmina S puede funcionar como armadura protectora
evitando la accién de bacterias predadoras como Bdellovibrio
(30). En cambio, no estd claro si actda con la misma eficacia
frente a determinados protozoos.

GLICOPROTEINAS DISTINTAS A LA LAMINA S

Con independencia a los comentarios sefialados sobre la lamina
S. debemos citar aquellos casos en los que se han detectado
glicoproteinas localizadas en otros lugares de la célula
bacteriana ( Tabla 1).

Uno de ellos es la propia membrana citoplasmatica. Este es el
caso de T.acidophilum (31), que posee hasta un 32 %
(peso/volumen) de proteinas ligadas a una fraccién glucidica
muy ramificada, abundante en restos manosa unidas por enlaces
alfa 1-2. Pero, asimismo, se cita la presencia de glicoproteinas
en membranas de eubacterias como en Micrococcus luteus 'y
Myxococcus xanthus. La glicoproteina de la dltima especie tiene
un peso molecular aproximado de 74.000 Daltons, con un 13.5%
de contenido glucidico. La fraccidén glicano estd compuesta en
su mayoria de azlcares neutros, con pequeflas fracciones de
hexosaminas y dcidos urénicos.

Por otra parte, entre las glicoproteinas procariotas mds
estudiadas cabe destacar a los denominados celulosomas o
subunidades degradadoras de celulosa de Clostridium
thermocellum. Esta bacteria produce una celulasa termoestable
muy activa asociada a un complejo de elevado peso molecular
denominado celulosoma. Los celulosomas se encuentran en la
superficie celular que estd revestida con la malla de
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glicoproteina que forma la lamina S. Este complejo degradador
de celulosa se ha detectado también en Bacteroides
cellulosolvens. En ocasiones, los celulosomas se encuentran
libres en el medio de cultivo de estas especies bacterianas. La
analitica, centrada en el estudio de las fracciones glicano,
detecta un contenido glucidico que oscila entre el 5% y 7%
(p/v). Los enlaces covalentes entre ambas fracciones se
establecen a través de puentes de oxigeno entre los residuos de
galactofuranosa y treonina, prolina y serina. Como sucede en
otros casos, no existe una evidencia directa que aclare la misién
desempefiada por la estructura oligosacdrida de la glicoproteina
(32).

Las flagelinas figuran entre las glicoproteinas inicialmente
descritas en la célula bacteriana. En general, en las
arqueobacterias la flagelina suele contener componentes
glucidicos sulfatados, unidos via glucosa a la asparagina
mediante un enlace de nitr6geno. Asimismo se ha descrito con
rigor la naturaleza glicosilada de las flagelinas de varios
representantes de las eubacterias. Me refiero a especies de
Azospirillum y Campylobacter (33).

Entre las glicoproteinas secretadas al medio, conviene establecer
dos criterios prdcticos: a) no se han detectado en el caso de las
arqueobacterias y b) las eubacterias que acumulan
glicoproteinas, en la mayoria de los casos son sustancias
provistas de actividad enzimdtica. Se trata, pues, de moléculas
de considerable importancia aplicada.
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ORGANISMOS

Glicoproteinas en limina S

Archaeobacteria
Halobacterium halobium (salinarium)

Methanothermus fervidus
Methanosaeta soehngenii
Thermococcus stetteri
Archacoglobus fulgidus
Sulfurococcus mirabilis
Eubacterias Gram-positivas
Bacillus stearothermophilus
Bucillus thermoaerophilus
Termoanaerobacter thermohydrosulfuricus
Clostridium sp
Desulfotomaculum nigrificans
Lactobacillus buchneri
Corynebacterium glutamicum
Eubacterias Gram-negativas
Aquaspirillum sinosum

Glicoproteinas no constituyentes de lamina S

(a)Glicoproteinas asociadas a membrana
Archacobacteria

Thermoplasma acidophilus

Eubacterias

Micrococcus luteus

Bacteriodes nodosus

Myxococcus xanthus

Clostridium thermocellum

Bacteriodes cellulosolvens

Borrelia burgdorferi

TIPO DE LIGANDO

Glc-Asn

GalNAc-Asn,Gal-thr

GalNAc-Asn
Rha-Asn
N.D.

N.D.

N.D.

Rha-Ash
O-glicano
Gal-Tyr
N.D.

N.D.
Gle-Ser
N.D.

N.D.

GlcNAc-Asn

N.D.

N.D.

N.D.

Gal-Thr
Gal-Thr/(Ser)
N.D.
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(b)Glicoproteinas asociadas a la superficie (pili)

Archaeobacteria
Halobacterium halobium
Sulfolobus acidocaldarius
Sulfolobus shibatae
Thermoplasma volcanium
Methanospirilum hungatei
Methanothermus fervidus
Eubacterias
Streptococcus salivarius
Spirochaeta aurantia
Azospirillum brasilense
Campylobacter coli
Neisseria meningitidis

(¢)Glicoproteinas secretadas

Eubacterias
Cellulomonas sp.
Streptomyces lividans

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum
Flavobacterium meningosepticum
Corvnebacterium sepedonicum

M~ycobacterium tuberculosis, antigeno 55-Kda

(d) Glicoproteinas celulares

Eubacterias

Bacillus megaterium, fuctor PG-1
Clostridium acetobutylicum

Streptococcus pyogenes
Streptococcus sanguis

Bacillus thuringiensis subsp.israelensis

Glc-Asn
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
2,4-diacetamido-2,4,
6-tricoxyhexosa-Ser

N.D
Man/GalThr
N.D.
Man-Ser/Thr
Man-Thr
N.D.

N.D.

N.D.

N.D.
GlcNA-Asn
GIcNAC?-Asn

Abreviaturas: Asn, asparagina; Thr, treonina; Ser, serina; Tyr. tirosina; Gle, glucosa:

Gal, galactosa; Man, manosa; Rha, ramnosa, N.D., no determinado.

TABLA 1. Deteccion y distribucién de glicoproteinas en organismos procariotas.
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Hace aproximadamente unos veinte afios que se han
caracterizado celulasas extracelulares procedentes de una
especie de Cellulomonas. Entre ellas destaca la presencia de dos
enzimas, la celulasa A y la celulasa B, claramente identificadas
como glicoproteinas al responder positivamente a la reaccién de
Schiff y por su retencidon en columnas de concanavalina A
sepharosa. Warren y col. hallaron enzimas de la misma
naturaleza en otra especie de Cellulomonas, C.fimi. Se trata de
una glucanasa y una xylanasa que, obviamente, reaccionan al
reactivo de Schiff y se unen a la concanavalina. La fraccién
glucidica de estos enzimas abunda en manosa, que se une
mediante puentes de oxigeno a la treonina. En este mismo
sentido, se han obtenido glicoproteinas provistas de actividad
xilandsica en medios filtrados procedentes de Streptomyces
lividans (34).

En Flavobacterium meningosepticum (35) se ha aislado una
acetilglucosaminidasa de funcién desconocida. La porcidn
glucosidica, bien determinada, contiene residuos manosa
terminales, que se enlazan mediante puentes de oxigeno a serina
0 treonina.

En cambio, destacaremos a dos glicoproteinas secretadas por
Corynebacterium sepedonicum 'y Mycobacterium tuberculosis
carentes de actividad enzimadtica (36). En el primer caso, se trata
de una glicoproteina fitotéxica, con una porcién glucidica que
abunda en residuos de manosa y glucosa. La unién entre
proteina y glicano se consigue mediante puentes de oxigeno
entre la treonina y la manosa. Desde 1995 se ha sefialado la
existencia de una glicoproteina de 45 kDaltons en los filtrados
de M. tuberculosis (37).
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GLICOPROTEINAS CELULARES

Es claro que no hay localizaciones topograficas para las
glicoproteinas citoplasmdticas de las células procariotas. Las
publicaciones sobre glicoproteinas celulares son relativamente
numerosas. Probablemente las mds divulgadas corresponden a
las proteinas cristalinas de Bacillus thuringiensis (38), que, para
varias subespecies, se ha demostrado claramente su naturaleza.
En cambio, no se ha conseguido demostrar que la toxina
cristalina de B.thuringiensis subsp. Israelensis responda a una
estructura quimica de naturaleza glicoproteica. Otras
glicoproteinas celulares relevantes son las que se han
identificado como autolisinas en Clostridium acetobutylicum
que actdan sobre la pared celular y son ineficaces sobre
proteinas, DNA y RNA. Su produccion se controla a partir de
DNA cromosémico. En el mismo sentido, Kawamura vy
Shockman mostraron que la autolisina de Streptococcus faecium
es una glicoproteina que por cromatografia se resuelve en tres
bandas positivas a la reaccion tintorial de Schiff (39).
Independientemente, se han citado glicoproteinas con actividad
antitumoral a partir del extracto del contenido celular de la cepa
Su de Streptococcus pyogenes.

Pero retornando al modelo de P.antarctica NF3, sefialaremos
que la sintesis de su polimero ocurre paralelamente a su
crecimiento y su produccidn, expresada en peso seco y en un
medio mineral, es del orden de 1 g de polimero/ g de célula. La
naturaleza glicoproteica del mismo quedé definida mediante
tincion de Schiff y otros métodos de deteccidén especificos
(Glico Track™ K-050). Posteriormente, se llevé a cabo el
andlisis cuantitativo de la fraccién proteica y de la fraccion
glucidica de la misma. La hidrélisis de la fraccién proteica
revel6 la presencia de 16 aminodcidos distintos (Tabla 2).
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Nombre Mg AA/100g % AA
muestra

1 ASP 1704.76 11.56
2 GLU 1697.75 11.52
3 SER 858.70 5.82
4 GLY 820.79 5.57
5 HIS 248.29 1.68
6 ARG 525.52 3.56
7 THR 1837.76 12.46
8 ALA 2100.79 14.25
9 PRO 830.96 5.64
10 TYR 531.29 3.60
11 VAL 919.89 6.24
12 MET 273.54 1.86
13 ILE 569.19 3.86
14 LEU 891.76 6.05
15 PHE 301.84 2.05
16 LYS 630.89 4.28

TABLA 2.Relacién de aminodcidos detectados en la fraccién proteica de la glicoproteina
de P. antarctica (NF3). Resultados expresados en porcentajes y en mg de aa/100 ¢ de
muestra.

El analisis de la fraccion glucidica manifesté que ésta contiene
predominantemente glucosa, ademas de pequefias cantidades de
galactosa, N-acetilglucosamina y N-actilgalactosamina. La
relacion molar de glucosa:galactosa:N-acetilglucosamina:N-
acetilgalactosamina fue de 1:0.14:0.18:0.33. La determinacion
del peso molecular de la fraccién proteica del exopolimero se
realiz6 mediante electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida.
Como resultado de la electroforesis se separaron dos fracciones
proteicas mayoritarias de Rf 0.17 y 0.64 respectivamente. El
célculo del peso molecular sobre la recta de regresion obtenida
al representar el log,, del peso molecular de las proteinas
estandar, incluidas en la electroforesis, respecto a su Rg, ha dado
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lugar a unos valores de 98kDa 'y 32 kDa para las fracciones
proteicas.

La utilizacién de la técnica de microscopia de fuerza idénica, did
lugar a imdgenes en las que se puede observar que la muestra
analizada estd compuesta de unidades repetitivas, separadas, de
forma v tamafio homogéneo, con un didmetro de 14-15 nm y
una altura de 0.6-0.7 nm. Es interesante tener en cuenta que la
disgregacién en subunidades se aprecia al observar soluciones
del exopolimero purificado. de una concentracion 1igual o
inferior a 0.1 mg/ml. Por encima de esta concentracion se
observa la formacién de un agregado compacto.

Al considerar las posibilidades presuntivamente interesantes
que, bajo el punto de vista aplicado presentaba esta molécula,
decidimos llevar a cabo otros andlisis destinados a completar su
perfil: me refiero a la evaluacién de su toxicidad aguda y el
ensayo de genotoxicidad de Ames. Para el primer caso se aplico
el procedimiento abreviado de Lorke, consistente en la
administracién por via endovenosa de dosis de 10, 100 y 500
mgrs/Kg dispersados en agua estéril apirégena a poblaciones de
ratones Swiss CD-1 de 30 gr. A los once dias de su
administracién, la supervivencia era del 100% en todas las dosis
aplicadas.

El ensayo de Ames destinado a la deteccion de la capacidad
genotdxica de esta molécula, muestra que el producto ensayado
no induce la reversioén de las cepas de Salmonella typhimurium
TA 97, TA 98, TA100 y TA 102 (40).
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ESTUDIO DEL SIGNIFICADO BIOLOGICO DE LA
GLICOPROTEINA SECRETADA POR P.antarctica
NF3

A raiz de estos resultados nos planteamos la posible
interpretacién de la funcién que pudiera desarrollar este
exopolimero, ciertamente singular, si atendemos a dos
parametros: su naturaleza y la cantidad producida o acumulada.
Pensamos que teniamos una probabilidad elevada de acierto al
considerar que la bacteria, desconocida hasta ahora, habrd
permanecido en aquel lugar, incluida entre los hielos de un
glaciar, durante centenares o millares de afos. Su singular
taxonomia refuerza esta hipdtesis.

Por ello, es coherente que interpretdsemos que la abundante e
insolita cantidad de glicoproteina acumulada alrededor del
cuerpo celular de este microorganismo reforzaba la idea de una
posible finalidad relacionada con el mantenimiento de su propia
viabilidad, que, como ya hemos sefialado, es una bacteria
carente de elementos especificos de resistencia. Asi pues,
relacionamos a la glicoproteina procariota con otras
glicoproteinas exclusivas de algunos vertebrados, como es el
caso de algunos peces adaptados a zonas polares. En este caso,
estas moléculas glicoproteicas poseen un claro efecto
crioprotector, de tal forma que permiten a estos vertebrados
mantener una actividad metabdlica normal en entornos
caracterizados por sus bajas temperaturas (-0,5 -2,3 C°).

Si se cumpliera este modelo, habria que recordar una vez mds el
principio de la bioquimica unitaria de Van Niel: la naturaleza
disefia moléculas y vias metabolicas similares para llevar a cabo
las mismas funciones.
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Este planteamiento se confirmé con el anélisis de nuestra
glicoproteina, llevado a cabo en colaboracién con,el Prof.
Rubinsky de Berkeley. Efectivamente, se demostro que el
exopolimero secretado por P. antarctica estd comprometido en
la modificacién de los cristales de hielo, propiedad, que hasta
ahora, se creia reservada a las glicoproteinas de peces. Es mas,
las concentraciones de proteina bacteriana capaces de modificar
los cristales de hielo son similares a la de las glicoproteinas de
peces. Asimismo, el propio Rubinsky ha constatado la capacidad
de esta molécula para disminuir el punto de congelacion, aunque
en 6rdenes de magnitud inferiores. Pese a estos resultados, no se
puede establecer un modelo evolutivo convergente entre las
glicoproteinas de organismos procariotas y eucariotas. No es
riguroso, entre otras razones, porque el nivel actual de
conocimientos sobre proteinas y glicoproteinas anticongelantes
es relativamente escaso.

Los primeros hallazgos parten de Scholander y col. (41) que, en
1954, demostraron la supervivencia de algunos peces de la costa
del Labrador en aguas marinas a temperaturas bajas, del orden
de —1,9°C y en presencia de cristales de hielo. A pesar del
hallazgo, estos investigadores no pudieron averiguar la
naturaleza quimica del producto responsable de este
comportamiento, llamdndole “soluto anticongelante™. Mais tarde,
en el afio 1969, De Vries y Wolhlschlag publican en Science
(42) que habian conseguido el aislamiento del “soluto
anticongelante” a partir de la sangre de un nototénido. Se trataba
de una macromolécula proteinica con un peso molecular entre
2,5 y 35 kDatons. Eran glicoproteinas con un tripéptido
repetitivo (al-al-thr) y un disacdrido fijado al oxigeno del
hidroxilo residual de la treonina. La denominacién recibida para
estas macromoléculas fue la de glicoproteinas anticongelantes
(AFGP). Estos mismos autores, en 1982, comprobaron la
existencia de estas glicoproteinas en otros peces como el
bacalao, habitual de aguas septentrionales. Posteriormente,
fueron identificados compuestos proteicos con propiedades
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anticongelantes pero carentes de grupos prostéticos. Estos
compuestos se han denominado polipéptidos anticongelantes o
AFP y han sido denominados tipos I, II, IIT y IV en orden a su
descubrimiento.

Las AFP de tipo I, fueron identificadas por Duman y De Vries
en 1976 en el pez platija Pseudopleronectes americanus (43). Es
un grupo de proteinas, con siete compuestos activos, ricos en
alanina (60%) y un peso molecular entre 3,3 y 4,5 kDa. Son
proteinas anfifilicas y en sus alfa hélices se proyecta, por un
lado, aminodcidos hidrofilicos, mientras que, en el opuesto, se
encuentran los hidrofébicos. Las AFP de tipo II se han descrito
en trabajos publicados entre 1986 y 1990 por los grupos de Hew
y col. respectivamente (44). Tienen un peso molecular superior
al tipo I del orden de 14 kDa. y una estructura en 8 con cinco
puentes disulfuro. Son proteinas abundantes en cisteina. Se han
aislado de Hemitripterus americanus o cuervo de mar. Otras
proteinas similares al tipo II se han aislado también del arenque
y de algunos insectos. Kao y col. en 1986 aislaron por vez
primera un tipo de AFP al que denominaron clase III,
procedente del Macrozoarces americanus, perteneciente a la
familia de los zodridos. Son proteinas que tienen un peso
molecular entre 5 y 6.7 kDa. No son ricas en alanina ni se
aprecian residuos de cisteina, tampoco se aprecian estructuras
secundarias. En los zodridos de la Antdrtida se han encontrado
proteinas de la clase III (45). A comienzos de 1997 se ha
descrito una nueva clase de glicoproteinas, la clase TV, aislada
del plasma de Myxocephalus octodecimspinosis (46).

La sintesis de anticongelantes conlleva una adaptacién paralela a
nivel renal que, en otras especies, se manifiesta por la ausencia
de glomérulos, de tal modo que la orina no se produce por
filtracién sino mediante un proceso de secrecién continua. De
esta forma se evita una sintesis permanente de anticongelante,
con el consiguiente ahorro del gasto metabélico. Una segunda
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roturas celulares y la capacidad de almacenamiento de agua que
sufren los tejidos, a causa de la formacion de grandes cristales
de hielo, en productos de textura compacta, como es el caso de
las carnes. Las proteinas anticongelantes pueden evitar
recristalizaciones, ayudando al mantenimiento de la textura
impidiendo el aspecto granuloso de algunos alimentos

congelados (48).

En el mundo farmaceditico, el empleo util de glicoproteinas se
constata en la preservacién celular bajo condiciones de hipoxia.
Tras episodios graves, como embolias e IAM, aparece un
periodo de tiempo critico en el que se desencadenan graves
lesiones celulares a causa de una ausencia anémala de oxigeno.
Datos preliminares, sugieren que las glicoproteinas
anticongelantes pueden actuar protegiendo a las células de una
hipoxia aguda. Finalmente, en la tecnologia de la reproduccion
se han recogido distintas experiencias que confirman la utilidad
de estas moléculas. Son ejemplos divulgados, el incremento de
la viabilidad de los oocitos de cerdo., almacenados
indistintamente a temperaturas hipotérmicas y criogénicas. Lo
mismo sucede con oocitos bovinos, mantenidos a temperaturas
hipotérmicas, y el esperma equino, sometido a un rdpido
enfriamiento y un mantenimiento posterior a temperaturas
criogénicas (49).

INTERACCIONES ENTRE LA GLICOPROTEINA
DE P.antarctica Y LIPOSOMAS

Un aspecto interesante, derivado de las propiedades de la
glicoproteina secretada por P.antarctica NF3, es el que se deriva
de su interaccién con los componentes de la membrana de los
liposomas de fosfatidilcolina (PC). Este interés se fundamentd
en dos hallazgos experimentales concretos. El primero, descrito
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por de la Maza y col., en 1998 (50), se refiere a la visualizacién,
a través de microscopia electrénica, de cortes obtenidos por
criofractura de liposomas preparados con una mezcla de
glicoproteina. En esta situacién, aparecen unas estructuras
resultantes de la absorcién o fijacién de la glicoproteina a la
bicapa que forma la membrana del liposoma. El recubrimiento
completo se consigue con una relacién PC/GP de 9/1.
Cantidades superiores de glicoproteina proporcionan una
estructura multicapa (51). En segundo lugar, los mismos autores
han detectado un incremento de la estabilidad de estos
liposomas recubiertos al someterse a la accién del dodecilsulfato
sodico.

Estos resultados confirman las perspectivas en el uso aplicado
de la glicoproteina de P.antarctica en la modificacién de los
liposomas que, por otra parte, han experimentado una constante
evolucion desde hace aproximadamente veinticinco afios. Es
indudable que estas vesiculas atrajeron el interés de la industria
farmacéutica y cosmética. Como es sabido, la idea inicial, mas
entusiasta que real, proclamé que mediante los liposomas se
conseguiria una forma de estuchar en un vehiculo, un producto
activo, que serfa liberado en el lugar deseado. Pero, como pudo
constatarse en la década de los setenta, los liposomas inyectados
por via endovenosa no conseguian alcanzar los blancos
esperados. Sin embargo, aunque los primeros liposomas
incumplian el modelo de Ehrlich, resultaron dtiles al aportar
numerosos datos que incrementaban sus posibilidades aplicadas.
La inclusién de medicamentos de una forma estable en
liposomas permitiria una administracién lenta a una velocidad
regulada gracias al comportamiento controlado de estas
pequeiias estructuras semejantes a células formadas por
fosfolipidos naturales.

D.Papahadjopoulos y col. (52) estudiaron con rigor las
propiedades de la permeabilidad, el efecto de la presién



osmotica y el estado de organizacion de los liposomas en
funciéon de la temperatura. Estos especialistas pudieron
establecer que los liposomas mads estables eran aquellos que
posefan carga negativa, con cadenas de hidrocarburos saturados
mas largos y con un contenido en colesterol del orden del 30%
(53). Ademds, pueden retener sustratos muy versdtiles. De
hecho, se han podido estuchar centenares de productos en el
pequeflo compartimento acuoso de los liposomas e incluso,
intercalarse entre los componentes de su propia membrana.

Sin embargo, tras el disefio y perfeccionamiento de distintas
clases de liposomas por bioquimicos y biofisicos, lo cierto, es
que los ensayos farmacoldgicos mostraron severos obstdculos
que desmantelaban el modelo de la bala mégica de Ehrlich. La
primera noticia descorazonadora fue la constatacién de su
destruccién en un medio hostil, como el torrente circulatorio.
Los elementos formes y el plasma, a fin de cuentas, el medio a
través del cual los liposomas viajan hacia su blanco,
desestabilizan y destruyen en pocos minutos a estas vesiculas
creadas por el hombre.

Este grave problema que afecta al funcionalismo liposémico se
solventd parcialmente, como se ha comentado, al proteger la
membrana liposdmica con colesterol (53). De esta forma se
conseguia una mayor resistencia a las proteinas plasmadticas,
alcanzdndose una estabilidad relativamente interesante, en la
que estos nuevos liposomas se mantenian estables durante
algunas horas. Pero atin existia otro obstdculo pendiente de
superacion. Los liposomas introducidos por via endovenosa eran
reconocidos y destruidos con rapidez por elementos del SRE.
Los macréfagos integrantes del sistema mononuclear fagocitico,
(c€lulas de Kupffer, macré6fagos alveolares del pulmén,
macréofagos de la piel, de los ganglios linfaticos y del bazo,
microglia del SNC, etc ), estdn perfectamente preparados para
€xtraer cuerpos extrafios del torrente circulatorio y tejidos, y
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niveles pese a que los liposomas tienen una apariencia normal,
no tardan en ser eliminados por estos elementos celulares tan
eficaces.

Ante esta situacion, los especialistas en este campo disefiaron
estrategias interesantes. Una de ellas, muy ingeniosa, consistia
en inyectar, en primer lugar, dosis masivas de liposomas vacios,
que, a modo de sefiuelo, obviamente serfan neutralizados por los
macrofagos. Asi se conseguirfa la posible llegada hasta el
objetivo esperado de una segunda remesa de liposomas que, en
esta ocasion, contendrian el farmaco adecuado. Serfa un disefio
semejante al que se utiliza con la administracién simultdnea de
dcido clavulanico y amoxicilina. Como es sabido, el primero,
dada su mayor afinidad, se combina con las -lactamasas,
dejando paso libre a la amoxicilina que puede impactar contra el
blanco especifico (PBP) de la pared bacteriana.

Basandose en estos avances sobre el comportamiento de los
liposomas en el torrente circulatorio, se planted, afios mds tarde,
el empleo del SRE como sistema adecuado para concentrar
determinados fdrmacos y actuar asi como un mecanismo
“depot”, de tal manera que, encapsulando agentes
antiinfecciosos y antipardsitos de toxicidad elevada, se podrian
tratar episodios infecciosos intracelulares severos. De esta forma
se evitarfa parcialmente su efecto al quedar incluidos en los
macréfagos. Asi se podrian tratar algunas infecciones
parasitarias, viricas, bacterianas y micosis profundas. Es el caso
descrito por G.L. Berestein con la anfotericina B, que en 1989,
consiguid salvar a varios pacientes estuchando liposomas con
este antibidtico antifingico (54). De una forma semejante,
sucedi6 con la doxorrubicina, molécula especifica de la
quimioterapia anticancerosa. Convenientemente modificada y
administrada en forma de liposomas, G. Storm, en 1988,
consiguid una liberacién controlada, de tal forma que se vertia
lentamente a la sangre, pero también por las células del sistema
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reticulo endotelial, al ser absorbida por los macréfagos. A
finales de los ochenta, la elaboracién de los liposomas
experimenta otro paso adelante. En esta ocasion, §l cambio
consiste en la modificacién de los liposomas combinando su
membrana con grupos de carbohidratos. En 1991, Allen,
Papahadjopoulos y Garbizon (52) conseguian crear liposomas
cercanos a los eritrocitos, que evitarfan al SRE durante varios
dias. Desarrollos posteriores han conseguido estabilizar la
cubierta liposémica, constituyendo los liposomas “stealth™ o
liposomas furtivos, mucho mds estables, hasta el extremo de
circular en pacientes durante una semana.

Estos hallazgos permiten disponer de liposomas cuya vida
media es muy variable, entre algunos minutos y algunas horas,
segtin el tamafio y carga. Si se trata de liposomas “stealth”, la
vida media se incrementa sesenta veces. Incluso después de 48
horas, pueden encontrarse en sangre hasta un 20% de ellos.

AUTOENSAMBLAJE DE LA GLICOPROTEINA

En h4bitats naturales, sobre todo acudticos, es frecuente
observar que los polimeros de origen microbiano se estructuran
generalmente como peliculas unidas a las c€lulas. En nuestro
caso y atendiendo al origen de esta molécula, es una aclaracién
obvia. Pero ademds, es frecuente que se produzcan
autoensamblajes espontdneos durante la formacién de fases
especificas tales como peliculas, membranas, vesiculas y
micelas. Este comportamiento indica que las subunidades de
esta glicoproteina estdn programadas con la informacion
necesaria para asociarse sin margen de error y formar estructuras
supramoleculares adecuadas para llevar a cabo una funcién
determinada (55).
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De la Maza y col. (56) en 1997, han comprobado este fenémeno
asociativo, observando directamente a la glicoproteina a través
de microscopia electrénica de transmisién, confirmando que las
estructuras lamelares no sonicadas probablemente estaban
constituidas por tres subunidades entrelazadas entre si y
estabilizadas por fuerzas de tipo hidrofébico.

Los estudios de las propiedades de la glicoproteina en medio
acuoso se llevaron a cabo a distintas concentraciones, a efectos
de correlacionar estas propiedades con el autoensamblaje de este
compuesto en agua. Con esta finalidad, se realizaron controles
sistemadticos de la variacién de la tension superficial y del estado
de la glicoproteina, empleando dispersiones que contenfan un
rango de esta molécula comprendida entre 0.05mg/ml a 0.5
mg/ml en agua. La variacién de la tensién superficial respecto a
la concentracién variable de la glicoproteina se expresa en la
Figura 6.
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FIGURA 6. Variacién de la tensién superficial de una dispersién acuosa de glicoproteina
de P.antarctica, respecto a distintas concentraciones de la misma expresadas en mg/ml.
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En ella se observa que cantidades crecientes de glicoproteina
producen un descenso acusado de la tension superficial de las
dispersiones acuosas investigadas. A partir de una concentracion
aproximada de 0.20 mg/ml, los valores observados de la tensién
superficial no se alteran aunque se incremente la concentracion
de glicoproteina. Este comportamiento sefiala que este
compuesto tiene propiedades tensioactivas a muy bajas
concentraciones.

El cambio subito en la curva de los valores de tensién
superficial, a concentraciones de glicoproteina préximas a 0.20
mg/ml, sugiere la existencia de dos estados de agregacion de
este compuesto, obviamente en funcién de su concentracion en
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FIGURA 7. Curvas de distribucién del tamafio de particulas, expresadas en funcién del
difmetro de las mismas(nm). La dispersion corresponde a cinco concentraciones de
glicoproteina en agua(l) 0,10 mg/ml,(2) 0,15 mg/ml,(3) 0.20 mg/ml, (4) 0,25mg/ml, (5)
0,30 mg/ml.
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En la Figura 7, se muestran las curvas de distribucién del
tamaiio de particulas a cinco concentraciones de glicoproteina
en agua (1) 0,10 mg/ml, (2) 0,15 mg/ml, (3) 0,20 mg/ml, 4)
0,25 mg/ml (5) 0,30 mg/ml. En todos los casos, las curvas han
mostrado una distribucién bimodal. Cantidades crecientes de
glicoproteina producen un descenso progresivo del nimero de
particulas, que corresponden al tamafio inferior y un aumento
concomitante de las particulas de mayor tamafo. La
concentracion de 0,20 mg/ml corresponde aproximadamente a
una dispersion en la que se produce un equilibrio en el namero
de particulas de las mismas dimensiones. En la Figura 8 se
expresa la variacion del promedio del tamafio de particulas
respecto a su concentracion.

% 140 gy O OO O — 00
£ -
L§
% .g 130 P
=
% 5
g E 120
E 3
= %
0.06 D0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 040
Coacentracién de glicoproteina (mg/ml)
| 700
H
& -g 600
i %ﬁ
e &
500
i3
- &

0.05 0.10 0.16 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40

Concentracion de glicoproteina (mg/ml)

FIGURA 8. Variacién del tamaiio medio de las particulas correspondientes, (A) al primer
pico y (B), al segundo pico de las curvas de distribucién del tamafio mostradas en la Fig.7,;
respecto a la concentracién de glicoproteina expresada en mg/ml..
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El tamafio medio de las particulas de los dos agregados aumenta
a medida que se incrementa la concentracién de glicoproteina en
agua, en el primer caso entre 120-140 nm y en el segundo entre
500-700 nm. Entre ambos casos el nivel mdximo en el tamafio
se consigue a 0,20 mg/ml de agua. Con el aumento de las
cantidades de glicoproteina se produce un incremento de la
proporcion de agregados grandes con respecto a los pequenos,
aunque el promedio de los dos permanece constante y €S
independiente de la concentracion de glicoproteina en agua. A
partir de estos resultados, se puede asumir que una
concentracién de glicoproteina de 0.20 mg/ml esta
correlacionada con un cambio dréstico en las propiedades fisico-
quimicas y de agregacién de estas dispersiones y. por
consiguiente, con las propiedades de ensamblaje de este
compuesto en agua.

Para dilucidar la hipétesis de agregacion de este compuesto en
agua, de la Maza y col., en 1998, investigaron el
comportamiento de la glicoprotefna a dos niveles: por encima y
por debajo respectivamente a 0.20 mg/ml (0,10 y 0,30 mg/ml de
agua). Para este fin se recurrié a la observaciéon a MET vy el
estudio de las imdgenes digitalizadas (56). La informacion
recogida corresponde a la observacion de la glicoproteina
dispersada en agua, en un caso, y convenientemente sometida a
sonicacién en el mismo medio, en otro. Las dispersiones no
sonicadas han mostrado en todos los casos la coexistencia de
dos estructuras distintas:agregados concéntricos multilamelares
(agregados grandes) y particulas unilamelares pequeflas. De
acuerdo a datos anteriores, la proporcién de agregados pequenos
era mas abundante a bajas concentraciones de glicoproteina. La
sonicacién de estas dispersiones reveld que cada lamela de los
agregados iniciales plurilamelares estaba construida a partir de
varias subunidades, mientras que las particulas unilamelares no
manifestaban esta estructura desglosada en subunidades. En la
Figura 9, se muestran los promedios de distancia interlamelar de
agregados grandes no sonicados. Son del orden de 24 nm. En
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cambio, en las mismas dispersiones sonicadas, la distancia
oscila entre 7-8 nm.

De la observacion de este comportamiento, puede asumirse que
cada lamela de los agregados grandes estaba formada por tres
subunidades enrolladas, estructuralmente estabilizadas. La
transformacién de Fourier de las imagenes digitalizadas de MET
mostrd que las muestras de las dispersiones no sonicadas
presentaban un comportamiento anisétropo; en cambio, las
muestras sonicadas presentaban una distribucion isétropa. Es
evidente, pues, que la sonicacién conduce a una distribucidn
homogénea sin una ordenacion estructural preferente.

Por otra parte y a efectos de completar la configuracion de estos
agregados de glicoproteina, se estudié la posibilidad de que
estas estructuras mantuvieran un volumen interno hermético.
Los resultados mostraron que los colorantes ensayados,
carboxifluoraceina y piramina no quedaban retenidos, de modo
que este modelo de autoensamblaje involucra la formacién de
estructuras abiertas.
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FIGURA 9. Perfies de imdgenes digitalizadas de agregados grandes de proteinas obtenidas
a MET. En A, se €xpresan los periodos lamelares correspondientes a muestras no
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CAPACIDAD EN VOLVENTE DE LIPOSOMAS

Era un aspecto crucjal porque, si se demostrara sy Capacidad de
revestimiento, podrian plantearse aspectos  aplicadog
interesantes. Para ello, era necesario visualizar esta posibilidad a

presuntivamente alterados o transformados por la glicoproteina,
Para elucidar cémo estas estructuras revisten Y protegen a las
esferas liposémicas de PC, se decidis estudiar y observar
mediante MET, con t€cnicas de criofractura, muestras de
liposomas tratadas cop glicoproteina (57). En la Figura 10 se
detallan diversos aspectos. Las micrografias / Y 2 corresponden
a imdgenes de liposomas exlernamente revestidos. [.ag cuatro
micrografias restantes s¢ refieren a liposomas preparados en
presencia de glicoproteinas. En los dos ¢asos, la proporcién en
peso de PC:GP es del orden 8:2.Enla micrograffa / se detecta a
través de una discontinuidad de I superficie la capa de
glicoproteina envolvente que rodea al liposoma.

La misma Imagen aumentada muestra que esta 14mina
envolvente de glicoproteina ests constituida por una estructura
plurilamelar que envuelve herméticamente 1y superficie de [a
esfera liposémica. En las micrografias 3 y 4 se revela que la
estructura que cubre 3] liposoma, en esta ocasion, tratando
Previamente con glicoproteina, Ia fosfatidilcolina muestra un
aspecto similar. En una visién amplificada de Jog tipos de
liposomas se puede apreciar indistintamente que la cubierta de
glicoproteina responde a una estructura pluriestratificada.
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FIGURA 10. Micrografias de liposomas formados en presencia de cantidades crecicentes de
glicoproteina. La concentracién de la bicapa lipidica permancce constante (5.0 mM). La
muestra / presenta un liposoma puro y las muestras 2,3,4.5 y 6 presentan los agregados
liposoma /glicoproteina, en una proporcién de peso PC:GP 9:1, 8:2,7:3,5:5, y 5.5
respectivamente (imdgenes obtenidas por criofractura).
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Para estudiar con detalle la estructura pluriestratificada de la
lamina de glicoproteina envolvente, se llevé a cabo un estudio
del andlisis de imagen de las micrografias 2 y 5 de la figura
anterior. El perfil de la micrografia 2 muestra que la estructura
pluriestratificada tiene un grosor del orden de 25 nm,
concordante con el tamafio medido en experiencias anteriores.
El periodo de la distancia media de la estructura multicapa,
conformada por nueve laminas era alrededor de 2,3 nm. Estos
valores se repiten para el caso del segundo modelo liposémico
(micrografia 5) aunque, en su estructuracidn, se detectan cinco
ldminas. La comparacion de los dos perfiles muestra, pues, una
estructura similar para los dos tipos de liposomas, aunque el
nimero de laminas externas que cubren los liposomas
preparados en presencia de glicoproteina era prdcticamente la
mitad de la que se habia observado para liposomas recubiertos
externamente (56).

Pero, como se ha sefalado. era necesario llevar a cabo un
segundo ensayo comparativo que mostrase alguna alteracidn
diferencial en el comportamiento de liposomas PC, liposomas
tratados con glicoproteina después de su elaboracion vy
liposomas preparados en presencia de glicoproteina. En la
Figura 11 se muestran con claridad los cambios porcentuales
medidos a través de un espectrofotometro de luz dispersa (static
ligth scattering, SLS) respecto a la concentracion de detergente
SDS. El incremento de dodecilsulfato es concomitante con un
descenso de los valores de SLS, hasta alcanzarse la completa
solubilizacién del liposoma, a pesar de la presencia de
estructuras envolventes. Sin embargo, no hay duda que la
cantidad de detergente necesaria para producir el mismo efecto
solubilizador es distinta para cada modelo de liposoma,
destacando la estabilidad de aquellos que se han preparado
conformdndose en presencia de glicoproteina. L.os ensayos
paralelos llevados a cabo con otros detergentes, como el T, 0,
consolidan el efecto protector de estas estructuras plurilamelares
de glicoproteina, que cubren la membrana liposémica. El efecto,
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es similar, aunque aparecen variaciones dependientes de las
caracteristicas fisico-quimicas de cada surfactante, de tal modo
que la misma relacién PC:GP manifiesta una proteccion
ligeramente inferior a la observada ante detergentes aniénicos
(51,56).
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FIGURA 1. Cambios porcentuales en luz dispersa de liposomas puros (s). liposomis
externamente recubiertos con GP (o), y aquellos preparados en presencia de GP (o). frente
a la accion de SDS (proporcicn peso PC:GP 8:2). La concentracion de PC en los iposomas
era 5,0 mM.

En el panorama experimental de la glicoproteina secretada por
P. antarctica existen aspectos que no han respondido a los
planteamientos previstos. Como conocfamos su capacidad
autoensamblante y de revestimiento de estructuras e incluso
células, como se ha verificado con espermatozoides, se plante6
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la posibilidad de que dicha glicoproteina pudiera revestir la
estructura de algunos virus. Si asi sucediese, cabria esperar que
los ligandos viricos quedasen bloqueados y, por consiguiente,
impidiesen su unién a los receptores de las células diana,
anuldndose de esta forma su capacidad infectiva.

La adherencia de los virus a las células diana, constituye la
primera fase de replicacién de un virus. Es una etapa mediada
por la interaccién de una protefna virica de adherencia y el
receptor correspondiente de la superficie celular. El bloqueo de
esta unién es el objetivo de nuevos farmacos antiviricos (58). De
hecho, se ha demostrado la capacidad inhibitoria de algunos
polimeros, como el sulfato de dextrano, poli-L-lisinas, heparina
o péptidos N-acilados, que impide la adsorcién de determinados
virus, como el herpes simple, o el virus de la inmunodeficiencia
humana. En este sentido Boyd y col.. han presentado, en 1997,
el descubrimiento de la cyanovirina N, una proteina extraida de
una cianobacteria, Nostoc ellipsosporum, capaz de inactivar el
virus HIV por bloqueo de la glicoproteina gp 120 de la
superficie del virus (59).

A partir de esta estrategia experimental, E. Mercadé,
(comunicacién personal) abordé las posibilidades bloqueantes
de la glicoproteina sobre el adenovirus 5 (Ad5), virus de la
familia Adenoviridae, de estructura icosaédrica, carente de
envuelta lipidica; y sobre el virus herpes simple (VHS), de la
familia Herpesviridae, con envuelta lipidica.

Para el primer paso, Mercadé utiliz6 como soporte la linea
celular NP18, derivada de un tumor de pancreas humano. Es una
linea celular sensible a la infeccién por adenovirus. Los niveles
de glicoproteina corresponden a unas concentraciones de 0.8,
0.08 y 0.008 mg/ml. El adenovirus empleado (Ad5) es un virus
recombinante portador del gen de la B-galactosidasa, expresada
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bajo el control del promotor CMV del citomegalovirus
(Ad.CMB-B gal), a una concentracién de 10’ ufp/ml. Es un
modelo que representa una regioén de su genoma deleccionado y,
por consiguiente, no se replica en c€lulas normales, pero no
queda alterada su capacidad de unién y entrada en el interior de
las células y dirigir su genoma al nicleo donde permanece en
forma episomal y expresa el gen insertado. Es un sistema muy
sencillo, que permite determinar facilmente si1 se han producido
las etapas de adsorcidn y entrada del virus, ya que se puede
visualizar la expresion del gen -galactosidasa mediante tincién
X-Gal. Los ensayos realizados hasta el momento no permiten
concluir que, al poner en contacto el adenovirus con la
glicoproteina de P. antarctica, se produzca una interacciéon que
se manifieste por una disminucién de la efectividad del
adenovirus frente las células NP18.

En el segundo caso, se procedié al estudio de la interaccién de la
glicoproteina de P.antarctica respecto a un virus provisto de
doble envuelta, como es el caso del herpes humano 1 (VHS)
(60). En el desarrollo experimental, se ha empleado como
soporte la linea celular VERO, de morfologia epitelial, derivada
del mono Cercopitecus aethicus, muy sensible a la infeccion por
el virus herpes simple. La cepa virica procedente de una muestra
obtenida a partir de un paciente afectado de un herpes labial,
mnternado en el hospital Valle de Hebrén de Barcelona. Como es
conocido, se trata de un virus de importancia clinica,
responsable de episodios severos, como faringitis herpética,
queratitis herpética, eczema, herpes genital, proctitis por VHS,
meningitis y encefalitis, pudiendo permanecer en estado latente
después de una primera infeccidn. Actualmente se han detectado
cepas resistentes al aciclovir. La glicoproteina, estéril, liofilizada
y suspendida en el medio adecuado para el crecimiento celular,
se ha ensayado a niveles de: 4.0, 1, 0.5, 0.1 mg/ml en una serie y
de 0.4, 0.2, 0.1, 0.05 mg/ml. A estos rangos de concentraciones
no se aprecia un efecto inhidor sobre el grado de infectividad del
virus Herpes Humano I. Unicamente y de una forma puntual, sin
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poder estandarizarse, se han observado bloqueos erriticos en la
expresién virica. Asimismo, cuando la glicoproteina se mezcla
directamente con la suspensién del virus previamente preparada,
se ha detectado un ndmero inferior de focos infectivos, aunque,
hasta el momento, no se ha podido determinar una relacién dosis
respuesta repetible y rigurosa.

ECOSISTEMAS ACUATICOS EXTREMOS:
FUENTES DE UNA MICROBIOTA DE INTERES
APLICADO.

LLa consideracion de los resultados y medidas comentadas
invitan a una reflexion que nos devuelve a los primeros pasajes
de este discurso. {Qué posibilidades de supervivencia y a caso
de multiplicacidn posee un organismo sometido a unas
condiciones ambientales inferiores a la congelaciéon?. Es
evidente que el mantenimiento de un organismo a unas
temperaturas inferiores a la congelacion supone una situacién
aparentemente singular, que precisa interpretarse de acuerdo a
unos modelos bioldgicos especificos. En 1998, Psenner, R y
col., sefalan la presencia de organismos, que, atn en el periodo
menos frio, permanecen en ambientes inferiores a —20°C (61).
Existen datos, aparecidos en 1993, en los que Abyzov demostrd
la existencia de microorganismos viables retenidos en el hielo
desde hace mil afios en una situacién de anabiosis (62).

Con todo, debe reconocerse la existencia de varias clases de
hielo, algunas alejadas de la idea del hielo convencional. Por
ejemplo, el hielo antartico no debe considerarse ligado
permanentemente al sustrato terrestre, en ocasiones se desprende
en forma de grandes bloques que pueden alcanzar distancias
considerables al desplazarse a la deriva, o bien, tras un breve
recorrido, fijarse al suelo. En esta situacién, el hielo puede
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almacenar una rica variedad de microbiota e, incluso, algas
macroscépicas y crustdceos, porque a elevadas concentraciones
salinas, se establecen unas condiciones que facilitan la
existencia de un medio liquido intersticial. Isachenko. en 1951,
afirma que en 1886 Frankel ya advertia de la presencia de
bacterias en el hielo, aunque no precisaba cudl podria ser el
mecanismo que permitiese sobrevivir en estas circunstancias a
un nimero indeterminado de microorganismos (63).

Las prospecciones de distintas muestras de hielo sefialan la
presencia de microorganismos en el 20% de las mismas, si los
estratos estudiados estan comprendidos entre 0 y 100 metros. A
mayor profundidad, entre 200 y 300 metros, solamente el 14%
de las muestras albergan microorganismos viables. Esta
disminucién se comprueba al estudiar estratos comprendidos
entre 330 y 1500 metros. Solamente un 6% de las muestras
contiene microorganismos. Finalmente s6lo se detecta un 3% de
microorganismos viables en las muestras tomadas entre 1500 y
2405 metros de profundidad. En todos los casos, el tamafio de la
muestra se recomienda que alcance un volumen comprendido
entre 50 y 200 ml, porque alicuotas de 1-2 ml pueden
encontrarse exentas de microorganismos. La diversidad
microbiana hallada es importante y aunque la mayoria de las
bacterias son cocos y bacilos, también se han detectado
actinomicetos y fragmentos flingicos. Algunas cepas acumulan
pigmentos, particularmente melaninas. Estos pigmentos
desempefian un importante papel en microorganismos sometidos
a un estrés ambiental, al estar provistos de radicales libres
estables y mecanismos de 6xido-reduccién reversibles.

En este contexto, es importante sefialar que se pueden conseguir
reactivaciones de microorganismos que han permanecido en una
situacion de cripticidad durante miles y, para algunos autores,
millones de afios, mantenidos en esta situacién gracias a las
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bajas temperaturas y a la proteccién que el hielo les ha
proporcionado frente a factores ambientales destructivos.

Como he comentado, el hielo es un sistema Optimo de
proteccion, del que se han aislado, entre otras, las siguientes
especies bacterianas formadoras de endosporas. Bacillus
megaterium, B. brevis, B. subtilis, B. polymyxa, B. firmus, B.
coagulans, B. circulans, B. stearothermophilus, B. popillae,
Clostridium aurantibutyricum vy Clostridium tertium. Del grupo
actinomicetal se han detectado tres géneros, Nocardia,
Nocardiopsis 'y Streptomyces. Se ha descrito una especie nueva,
Nocardiopsis antarcticus que procede de una muestra tomada a
unos 85 metros de profundidad que corresponde a un estrato de
unos 2200 afios de antigiiedad (64). Este hallazgo sugiere que el
hielo puede contener especies extinguidas o préacticamente
suprimidas por otros competidores mds potentes. En general, la
composicién de la poblaciéon microbiana retenida en el hielo no
experimenta cambios significativos a medida que los glaciares
avanzan hacia los limites del continente. Sin embargo, las
superficies del glaciar se contaminan con bacterias albergadas
en animales costeros y comunidades de plantas. No debe
sorprender, pues. que en la superficie de los glaciares se
detecten bacterias propias de aves como Micrococcus,
Corynebacterium y Brevibacterium.

Otra situacion es la que corresponde al hielo que se ha internado
en el mar. En estas circunstancias, es un sistema heterogéneo
claro que comprende fases liquidas, sélidas y gaseosas. El hielo
del mar es en realidad otra entidad natural y debe considerarse
como una biocenosis distinta. Las capas de hielo que contactan
con el aire se encuentran sujetas a fluctuaciones de temperatura
tan oscilantes como las que se dan entre 0 y —40°C. La superficie
interior estd habitada por algas benténicas y su fauna, también
bentdnica, estd dominada por artrépodos y poliquetos. En la
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superficie se suelen detectar algas verdes como Chlamydomonas
y Ancyclonema. En 1984, Grossi comprobd que la concentracidon
bacteriana detectable en los hielos libres se incrementa a medida
que aumenta la concentracién de diatomeas en la parte
iluminada. Una tercera parte de las bacterias eran epifitos de
Nitzchia frigida. Se trata, pues, de auténticas biocenosis, hdbitats
especificos con una interdependencia entre procariotas y
eucariotas (65).

Pero las posibilidades de supervivencia de microorganismos en
ambientes extremos, se extienden a otros modelos ciertamente
curiosos. Me refiero al de los seres vivos endoliticos.

Es un sistema que, en principio, se describié para organismos
terrestres, aunque posteriormente se ha comprobado su validez
en ambientes sumergidos. El grupo investigador de referencia
estd dirigido por E. I. Friedmann de la universidad de Florida
(66). El modelo endolitico es un mecanismo de adaptacién que
permite la supervivencia de liquenes, cloroficeas, levaduras,
hongos filamentosas e incluso bacterias quimio-organotrofas en
el pequefio espacio aéreo que proporcionan algunas rocas.
Fredmann distingue dos modelos fundamentales de organismos
endoliticos: kasmoendoliticos, si colonizan, como en el caso de
los liquenes, grietas o fisuras de las rocas, y los
criptoendoliticos, si habitan en pequefias cavidades que existen
en algunas rocas enteras o desmenuzadas de textura porosa. Si
los colonizadores criptoendoliticos son organismos primarios
fotosintéticos, s6lo podrfan situarse en el interior de las rocas
translucidas. De esta forma y a escasos centimetros de la
superficie, reciben la energia luminosa necesaria. Se puede,
pues, hablar de un nanoclima capaz de mantener organismos
procariotas y eucariotas habitantes de cavidades microscépicas
que han sido facilitadas por la estructura de la roca. Obviamente
las caracterfsticas de las roca son fundamentales para permitir el
acceso a estas comunidades trogloditas. En este sentido, importa
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poco su naturaleza quimica- los microorganismos no penetran
mediante la solubilizacién de la roca- y si su estructura fisica:
porosidad, color y transparencia. S6lo las rocas con grietas y
poros facilitan el asentamiento de diversas poblaciones
microbianas, alcanzdndose incluso una distribucién zonal en
funcion de sus posibilidades fisioldgicas (67).

Nuestro interés hacia este modelo surgid ante la deteccion de
bacterias incluidas en los pequefios poros de un sedimento
tomado en el mar de Weddell, a cuarenta metros de profundidad.
El sedimento fue recogido en el afio 1984, en un punto cuyas
coordenadas corresponden a 63° 34’ de latitud Sur y 56° 25’de
longitud Oeste, a 0,4millas de la costa. En todo momento se han
mantenido a —-35°C. La composicién del sedimento, constituido
mayoritariamente por elementos oscuros, correspondia a la de
un silicato policatiénico que formaria parte de una labradorita
degenerada. Entre sus componentes abundan elementos dotados
de una textura porosa que alternan con otros constituidos por
cristales de Si0,. La materia orgdnica expresada en carbono
orgdnico, del orden de 0,55%, permite el mantenimiento de una
determinada microbiota.

La demostracién del crecimiento de las bacterias relacionadas
con estos granos de sedimento se fundamento inicialmente en un
procedimiento experimental muy sencillo, consistente en la
colocacién de 10 mg de granos de sedimento- cada grano posee
aproximadamente un milimetro de didmetro- en una membrana
filtrante de acetato de celulosa de tres micras de didmetro. Las
particulas se lavan con cincuenta ml de Ringer estéril y, tras la
filtracién, que retiene sélo los granos de sedimento, se traslada
hasta la superficie de una placa de petri que contiene agar-
triptona-soja. A los cuatro dias de incubacién a 15°C, algunos
granos de sedimento retenidos en la membrana presentan un
desarrollo bacteriano facilmente identificable, hasta el extremo
de quedar incluidos en el centro de una colonia bacteriana.
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Curiosamente la situacién de las colonias presentaba en todos
los casos una desviacién significativa hacia los granos de
sedimento de naturaleza porosa.

La consolidacién de nuestra hipétesis se reforzé con la
preparacion de las muestras de sedimento para microscopia
electronica. La observacién periédica de los granos de
sedimento incubados a tiempos distintos mostraba un aumento
progresivo de células bacterianas, que, durante las primeras
horas, se localizaban tinicamente entre las grietas de los granos
de sedimento (Figura 12). A tiempos que corresponden a
incubaciones prolongadas, del orden de 30-40 horas, las
imdgenes seflalaban un aumento progresivo de células
bacterianas, que forman verdaderos tapices que acaban
englobando al grano de sedimento (68).

FIGUR_A 12. Modelo criptoendolitico. Bacterias endoliticas desarrolladas sobre un grano
(,ie‘ sedimento Durante los primeros dias de incubacién, las bacterias se localizan
unicamente entre las grietas de los granos de sedimento. Barra: 2 pm.
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El comportamiento endolitico de estas bacterias se garantizd al
comprobar su desarrollo a partir de granos de sedimento
esterilizados exteriormente con uvr y también mediante la
observacion directa en microscopia electronica de barrido de las
bacterias ubicadas en el interior de granos de sedimento
cuidadosamente fragmentados. Con fracturas resueltas en dos
unidades, se ha podido ubicar bacterias en una situacién de
cripticidad. Entre las bacterias detectadas, la poblacién
mayoritaria correspondia a un género identificado como
Planococcus. Todas las bacterias aisladas no estdn provistas de
endosporas u otros dispositivos estructurales aparentes que
proporcionen una especial resistencia. Es un comportamiento
intrigante, que mantiene la viabilidad de la microbiota integrada
en estos granos de sedimento. En nuestro caso, a lo largo de 15
anos de almacenamiento a —35°C, se han mantenido el mismo
numero de bacterias, 5000 ufc/g de sedimento.

Es claro que el modelo criptoendolitico es una forma de
organizacion que representa la solucién de viabilidad de algunos
microorganismos en ambientes extremos. Es una forma de vivir
que ha pasado inadvertida durante muchos afios. Curiosamente,
este singular ecosistema permite llevar a cabo una actividad
metabdlica mediante una combinacién adecuada de temperatura
y humedad. En este sentido, el grupo de Imre Friedmann ha
seflalado una curiosa convergencia morfolégica y fisiolgica
entre ciertas algas endoliticas de la Antdrtida y otras aisladas de
lugares tan térridos como el Negev o el Sinai. Se trata de
organismos adaptados a temperaturas externas (altas o bajas) y
una escasa biodisponibilidad de agua.

En cambio, los factores que controlan la distribucién de
bacterias en el mar libre, aunque complejos, se han estudiado
con mayor intensidad respecto a las bacterias retenidas en el
hielo. En ciertos momentos, los niveles celulares bacterianos
que pueden encontrarse en el agua de mar oscilan entre 10* y 10°
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bacterias por mililitro (69). Parece claro que estas bacterias
pueden alcanzar distancias considerables y, en determinadas
ocasiones, lograr auténticas ofertas de otros hébitats muy
favorables. Los sustratos fisicos que actian pues, como soporte
pueden incluir superficies animadas e inanimadas. Entre los
grupos bacterianos que figuran en los censos recientes cabe
sefialar la presencia de algunos que, hasta hace s6lo unos afos,
se consideraban exclusivos de ambientes terrestres. Nos
referimos a las actinomicetales, aunque el nimero relativo de las
mismas es bajo.

Los hébitats marinos préximos a las costas antdrticas, de donde
proceden las muestras estudiadas, presentan una singularidad
reconocida. Con anterioridad a los afios ochenta, se sustentaba
que los flujos energéticos en estos habitats eran relativamente
escasos y la cadena tréfica estaba constituida bdsicamente por
pocos eslabones. Se reconocia la existencia de un fitoplancton
de un tamafio medio superior a los 35 um, que constituia la base
alimenticia para seres vivos mds complejos, como aves,
ballenas, etc. Sin embargo, en afios posteriores, concretamente a
partir de 1982, se reconocié que la cadena tréfica anteriormente
descrita era mas compleja y habia que admitir la existencia de
otros organismos, herbivoros unos, depredadores otros, entre los
que se reconocian copépodos, ostrdcodos, etc. En definitiva,
componentes de una cadena tréfica compleja, que se inicia a
partir de elementos microscGpicos como las bacterias (70). Estos
hallazgos se han consolidado al comprobar la existencia de
complejidades estructurales y fisiolégicas, con descripciones de
mecanismos mds sutiles, con ciertos fendmenos de antibiosis,
limitaciones de crecimiento a causa de la presencia de trazas de
elementos o vitaminas, materia orgdnica disuelta, bacterias
quimiolitotrofas o controles de poblacién por virus peldgicos.

En este ambiente antdrtico hay que reconocer, ademis, la
presencia de contrastes estacionales importantes que afectan al
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fotoperiodo. En estas circunstancias, la productividad anual de
buena parte de los hdbitats marinos esta dominada por
fenémenos de un resurgimiento subito de la actividad biolégica
en funcién de las estaciones anuales. Debe sefalarse la
singularidad de las actividades tréficas en esta zona de la Tierra,
que puede estructurarse de acuerdo a cuatro fases caracterizadas
por la fluctuacion de la productividad. Al iniciarse la primavera,
-octubre-noviembre- comienza una auténtica explosion
poblacional de fitoplancton. Estas poblaciones estdn constituidas
bdsicamente por células autdtrofas, con una envergadura
promedio superior a las 20 um, principalmente diatomeas. quc
obviamente, utilizan una fuente de energia fotonica. Durante
este periodo, se detectan concentraciones elevadas de nutrientes
nitrogenados, que son incorporados a la biomasa en forma de
nitratos. Al comienzo de esta fase primaveral, hay poca
utilizacién de estos sustratos y la liberacién de materia orgdnica
corpusculada estd dominada por la migracién y suave descenso
de las algas desde la zona eufética.

Con el comienzo del verano austral, -diciembre-enero-, el krill y
otros representantes del macrozooplancton consumen buena
parte de las algas acumuladas, y surge de nuevo un
almacenamiento de materia orgdnica corpusculada, dominada
fundamentalmente por elementos fecales del krill. En estas
circunstancias, el incremento de algas se equilibra a causa de un
cociente entre consumo y produccién préxima a la unidad. Las
concentraciones de nutrientes se mantienen durante este periodo.
En cambio, al finalizar en verano y entre los meses de enero y
marzo, aparece un nuevo proceso caracterizado por la presencia
de algas de un tamaiio inferior a 20 um, protozoos y bacterias
heterétrofas. Aunque la exportacién de materia orgdnica
corpusculada es inferior a la del periodo inicial del verano, no
quiere decir que una de las caracteristicas de esta fase consista
en un incremento de heterdtrofos consumidores de materia
orgdnica acumulada. Hay pues, un descenso claro de algas y un
incremento de la biodisponibilidad de nitrégeno. En invierno, la
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cadena alimentaria queda dominada por bacterias heterétrofas y
quimiolitotrofas. Los organismos quimiolitotrofos crecen a
expensas de residuos inorgdnicos acumulados. La poblacién
total desciende y la materia orgdnica disponible es indetectable.
Este modelo, como ya hemos comentado, es mds representativo
de las costas y zonas terminales de glaciares. En el océano
abierto, este ecosistema estd caracterizado por una reserva
inferior de algas, y tasas bajas de produccién y exportacién de
particulas.

Una consecuencia de la fluctuacion comentada en las biocenosis
costeras es la adaptacion a periodos alternativos de abundancia y
penuria. Ante esta situacién, hay que considerar que los
organismos preparados para superar estas circunstancias
necesitan mantener su integridad celular a niveles muy bajos de
nutrientes, pero sin perder la capacidad para responder de una
forma rapida y competitiva frente a cambios desfavorables,
como autolisis, depredacién, parasitismos, etc. Ante estas
perspectivas, los organismos que no pueden crecer utilizan
diversas estrategias. Baross y Morita (71) comentaban en 1978
que una de las consecuencias mds detectables es la que afecta a
cambios en el tamano celular y su morfologia. Estos autores han
descrito disminuciones muy significativas del tamafio celular en
organismos sometidos a un ayuno de nutrientes. Asf, organismos
con un tamano cercano a 1,5 um pueden estabilizarse a un
tamario de 0.4 um.

Otra estrategia, bastante comdn es la que estd relacionada con
cambios morfoldgicos, siendo frecuentes las transformaciones
que llevan a organismos bacilares hasta formas isodiamétricas.
Segin Andersson, parece ser que los protozoos depredadores de
bacterias consumen preferentemente bacilos de gran tamafo.
Generalizando, se podria comprender que algunos
Iepresentantes bacterianos presentarian un tamafio reducido,
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completamente distinto al presentado en medios de cultivo de
laboratorio (72).

Estas estrategias permiten comprender que ciertos organismos
consigan estabilizaciones muy prolongadas que les mantengan
en circunstancias mediales muy desfavorables. Es probable que
algunos puedan conseguir un equilibrio en su mantenimiento en
unas condiciones de bajo consumo, a expensas Unicamente de
materiales procedentes de la muerte celular de distintos
componentes de la biocenosis. Con todo, deben considerarse las
limitaciones que presentan los estudios llevados a cabo con
modelos bacterianos estudiados en el laboratorio. Son
aproximaciones que posiblemente sélo representan de una forma
parcial el auténtico comportamiento que tiene lugar en los
puntos reales.

En 1981, Hodson sefialé6 que las comunidades bacterianas
antdrticas presentaban una temperatura éptima de asimilacién
respecto a una variedad de sustratos orgdnicos, en un rango
comprendido entre 0 y 2°C (73). Con estos resultados podria
entenderse que el desarrollo bacteriano estaba limitado a
temperaturas propias de bacterias psicrofilas. Sin embargo, y
como contraste, Hanson y col., en 1983, concluyeron que a
temperaturas mds elevadas, entre 0 y 15 °C, se incrementa
considerablemente el crecimiento de comunidades propias de la
Antértida.

Estas diferencias en cuanto a la comprensién definitiva de los
modelos bacterianos que puedan desarrollarse en funcién de la
temperatura, reflejan una variabilidad zonal, y en cualquier caso,
la predominancia de los modelos psicréfilo o psicrotréfico es
una cuestion abierta, porque siguen elaborandose propuestas
respecto a las distinciones claras entre los dos modelos, Inniss
(74), Morita (75). Lo cierto es que no son términos utiles para
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refererirse a unos hechos ecolégicos particulares.
Probablemente, los psicrotrofos son caracteristicos de hdbitats
frios, en donde la temperatura fluctia estacionalmente, es decir,
son funcionales a un rango de temperaturas mds amplio. Los
psicréfilos suelen localizarse con mayor frecuencia en hdbitats
acudticos, donde las situaciones térmicas son mds estables. Ello
no quiere decir que en lagos permanentemente frios, con una
temperatura médxima de 5° C, o mares con temperaturas polares
(mdximas de -1°C), puede suceder que los organismos
dominantes sean psicrotrofos en lugar de psicrofilos (75). Sin
embargo, hay un riesgo derivado de una excesiva simplificacion,
porque la temperatura es una variable mds, junto a otros
factores, como la disponibilidad de agua y nutrientes, que
influyen en la distribucion de psicréfilos y psicrotrofos en un
ambiente determinado. Una situacidn distinta es la que se
produce en zonas antdrticas interiores, auténticos desiertos
helados y carentes de nutrientes, que sélo pueden estar
colonizadas por algunos organismos, como sucede con ciertas
levaduras descritas por Vishniac (76) y por nosotros (77).

Pero, como ya hemos sefialado, existen ademds, otras variables
distintas al factor temperatura, que influyen notablemente en la
productividad en zonas en que las concentraciones de nitrégeno
y fésforo son suficientemente elevadas para permitir una
biomasa mds importante. Probablemente, una de las hipétesis
que se ha formulado con mayor frecuencia en los tltimos afios
es la que se refiere a las limitaciones de crecimiento ocasionadas
por la carencia de hierro (78). Debido a que esta clase de
experimentacién no es rigurosa a nivel de laboratorio, a causa de
la elevada probabilidad de contaminaciones con trazas de hierro,
se consider6 oportuno llevar a cabo una operacién de
fertilizacién experimental con hierro en el océano abierto,
concretamente en el Pacifico Ecuatorial. Este elemento fue
anadido a una superficie de 64 Km’, correctamente balizada,
hasta alcanzar una concentracién cien veces superior a la
ambiental. La respuesta biolégica al hierro fue
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sorprendentemente rdpida, comprobdndose que la eficacia
fotosintética aumentd a las 24 horas y, practicamente, al tercer
dia se triplicé la concentracién de clorofila y la productividad
primaria. Este incremento de los organismos fotosintéticos
produjo una pequefia, aunque detectable, disminucién del CO,
de las aguas superficiales. Estos resultados recientes ayudan a
comprender la oscilacién de las poblaciones de la microbiota

oceanica.

En este sentido, durante la pasada década se han producido
avances interesantes en la comprensiéon de algunos procesos
correspondientes al polo Sur. Por ejemplo, se han abordado con
relativo éxito algunos detalles que afectan a la microbiota
heterdtrofa, pero los datos cuantitativos de las tasas de
productividad y de los mecanismos interrelacionados es evidente
que requieren una metodologia mds rigurosa. Sin embargo, las
perspectivas son brillantes, porque varios datos sobre ciclos
biolégicos de las zonas polares se han obtenido mediante
satélites y sistemas auténomos equipados con sensores quimicos
y Opticos.

Por otra parte, no hay duda que los microorganismos del
ambiente antdrtico constituyen un objetivo importante para el
estudio taxondmico y para la obtencién de nuevos productos de
origen microbiano. Pero es evidente que, para descubrir nuevos
productos de interés aplicado, resulta imprescindible el
conocimiento y la comprension de la microbiota productora

(79).

Historicamente, el estudio de los productos naturales se ha
dirigido hacia el conocimiento de las vias biosintéticas en
vegetales y microorganismos teluricos. El estudio de las
bacterias marinas se intensifica a finales de los afios sesenta. Los
resultados obtenidos durante los tltimos afios han sido positivos

65



para el aislamiento de nuevos farmacos. Parece que realmente
hay microorganismos exclusivamente marinos. Ante tantas
moléculas nuevas, muchas lineas de investigacién estdn
motivadas sobre ejemplos significativamente positivas: la
bryostatina y el didemnin-B, son casos concretos. La primera es
una lactona con una clara actividad anticancerigena e
inmunoestimuladora. Los ensayos clinicos efectuados con esta
molécula han mostrado regresiones significativas de episodios
tipo linfoma, (salvo en los casos de linfoma de Hodgkin),
melanoma y cincer de cérvix. Sin embargo, su dosificacion debe
controlarse de una forma irreprochable dada su elevada
toxicidad. El didemnin-B es asimismo un anticancerigeno. Es un
depsipéptido con probada eficacia frente a determinados tipos de
linfoma, aunque. como en el caso anterior. presenta cfectos
secundarios importantes.

Una consecuencia practica de este largo proceso de prospeccion
de nuevas moléculas es el mejor conocimiento de las bacterias
marinas y, por consiguiente, se ha precisado el estudio de
aquellos factores especificos necesarios para la produccién de
estas sustancias. En la Tabla 3 se especifican algunas moléculas
obtenidas recientemente a partir de bacterias de origen marino.
Como puede constatarse, el origen de nuevos aislamientos esta
involucrado a fenémenos de mutualismos muy sutiles entre
bacterias y espongiarios, bacterias y corales, bacterias e
hidrozoos. En muchos casos pueden pasar desapercibidos en los
muestreos de agua de mar (79).
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Cepa productora Origen Actividad biomédica
Actinomicetales

Chainia purpurogena Sedimento Antibidtico, anticancerigeno
Streptomyces tenjimariensis Sedimento Antibistico

Streptomvees griseus Sedimento Antibiético

Streptomyces sioyaensis Sedimento Anticancerigeno
Maduromiceto Sedimento Antibidtico

Streptomyces sp. Sedimento Antibidtico

Actinomiceto Sedimento Antibidtico

Actinomiceto Sedimento Sin actividad seialada
Actinomiceto Coral gorgoniano Anticancerigeno, antibiético
Streptonivees sp. Medusa Antibidtico. antiinflamatorio
Streptonmvees sp. Esponja Antibidtico

Bacterias no-actinomicetales

Pseudonionas bromoutilis (Alteromonas sp.) Alga Antibidtico
Chromobacteriun sp. Agua de mar Antibiético
Pseudomonus Agua de mar Antibidtico

Beneckea gazogenes (Vibrio) Marisma Sin actividad sefalada
Alreromonas rubra No seialada Broncodilatador

No identificada Agua de mar Sin actividad sefialada
Especie gram-positiva no identificada Sedimento Anticancerigeno, antiviral
Alteromonas sp. Esponja Anticancerigeno
Alteromonas haloplanktis Sedimento Anticancerigeno
Vibrio anguillarum Pescado Sin actividad seflalada
Alteromonas sp. Agua de mar Inhibidor enzimdtico
Alteromonas sp. Esponja Antimicrobiano
Pseudomonas fluorescens Ascidiano Antimicrobiano
Especie gram-positiva no identificada Sedimento Anticancerigeno
Thermococcus Hidrotermal Antiftingico

Bacillus Sedimento Anticancerigeno
Alteromonas luteoviolacea Agua de mar Sin actividad sefialada

TABLA 3. Moléculas obtenidas a partir de bacterias procedentes de biocenosis marinas
(Jensen y Fenical)
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Reflexionando sobre estos hechos, cabe preguntarse: ;Los
microorganismos de hdbitats marinos representan especies
Unicas o son meras bacterias terrestres adaptadas?. En un
ecosistema tan extenso y heterogéneo como el que corresponde
al ambiente marino, se pueden localizar bacterias propias de
ambientes hipotérmicos y otras adaptadas a zonas
extremadamente frias. Ademads, existen dificultades afladidas,
porque la produccion de metabolitos secundarios interesantes
puede efectuarse por mds de una cepa; y compuestos distintos
pueden acumularse por una misma cepa en condiciones
culturales distintas. Esta observacion se complica si se considera
que pueden hallarse sustancias distintas provistas de actividad
bioldgica, que han sido producidas por microorganismos
similares adaptados a areas geograficas muy alejadas. En
general, los microorganismos aislados de ambientes marinos
poseen caracteristicas comunes respecto a los microorganismos
de origen terrestre, aunque obviamente suelen presentar
requerimientos fisioldgicos distintos (80).

Las perspectivas que consideran el hallazgo de nuevas
moléculas a partir de organismos procariotas quedarian
incompletas si no se considerasen las posibilidades de los
miembros pertenecientes al dominio Archaea. En efecto, desde
el comienzo de la década de los noventa puede hablarse de una
biotecnologia sustentada en la utilizacién de estos organismos
procariotas. Como es sabido, las arqueobacterias suelen
colonizar ninchos ecolégicos muy especificos, normalmente
distintos al resto de microorganismos. Se trata de reliquias
evolutivas de las primeras formas de vida. Actualmente habitan
ambientes extremos caracterizados por: altas temperaturas,
valores de pH inasequibles a la mayoria de los restantes seres
vivos, elevadas salinidades y anaerobiosis. D.A. Cowan (81) ha
senalado el interés que representa el conocimiento profundo de
las arqueobacterias. El estudio aplicado de estos
microorganismos ha dado lugar a numerosas patentes.
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Entre los hallazgos consolidados cabe seﬁaltar el uso dp
arqueobacterias en la produccién de elevadas cantldade’s de poli-
B-hidroxibutirato y poli-B-hidroxivalerato. Estos copolimeros se
manufacturan por empresas importantes, que han coqs/iderado su
explotacién como una alternativa vélida a la produccion de otros
pldsticos. Bien es cierto que, en el caso de Haloferax
mediterranei, los niveles de produccién oscilan alrededor de
0.3g. de biopolimeros por gramo de peso seco y aunque su
rendimiento es inferior al obtenido por otros miCroorganismos
del dominio Bacteria, como es el caso de Alcaligenes eutrophus,
el empleo de las arqueobacterias ofrece algunas ventajas claras.
Entre ellas debe subrayarse el ambiente hipersalino en el que se
mantienen que, obviamente, evita posibilidades de
contaminacion. Ademds, sus condiciones de crecimiento son
muy ventajosas en zonas geogréficas con clima y concentracion
salina adecuadas. Estas propiedades, junto al bajo coste de
produccion, su lisis espontanea en agua, que facilita la libera.ci(’)n
del polimero intracelular y su considerable e/stablhdad
gendmica, han convertido estas arqueobacterias halofilas en
unos sistemas de produccidn pricticamente perfectos. .
La aplicacién clinica de la topoisomerasa 1l de Halobacterium
ha sido descrita por Forterre en 1989. Con ella se puede evaluar
la efectividad de firmacos antitumorales activos frente a las
topoisomerasas Il de las células eucariotas. Al poseer una
sensibilidad idéntica, su uso facilita Ja prospeccion de nuevas
moléculas provistas de actividad citostatica. Mais sorprendente
ha resultado el empleo de una proteina de 84kD de
Halobacterium halobium, que al poseer epitopos andlogos a la
proteina humana c-myc, producida por un oncogen'y, hallada en
el suero de algunos pacientes afectados de cdncer, permite
establecer diagndsticos anticipados y rdpidos de procesos
tumorales.

. . - : can las
Entre las arqueobacterias mas difundidas destala o
= za
metanégenas. Con su pequefio genoma, qué no ?lca?a reduccion
de E.coli, desarrollan un metabolismo que implica

69



del CO,, con coenzimas propios y caracteristicos, que utilizan
como donadores de electrones al hidrégeno, acetato, butirato o
formiato, segin sus representantes. A parte de la tradicional
produccién de biogas a partir de materiales de bajo costo,
presentan otras posibilidades interesantes ligadas a su especial
perfil bioquimico. Es el caso del uso de las hidrogenasas
metanogénicas y de los enzimas especificos de la via reductora
del CO, (82).

Al finalizar este discurso, permitidme subrayar una de las
caracteristicas mas positivas que genera una linea de
investigacién abierta y compleja como la narrada. Quiero
referirme a las personas interesadas e incluso entusiasmadas en
los distintos aspectos surgidos tras el descubrimiento de un ser
vivo. Microbidlogos, bioquimicos, biofisicos, médicos,
quimicos y empresarios, ligados a distintas facultades, CSIC y
laboratorios farmacetticos estdn trabajando desde sus
respectivas especialidades. Para todos ellos, mi admiracién,
afecto y respeto.

He concluido.
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DISCURSO DE CONTESTACION

del Académico numerario
Muy [lustre Prof. Dr.Ramén Parés Farras
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Excelentisimo Sefior Presidente,
Excelentisimos e Ilustrisimos Sefiores,
Seiioras y Sefores:

Debo empezar pidiendo excusas, porque no podré evitar que mi
discurso, contestacién al de ingreso del Prof. Jesis Guinea
Sénchez, que acabamos de escuchar, esté hilvanado en la trama
de otro que no corresponde ahora, ni tiene por qué darse en otra
ocasion, que es el de mi propia historia académica y
universitaria. Confio en que ustedes mismos lleguen a convenir
que, en mi caso, separarlos hubiera sido artificioso y vano.

Guinea empez6 a trabajar conmigo a fines de los afios cincuenta.
Sélo ocho afos mayor que €l, y en una etapa todavia muy
temprana de mi trayectoria vital, es comprensible que lo viera,
sobre todo, como un compafero al que habia inspirado
desinteresada confianza y amistad, al igual que me habia
ocurrido a mi. Era la época en que se configuraba mi definitiva
vinculacién a la Microbiologia, tras la extraordinaria impresion
que me produjo el 3er Congreso Internacional de Bioquimica de
Bruselas en 1955, y después de haber leido repetidas veces el
célebre discurso de A.J. Kluyver y C.B. Van Niel sobre la
contribucion de los microbios a la Biologia, publicado en 1956,
y que, como mds tarde podria comprobar, marcaria en todo el
mundo a tantos microbidlogos de mi generacién. Hasta esta
época, yo habia trabajado, sobre todo, en varios temas de
citologia y bioquimica de levaduras.

A mi entorno, era comun ver a la Bacteriologfa mds que nada
como una técnica y una cocina peculiares, eso si, de
aplicaciones extraordinariamente Utiles para el hombre. Algunos
aspectos mas generales, como las bacterias quimiosintéticas
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oxidadoras del azufre o bien las fijadoras de nitrégeno
elemental, interesaban especialmente a los fisidlogos vegetales.
Bajo la influencia de las nuevas ideas, derivadas principalmente
de las fuentes antes referidas, llegué al convencimiento de que
nuestro conocimiento de los microbios se estaba ensanchando
prodigiosamente. Habia que hacer algo vy, en este contexto, me
parecio natural que a Guinea le pudiera gustar ayudarme a
mntentarlo.

No obstante, la €poca a que me estoy refiriendo era también la
edad de oro de los antibidticos y quimioterdpicos de sintesis, con
su enorme repercusion sanitaria e industrial. Todavia sonaban
vigorosos los ecos de las hoy casi legendarias visitas a Espafia
de Fleming y de Waksman. Muy cerca de aqui tenemos el
austero monumento a Fleming que hace memoria de su paso por
Barcelona. En mi recuerdo. no puedo dejar de vincular ambas a
los profesores y antiguos colegas Florencio Bustinza y Eliseo
Gaston de Iriarte, este dltimo primer poseedor de la medalla n.°
I de nuestra Academia y al que, pasados los afios, el Dr. Guinea
sucederia en la Cdtedra de Microbiologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Barcelona.

Gracias a la confianza que habfa depositado en mi el Prof. José
Pascual Vila, forjador de la gran escuela de quimicos orgdnicos
de Barcelona, pude participar en una Ayuda a la investigacion
de la Fundacion Juan March, que se le concedié en 1958 para un
periodo de cuatro afos. Sin duda, una oportunidad
extraordinaria en aquella época y, por afiadidura, ello constituyé
la circunstancia adecuada para que Guinea pudiera incorporarse
aun programa de investigacion en la Universidad. El tema era la
prospeccion de nuevos antibacterianos de sintesis, y constituy6
la base de los trabajos que nos introducirian tanto en el campo
de la microbiologia hospitalaria como en el de la industria
farmacéutica. En el primer caso, seria decisiva para Guinea la
relacién que estableciera con el Dr. Amadeo Foz y su grupo del
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Hospital del Mar, la cual se prolongaria durante muchos afios.
La colaboracién con la industria farmacéutica fue importante
para mi mismo, como mas tarde lo seria para Jesus Guinea.
Tengo por seguro que ella fue la causa de que esta Real
Academia decidiera incluirme entre sus miembros numerarios
en 1962, sélo seis afios después de su misma fundacién como
Real Academia de Farmacia de Barcelona, siendo todavia
presidente su principal artifice, el Dr. D. Guillermo Benavent,
que murié en 1963. Mi discurso de ingreso versé sobre
“Prospeccién de quimioterdpicos de sintesis de accidén
antibacteriana”, y fue leido el 19 de abril de 1963, cuando ya era
presidente el Prof. F.E. Raurich Saz, de quien conservo recuerdo
de admiracién y respeto, aparte de darse en €l la misma
circunstancia que después en mi incidiera de ser miembro a la
vez de las Academias de Farmacia y de Ciencias y Artes. La
contestacion corrié a cargo de D. Isidro Bulté Blajot, académico
fundador, que tuvo un gran papel en el desarrollo de la industria
farmacéutica de nuestro pais, tanto en el periodo de la autarquia
como en el desarrollismo y con el que comparti una firme
relacién personal hasta su muerte, tan reciente todavia en
nuestro recuerdo. Pues bien, ahora cabria afiadir a aquella
memoria, después de 38 afios, la importancia de la colaboracién
de Jests Guinea en todo el trabajo experimental que le servia de
base, y, de hecho, €l tendria que continuar en esta linea de
investigacion mdas que yo mismo en los afios que seguirian,
como lo atestiguan sus numerosas publicaciones sobre
quinolonas de las dos dltimas décadas.

En el discurso inagural del afio 1973 de esta Real Academia de
Farmacia que tuve el honor de leer, ya consigné que fue en 1960
cuando inicié con Guinea y Clotet la biisqueda de un modelo
apropiado para el estudio de la excrecién bacteriana de
aminodcidos. Sin duda, intervino la influencia del gran interés
que habia despertado la produccién industrial de aminodcidos
después del éxito de Kinoshita con el ya historico Micrococcus
glutamicus, asi como la familiaridad que habiamos alcanzado en
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la determinacién microbioldgica de aminodcidos, bien sea en los
medios de cultivo o en materias primas de interés industrial por
su contenido en dcido glutdmico. A esto se debe la atencién que
despert6 en nosotros una cepa aislada en nuestro laboratorio, la
llamada cepa C3 de Klebsiella pneumoniae (primeramente
Citrobacter intermedium) y el descubrimiento de un interesante
fenémeno de heterogeneidad colonial que presenta con respecto
a la excrecion de glutamato. Sobre este tema se llegarian a
desarrollar doce tesis doctorales en las décadas de los 60 y de
los 70, la segunda de las cuales cronoldgicamente fue la de Jests
Guinea, leida en el afio 1966 y que merecié premio
extraordinario. Sin duda, su contribucién a todas las que
siguieron fue fundamental, asi como sobre el propio tema
central de la investigacién que se resolvié con el descubrimiento
y la caracterizacién genética y fisica de un nuevo pldsmido, que
en aquella época no dejé de ser una pequefia hazafa.

El trabajo sobre la cepa C3 originé una serie de publicaciones
del Dr. Guinea, especialmente en los afios setenta, y en alguna
de ellas ya aparece con sus propios colaboradores que, en
muchos casos, seguirdn trabajando con él durante lustros en
temas relacionados y en otros nuevos. Entre ellos, atin con cierta
continuidad con la filosoffa del tema de la cepa C3, encontramos
las investigaciones sobre Serratia y la produccién de
prodigiosina, en las que se configurarfa la personalidad
cientifica de Gaspar Lorén, uno de sus discipulos mads
destacados.

Estamos llegando a la época en que el Dr. Guinea obtiene la
plaza de profesor Agregado, adscrita al mismo Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Biologfa de la Universidad de
Barcelona, al cual estaba ya incorporado desde 1964, primero
como Ayudante de clases pricticas y al poco tiempo como
P.rqfc'asor Adjunto, siguiendo abnegadamente todas las
vicisitudes, propias y afiadidas, que suelen acompaifar el curso
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del acceso al profesorado universitario, en aquella época tanto o
mds que ahora. En su caso, como por supuesto en el de otros,
afectado por los azarosos bandazos que precedieron y
acompanaron la reforma del sistema universitario espanol de los
afios setenta. Puedo dar fe que resisti6 bien, siempre con un alto
sentido de la dignidad humana, tanto de la propia persona como
de la ajena, y una responsabilidad ejemplar en el cumplimiento
de sus compromisos y obligaciones. Creo que siempre ha
sentido y sigue sintiendo un gran arraigo a sus origenes vascos,
a su tierra y a su familia, pero solo deja traslucirlo a través de
una espesa cortina de discrecidn. Dispuesto siempre a ayudar al
amigo, con cierta propensién a echar la mano a quien considera
desvalido o marginado, respetuoso con todo el mundo, quizds
algo pronto a considerarse excluido al menor tufo de
exclusivismo. Guinea se casé con Mari Castellvi, gedloga e hija
de un reputado médico barcelonés, una mujer de aquellas que se
hacen querer y respetar a la vez, sin que uno se dé ni cuenta,
ejemplo de todas las virtudes cardinales. Es justo senalarlo aqui,
pues una compaiiera asi no es precisamente un baldio en los

posibles.

En 1981, el Dr. Guinea accede a Catedrético de Microbiologia y
pasa a cubrir la vacante de la Facultad de Farmacia. Del periodo
anterior de diecisiete afios, quisiera aun seflalar tres aspectos, de
los cuales, como de los antes referidos, creo que puedo
considerarme notario de excepcién. Por una parte, estd su labor
docente, siempre muy bien valorada por todos: la relativa a la
ensefianza tedrica, las pricticas, en el postgrado y la direccién
de tesis. En segundo lugar, él y el Dr. José Sancho, su gran
colaborador en la segunda mitad del periodo que estoy
considerando, se ocupé de la proyeccién del trabajo del
Departamento a la industria farmacéutica, con muy pocas
excepciones. En algunos casos, continuando colaboraciones
iniciadas por m{ mismo. El éxito del trabajo realizado y el
prestigio profesional es algo que nadie puede discutir. De algtn
modo, esto mismo propicid la eleccién de la Facultad de
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Farmacia entre otras alternativas que podian haberse tomado
igualmente al acceder el Dr. Guinea a Catedrético de
Microbiologia. Finalmente, el tercer aspecto a que me referia lo
constituyen los tres libros que editamos en comuin en esta época,
dos de ellos conjuntamente con el Prof. Sancho y con el Prof.
Jofre el tercero. Los dos primeros estaban dirigidos a los
profesionales, uno sobre microbiologia de aguas y otro sobre
microbiologia analitica. El tercero fue un intento de dar un texto
amplio y general a los alumnos de Microbiologia y ampliacién
de Microbiologia de la facultad de Biologia. Ciertamente, hoy
son textos que han quedado un poco atrds, unos mas que otros,
pero que tuvieron gran difusién en su momento y que todavia
podemos localizar en las estanterfas de muchos despachos.

La etapa subsiguiente a la incorporacién del Dr. Guinea en la
Facultad de Farmacia, casi de salida, estd marcada por las
pruebas de idoneidad y el aluvién de concursos posteriores que,
en este caso, llevarian en poco tiempo a la incorporacién en su
Departamento de una verdadera escuadra de titulares vy
catedréticos. La mayoria de ellos procedian del departamento de
Microbiologia de la Facultad de Biologia. Un proceso paralelo
ocurrié también con la Universidad Auténoma de Barcelona y
en menor proporcion, con la Universidad Balear. Ciertamente
fue una buena tacada, pero se notaron los efectos de aquello que
se dice de vestir a un santo para desnudar a otro, y asi, el acceso
del Dr. Guinea a la Cétedra de Farmacia fue para la Facultad de
Biologia una pérdida importante y sentida. En otras
Universidades, estos efectos negativos se paliaron con los
macrodepartamentos interfacultativos que preveia la LRU, pero
esto no resultaba posible en la Universidad de Barcelona en
medio del revuelo de las Divisiones que establecieron sus
nuevos Estatutos. Quizds hoy todo esto ya sea sdlo historia,
pero, por lo que ahora nos ocupa y desde mi perspectiva, veo al
Dr. Guinea enfrentado a una serie de nuevos e imprevistos
problemas que, bien seguro, sélo llegaria a resolver
satisfactoriamente gracias a la prudencia, buen tacto y respeto
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que siempre supo mostrar. No hay que olvidar otros casos
comparables menos afortunados y, por lo tanto, es justo
reconocer el mérito de las buenas cualidades del Dr. Guinea.

Sin el proposito de examinar detalladamente todos y cada uno
de los trabajos publicados por el Dr. Guinea y sus colaboradores
desde 1981 hasta hoy, permitanme Uds. que haga algunas
consideraciones acerca de algunos de ellos, pues la ocasion es
demasiado tentadora para evitarlos, conformdndome con una
simple contabilidad. No voy a insistir sobre las investigaciones
relativas a la prodigiosina y a las quinolonas, a las que ya me he
referido. En 1986 y luego en 1991, Guinea y sus colaboradores
tienen dos publicaciones sobre bacterias libres que presenFan R-
bodies o cuerpos refringentes, que en cierto modo constituyen
una continuacién de los estudios que a fines de los anos setenta
habia realizado yo mismo con J.Lalucat y el Prof. H.G.Schlegel,
y de los cuales justamente. entre otras publicaciones, hgy un
articulo en el n® 21 de la Revista de esta Real Academia de
Farmacia. En la década de los ochenta, Guinea y sus
colaboradores también publican diversos trabajos re]ativps a
polisacdridos extracelulares y a tensioactivos/ de origen
bacteriano, los cuales pueden tener también sus raices en otros
anteriores y coetdneos llevados a cabo en la Facultad de
Biologia, con M A. Manresa protagonista en uno y otro caso. Lo
curioso es que, pasado 1981, estos temas s¢ prosigan en los dos
laboratorios, el de Farmacia y el de Biologia, con tal
independencia. No creo que esto fuera precisamentg bueng, pero
hay que reconocer que, cuando los grupos de trabajo empiezan a
ser grandes y separados fisicamente, €s algo mds que frecuellte.
No puedo dejar de citar un seminario, que hacg ya algunos anos
nos dio una celebridad en el campo de las espiroquetas. Tuve la
oportunidad de sorprenderla al poderle mostrar unos cultwos. en
fase exponencial de crecimiento de varias especies .de este Lipo
de bacterias, que ella crefa que no se habian podido gultlvar
nunca. Lo mds grave para mi fue verme forzado a precisar que
Jo habfamos conseguido gracias a una técnica desarrollada por
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otrg investigador de su propic laboratorio en una conocida
Universidad de Estados Unidos. Sin llegar a tal extremos, hay
que saber resignarse y aceptar que estas cosas ocurren.

Con los estudios sobre las bacterias procedentes de muestras de
la Antértida, ya entramos en el tema que el Dr. Guinea ha
elegido para su discurso de ingreso en esta Real Academia de
Farmacia de Catalufia, que hemos tenido el placer de escuchar.
El punto de partida lo constituyen las muestras procedentes de la
{\qtzirtida, tomadas por Pepita Castellvi, tan vinculada a las
altimas expediciones espafiolas. Se trata de la hermana de su
esposa, también bidloga y de brillante historial en microbiologia
marina, a la que en su dia tuve la satisfaccién de dirigir su tesis
dpctoral sobre el alga Skeletonema costatum. Como hemos
visto, el estudio de estas muestras permiti6 al Dr. Guinea llega}
a la identificacién, entre otras bacterias, de la nueva especie
Pseudoalteromonas antarctica, que, como ¢l ha sefialado, viene
a ser el auténtico protagonista de su discurso. Descubrir una
nueva especie siempre produce una gran satisfaccién, sobre todo
cu.ando se lleva dentro el verdadero espiritu naturalista, que en el
mlcrobiélogo se acrecienta por el convencimiento de que la
Q1V§1'sidad bacteriana es todavia poco conocida, debido a las
hmltac.iones de nuestra propia técnica y que la capacidad de las
bacterias para podernos dar una nueva sorpresa es
aparentemente inagotable.

La produccién del heteropolimero por Pseudoalteromonas
antqrcticq, como hemos podido apreciar, ha abierto varias lineas
de investigacién verdaderamente prometedoras. La naturaleza
presuntamente glicoproteica establece la posibilidad de
re}acmnarlo con otras moléculas, como las glicoproteinas
crioprotectoras de peces, y, en general, con los anticongelantes
natul'alés, lo cual permite suponer que puedan representar 1;1
expr§s1én de una peculiar adaptacién fisiolégica. Las
propiedades de esta glicoproteina de Pseudoalteromona:s
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antarctica, sugieren efectivamente la posibilidad de aplicaciones
biomédicas y farmacedticas. Sin duda, destacan en este sentido
los efectos sobre liposomas, que el Dr. Guinea nos ha sefialado.
Desgraciadamente el tema es demasiado novedoso para mi y no
me atrevo a lanzar ninguna valoracion al respecto.

Aunque por otra razén, me ocurre casi lo mismo con respecto al
tema de la Ldmina S, que Guinea tan bien nos ha expuesto.
Siempre lo habfa considerado como algo correoso, de lo que se
empez6 a hablar hace cincuenta afios, y que nunca se ha podido
tomar como cuestiéon resuelta. Debo confesar, con cierta
vergiienza, que mas de una vez al leer lamina S me venian a la
cabeza los canales de Marte de G.V. Schiaparelli o la atmosfera
de Titin de J. Comas y Sold a pesar de que, en este Gltimo caso
y después de bastantes lustros, se le haya tenido que dar la
razén. Después de lo que acabamos de oir sobre la lamina S,
ahora estoy dispuesto a rectificar.

Estd claro que los interesantes trabajos del Dr. Guinea y sus
colaboradores, publicados en la ultima década, no tienen nada
que ver con los mios propios, ni con los realizados por otros en
el departamento de Microbiologia de la Facultad de Biologia.
Son el resultado del pleno desarrollo y madurez de un proceso
que se inici6 en 1981, y del cual el nuevo académico ha sido el
factor determinante. Como es 16gico y natural, habrdn influido
también otras causas en este proceso, dificiles de precisar para
mi, si bien pienso que entre ellas estard la misma voluntad
mantenida en atender, lo mejor posible, los objetivos especificos
de la investigacién y la ensefianza de la microbiologia en la
Facultad de Farmacia. A pesar de todo, siempre se¢ han
mantenido ciertos rasgos de parentesco con los vecinos de la
Facultad de Biologia, de lo cual creo que unos y otros nos
sentimos honrados. Asi sorprende el paralelismo y la
coincidencia en el tiempo de los estudios de la glicoproteina a
un lado y del lipoglucano de Bifidobacterium en el otro, con un
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desconocimiento reciproco practicamente total de lo que se
estaba haciendo. Un tema como el de las bacterias olvidadas de
la naturaleza ha estado periddicamente de moda, y ahora lo estd.
Pues bien, es dificil excluir su influencia, tanto en los
organismos endoliticos en un caso, como en los de los tapetes
microbianos en el otro.

La ultima parte del discurso del Dr. Guinea es una panordmica
sugestiva del tema de las bacterias del hielo y de las endoliticas
a que nos acabamos de referir, con el posible interés de las
bacterias olvidadas de los habitats marinos y en especial de las
zonas polares, como fuentes de nuevos productos de aplicacién
farmacéutica. Por supuesto que estoy de acuerdo con €l en que
se puedan cosechar importantes Jogros siguiendo este camino, y
le animo sinceramente a proseguir en esta linea, seguro de que €l
mismo y sus colaboradores podran alcanzar mds de uno.

Me doy cuenta de que, a pesar del tiempo que llevo empleado en
mi parlamento, he insistido poco en lo que considero uno de los
méritos mds importantes del Dr. Guinea. Me refiero a su obra
como profesor y maestro. Me alivia pensar que este aspecto es
bien conocido y aceptado por todos. Sin embargo, antes de
terminar mi discurso, no me importa remacharlo, porque, a mi
modo de ver, se trata de algo fuera de lo corriente, y que a estas
alturas ya habra dejado huella profunda y permanente en toda
una generacion de farmacéuticos.

Felicito de corazén a Jesds Guinea por lo que este acto significa
de justo reconocimiento. También felicito a la Real Academia
de Farmacia de Catalufia por haber acogido en su seno a un
nuevo académico de nimero de su probada valia e indiscutible
mérito profesional. Personalmente, no puedo dejar de sentirme
orgulloso de mi complicidad, como liebre en su carrera
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universitaria y como vector activo, y no pasivo, de su pasioén por

el microbio.

He dicho.

78 de Setiembre de 1999
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