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La Virologia se ha desarrollado durante la tltima parte del siglo XX en
paralelo con las nuevas técnicas de andlisis y manipulacion genética y con
el auxilio de técnicas fisicas e informdticas. En Esparia se han formado nii-
cleos activos tanto en genética viral como en virus patdgenos de animales y
plantas. Contrariamente a predicciones de hace tan solo tres décadas, las
enfermedades viricas siguen siendo un importante problema en medicina,
veterinaria y agricultura. Un gran niimero de enfermedades viricas emer-
gentes constituyen un importante desafio para el siglo XXI.

Nacimiento y desarrollo inicial de la Virologia

La Virologia, quizds con més propiedad que cualquier otra rama
de las ciencias biolégicas, puede considerarse enteramente un desarrollo
del siglo XX. Su nacimiento se atisbé en las postrimerias del siglo
XIX con observaciones germinales de Loeffler y Frosch con el agente
causal de la fiebre aftosa' y de Beijerinck con el del mosaico del
tabaco?. En ambos estudios se reconocié la naturaleza singular —in-
compatible con que se tratase de bacterias o de toxinas— de los agentes
de dichas enfermedades.

Durante la primera década del siglo XX se identificaron numerosos
virus como el virus de la fiebre amarilla por Reed y sus colaboradores,
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el virus de la peste aviar por Lode y Gruber, el de la rabia por Remlinger,
Riffat-Bay y Negri, o el de la poliomielitis por Landsteiner y Popper,
entre otros virus?.

Acontecimientos posteriores clave para el desarrollo de la Virologia
fueron la cristalizacién del virus del mosaico del tabaco por Stanley*
asi como el reconocimiento de la presencia tanto de &acido nucleico
como de proteina en este agente infeccioso®.

Los virus que infectan bacterias, denominados bacteriéfagos (o abre-
viadamente fagos) jugaron un papel central en el desarrollo tanto
de la Virologia como de la Biologia Molecular. Su existencia fue
propuesta inicialmente por Twort en 1915 y fueron descritos con
mayor detalle por d’Herélle en 1917%. Los fagos despertaron interés
como posibles agentes terapéuticos por su capacidad de lisar bacterias
patégenas. Aunque nunca hallaron una aplicacién terapéutica resulta
curioso que a finales del siglo XX ha renacido el interés por su
posible aplicacién antibacteriana, animado quizds por la creciente
prevalencia de bacterias patdégenas resistentes a uno o multiples an-
tibidticos.

La contribucién més fundamental de los bacteriéfagos al desarrollo
de la Biologia Molecular surgié de los trabajos de Delbriick y sus asociados
a partir de la década de los 40: el llamado grupo de los fagos («phage
group»)”. Delbriick y Luria tenian un convencimiento profundo de que los
fagos permitirian comprender la naturaleza de los genes y su funciona-
miento. Y mds provocativo todavia, buscaban afanosamente nuevos
«principios» que explicasen el comportamiento de los seres vivos y que
difiriesen de los principios de la fisica y de la quimica cuya naturaleza
aparecia como ya firmemente establecida.

A la caracterizacién del ciclo replicativo de los bacteriéfagos con
DNA sigui6 el cldsico experimento de Hershey y Chase que sugirié
que el material genético e infeccioso de los fagos era el acido de-
soxirribonucleico (DNA) y no la proteina®. Este experimento fue casi
coetdneo con la elucidacién de la estructura de la doble hélice del
DNA por Watson, Crick y Franklin. La conjuncién de los reultados
estructurales sobre el DNA con los del grupo de los fagos —con
Adams, Hershey, Luria y Delbriick como protagonistas més desta-
cados— revel6 de modo casi inmediato tanto la naturaleza de los
virus y de su material genético como las lineas generales que debian
regir su replicacién, a través de la sintesis de cadenas de DNA com-
plementarias a las de DNA molde, siguiendo las reglas de apareamiento
de bases: adenina con timina y guanina con citosina. Habia nacido
la biologia molecular.
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Los virus y su implicacion en la gran revolucion de la
biologia: la ingenieria genética

La segunda mitad del siglo XX deparé muchas sorpresas en el
desarrollo de la virologia y una gran revolucién que afectd, y sigue
afectando, a todo el ambito de la Biologia: la capacidad de aislar
y modificar de modo controlado el material genético de los organismos
vivos. Pero dentro de la Virologia cabe destacar nuevas observaciones.
Se demostré que la infectividad del virus del mosaico del tabaco también
residia en su dcido nucleico que era &acido ribonucleico (RNA) y no
DNA. Adems3s se aislaron numerosos virus cuyo material genético era
RNA, notablemente varios fagos® que diferian en sus propiedades re-
plicativas de los estudiados por Delbriick y sus asociados. En la década
de los 60 Spiegelman y su grupo desarrollaron el primer sistema de
replicacién en el tubo de ensayo, empleando uno de los fagos con RNA
que acababan de ser descubiertos: el bacteriéfago QB3. E1 RNA se copiaba
mediante una replicasa viral obtenida a partir de extractos de Esche-
richia coli infectada con el fago, un factor proteico de la misma bacteria
y ribonucleésido trifosfatos como sustratos monoméricos™®. Ello implicaba
que el material genético podia sintetizarse a partir de unos pocos com-
ponentes purificados, fuera del contexto de la célula viva. En esta
época Weissmann, trabajando en el grupo de Ochoa en Nueva York,
demostré que la replicaciéon del RNA del fago QB también tenia
lugar, como en el caso del DNA, a través de la sintesis de una
cadena de RNA de polaridad contraria a la del RNA presente en
el virus!!. La replicacién seguia las reglas de apareamiento de
bases ya establecidas para el DNA, ocupando el uracilo el lugar
de la timina. En el grupo de Ochoa de Nueva York se realizaban
en esta época experimentos muy fundamentales en Biologia Molecular
encaminados a elucidar el mecanismo de lectura del material genético
para la biosintesis de proteinas. Eladio Vifiuela y uno de nosotros
(M.S.) participaron activamente en estos avances'? que posteriormente
permitieron iniciar uno de los nucleos de desarrollo de la Biologia
Molecular y de la Virologia en Esparfia, en el Centro de Investigaciones
Bioldgicas.

En Nueva York, Eladio Vifiuela participé en el desarrollo de una
técnica de separacién de proteinas por electroforesis en medio des-
naturalizante que tuvo una gran utilidad para los andlisis de com-
posiciéon de virus y de mezclas de proteinas celulares, y que resulté
uno de los trabajos mas citados en la historia de la Biologia®s.
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El grupo iniciado en el Centro de Investigaciones Biolégicas por
Eladio Vifiuela y M.S. utilizé como sistema modelo el bacteriéfago ¢29
que infecta Bacillus subtilis. El estudio del fago 929 llevé a la elucidacién
por primera vez en Espafia de la estructura de un virus, asi como
su morfogénesis, con la identificacién de proteinas morfogenéticas,
que intervienen en la formacién del virus pero no forman parte del
virus maduro. Por otra parte, se caracteriz6 por primera vez una
proteina unida covalentemente a los extremos 5 del DNA viral, lo
que ha supuesto un nuevo mecanismo de iniciaciéon de la replicacién
del DNA del virus. Este tipo de proteinas unidas a acidos nucléicos
virales, implicadas en la iniciacién de la replicacién, se encuentran
en virus de animales y de plantas de un gran interés sanitario y
econdémico, como, por ejemplo, adenovirus, el virus de la poliomelitis,
el de la fiebre aftosa, etec.!*,

El sistema de replicaciéon del RNA de QB in vitro, desarrollado
por los grupos de Spiegelman y Weissmann, sigue siendo uno de los
sistemas m4ds eficaces para la replicaciéon de un RNA viral y permiti6
realizar una década més tarde los primeros experimentos de muta-
génesis dirigida'® y revelar una alta tasa de error durante la replicacién
del fago QB'. Las altas tasas de error calculadas por primera vez
por Weissmann y sus asociados son una caracteristica compartida por
otros virus RNA de animales y plantas y subyacen al poder de adaptacién
y de persistencia de muchos virus patégenos. El problema de la va-
riabilidad genética de los virus RNA sigue actualmente investigdndose
en el Centro de Biologia Molecular «Severo Ochoa» por uno de nosotros
(E.D.), como continuacién de un grupo de trabajo que se inici6 en
colaboracién con Juan Ortin en 1978.

Uno de los mayores logros de la Virologia del siglo XX fue la
determinaciéon por Fiers y sus colaboradores de la secuencia de nu-
cleétidos del genoma completo del fago MS2, emparentado con el fago
QB. Este logro!® representé la primera estructura completa de un genoma
dotado de capacidad replicativa, una de las propiedades fundamentales
que definen la vida. El mecanismo de replicaciéon de los fagos RNA
resulté un modelo adecuado para otros virus RNA de animales y plantas
que, aunque con diferencias en el detalle molecular, se multiplican a
través de una cadena de RNA complementario a la cadena presente
en las particulas virales.

No obstante, el modelo replicativo a través de moléculas de RNA
de secuencia y polaridad complementarias no era universal y la ex-
cepcidén propicidé uno de los pilares en los que se asent6 la gran revolucién
de la Biologia.
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Retrotranscriptasa o el fin del dogma de la biologia molecular

El desarrollo de la Biologia Molecular hasta 1970 habia conducido
a una generalizacién acerca del flujo de la informacién genética en
los organismos vivos que puede representarse como:

@)NA - RNA - Proteina

en el que la flecha en forma de circulo representa la replicacién del
material genético y las flechas horizontales el flujo irreversible de in-
formacién mediante dos procesos de expresién genética: la transcripcién
o copia de DNA en RNA y la traduccién o copia del mensaje genético
en forma de cadena de aminodcidos. La transcripcién originaba las
distintas formas conocidas de RNA: ribosomal, mensajero, de trans-
ferencia y varios RNAs de bajo peso molecular. La traduccién era el
proceso clave para generar tanto proteinas estructurales como enzi-
maticas, sometidas frecuentemente a modificaciones post-traduccionales
(procesamiento proteolitico, fosforilacién, glicosilacién, acetilacién, etc.)
y cuyo estudio constituia la materia central de la Bioquimica. El flujo
de informacién genética DNA — RNA — Proteina era cono-
cido como el «dogma de la Biologia Molecular», tal era la conviccién
sobre su veracidad general.

El dogma se quebré a comienzos de la década de los 70 con el
descubrimiento por Baltimore y Temin de una enzima presente en un
grupo de virus animales, que actualmente reciben el nombre de re-
trovirus, y que era capaz de copiar RNA en DNA: la transcriptasa
en reverso o retrotranscriptasal®. El esquema del flujo de informacién
genética debia reescribirse:

@NA : RNA - Proteina

Los retrovirus contienen esta enzima en sus particulas porque su
ciclo replicativo incluye una etapa de DNA que se integra en el DNA
celular. La sintesis de RNA y proteinas viricas ocurre a partir del
DNA integrado, denominado DNA proviral. La retrotranscriptasa carece
de especificidad de molde y a partir de un iniciador adecuado permite
copiar cualquier RNA en DNA. Ello incluye a RNAs mensajeros celulares
codificantes de proteinas con importantes propiedades biolégicas (como
enzimas, hormonas, citoquinas, factores de crecimiento, etc.) cuyo men-
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saje queda registrado en forma de DNA. El DNA puede ser transferido
a vectores plasmidicos o viricos para su amplificacién y manipulacion.
Ello fue posible por el desarrollo paralelo de la enzimologia del DNA,
que permitié disponer de una bateria de enzimas capaces de alterar
DNA de un modo que no resultaba practicable con RNA?.

El papel de los virus en el desarrollo de la ingenieria
genética

Varias actividades enzimadticas que permitian la sintesis y modi-
ficaciéon de moléculas DNA fueron caracterizadas a nivel funcional y
estructural durante la segunda mitad del siglo XX: DNA polimerasas,
DNA ligasas, polinucleétido quinasas, exonucleasas y endonucleasas
de restriccién, entre otras. Precisamente las endonucleasas de restriccién
de tipo II, que reconocen y cortan el DNA en secuencias especificas,
permitieron obtener fragmentos definidos que se conocen como frag-
mentos de restriccién. Las DNA ligasas hicieron posible la unién de
fragmentos de DNA de origenes distintos para formar DNA quiméricos,
el punto inicial de la manipulacién tanto de DNAs viricos, como bac-
terianos y celulares. Cabe destacar que en el grupo de Eladio Vifiuela
y uno de nosotros (M.S.) se utilizaron por primera vez en Espafia las
endonucleasas de restriccién, concretamente la EcoRI, con la que Marta
R. Inciarte y José M? Lazaro construyeron el primer mapa fisico del
DNA de 29, y su correlacién con el mapa genético®’.

Los virus tuvieron una presencia importante en el desarrollo de
la ingenieria genética y a su vez ésta aceleré muy notablemente el
desarrollo de la Virologia. Los primeros DNA quiméricos construidos
por Berg?? y sus asociados contenian fragmentos de DNA de un virus
animal, el SV40 —un papovavirus de ratén— y de un virus bacteriano
—el bacteriéfago A—. Ello permitia a la quimera su replicacién tanto
en células animales como bacterianas. El empleo de vectores bacterianos,
tanto plasmidicos como virales, para el clonaje y expresién en grandes
cantidades de proteinas de interés, constituye una de las principales
aplicaciones de la ingenieria genética y el origen de una nueva rama
de la biologia aplicada: la biotecnologia.

El empleo de la retrotranscriptasa de retrovirus y la capacidad
de cortar y religar DNA no solo constituye una herramienta muy im-
portante para investigaciones en Biologia Molecular y Celular sino
que ha hallado una amplisima aplicacién en la industria farmacéutica.
RNAs mensajeros que codifican productos de interés médico, veterinario
o agricola (como son hormonas, citoquinas, factores de resistencia a
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infecciones, etc.) pudieron ser copiados en DNA, éste transferido a
vectores para su amplificacion y expresion en sistemas eucariéticos o
procariéticos, y el producto de expresién purificado y ensayado para
una posible comercializacién.

A este desarrollo contribuyeron de modo definitivo las técnicas de
secuenciacién rédpida de dcidos nucleicos que alteraron los disefos ex-
perimentales de la genética cldsica.

Secuenciacion de nucleédtidos y genética inversa: alterar
antes de ensayar

Durante la década de los 70 se pusieron a punto dos métodos de
secuenciacién de dcidos nucleicos que incrementaban varios ordenes
de magnitud la rapidez de determinacién de secuencias por los pro-
cedimientos cldsicos. Se trata del método de modificacién quimica de
Maxam y Gilbert y el de sintesis enzimatica y terminacién de cadenas
de Sanger?. El método enzimadtico es el que finalmente se ha impuesto
y adaptado a tecnologia informatizada de secuenciacién automatica.
Al desarrollo de esta metodologia contribuyé decisivamente poder dis-
poner de fragmentos de restriccion especificos y puros obtenidos a partir
de DNAs plasmidicos y virales de baja complejidad.

Las primeras secuencias de nucleétidos realizadas en Espaia, las
de los extremos del DNA del fago 929, fueron obtenidas por Cristina
Escarmis, trabajando con M.S.%.

En Espafia todos los ntcleos importantes de Virologia bacteriana,
animal y de plantas han adaptado las técnicas de DNA recombinante
y secuenciaciéon de DNA como rutina de laboratorio para abordar pro-
blemas de indole bdsica o aplicada. En el capitulo de secuenciacién
de genomas viricos destaca la determinacién de la secuencia completa
del genoma del virus de la peste porcina africana por Eladio Vifiuela
y su equipo?. La peste porcina africana representé durante mucho
tiempo un importante problema econémico para Espafia porque impedia
la exportacion de cabafia porcina y de sus productos derivados. Deseamos
destacar la contribucién del grupo de Eladio Vifiuela al desarrollo de
la genética e inmunologia del virus, lo que propici6é que sea considerado
el Uinico miembro de una nueva familia de virus DNA altamente com-
plejos?. Los trabajos del grupo de Eladio Vifiuela, junto con otros de
indole m4és préctica en el Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias,
con la participacién del grupo de José Manuel Sdnchez Vizcaino, cul-
minaron en la erradicaciéon de la enfermedad en Espana en 1995, con
los consiguientes beneficios de tipo econémico.
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Gracias a la secuenciacion rapida de dcidos nucléicos se pudo conocer
con gran precisién el mensaje genético en virus, bacterias y células
eucariéticas, abriendo el camino a andlisis estructurales y funcionales
mads rigurosos. Asimismo, el creciente ntimero de secuencias propici6
el desarrollo de la biologia evolutiva mediante comparaciones de genes
con funcién parecida presentes en distintos tipos de virus, microorga-
nismos o células eucariéticas. Bases de datos de secuencias, asequibles
a todos los investigadores mediante procedimientos electrénicos, han fa-
cilitado grandemente las tareas de la Virologia comparativa y evolutiva.

La conjuncién de técnicas de recombinacién de DNA in vitro®*??
con las de secuenciacién de nucleétidos®® permitié también obtener
genes con modificaciones de secuencia especificas y preseleccionadas. Tales
disefios experimentales se conocen con el nombre de técnicas de muta-
génesis dirigida y permiten ensayar las consecuencias funcionales de al-
teraciones especificas en zonas reguladoras o codificantes!®?, En el caso
de virus, copias en DNA de genomas enteros, pueden producir progenie
infecciosa al ser introducidos los DNAs o sus productos de transcripcion
en células susceptibles?’. Por tanto, genes virales alterados pueden ser
introducidos en clones infecciosos para analizar el efecto de las alte-
raciones sobre las distintas etapas del ciclo replicativo del virus.

Al conjunto de técnicas con las que primero se altera el material
genético de modo diseflado y controlado, y posteriormente se analizan
las consecuencias de la alteracién, se conoce como genética inversa (o
genética en reverso). Este término subraya la diferencia de disefio con
respecto a la metodologia de la genética cldsica consistente en una mu-
tagénesis al azar y la subsiguiente busqueda de mutantes con un de-
terminado comportamiento, para finalmente mapear el sitio de la lesién.

Mas recientemente, la amplificacién de genes mediante la reaccién
de la polimerasa en cadena (PCR) empleando DNA polimerasas ter-
moestables se ha convertido en una técnica muy potente para el de-
sarrollo de la Virologia. Permite obtener cantidades analizables de DNA
a partir de una sola molécula molde, lo que convierte al PCR en un
método altamente sensible para el diagnéstico de virus, con la posibilidad
de determinar secuencias de genomas virales a partir de cantidades
minimas provenientes de muestras biolégicas®.

Genes discontinuos: intrones, exones y procesamiento

del RNA

La primera evidencia de que los genes eucariéticos no eran colineares
con los RNA mensajeros maduros y los productos de traduccién que
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codificaban, se obtuvo con adenovirus, un virus humano patogénico
que ha jugado un papel importante en el desarrollo de la Virologia.
Las regiones codificantes de proteina en células eucaridticas, asi como
en muchos virus que las infectan, se hallan muy frecuentemente in-
terrumpidas por zonas no codificantes denominadas intrones?. Ello
implica que los productos primarios de la transcripcién son RNAs que
deben ser procesados para dar los RNA mensajeros funcionales, en
un proceso de rotura y religamiento («splicing») sometido a multiples
mecanismos de regulacion, en cuya investigacién los virus siguen ac-
tualmente teniendo un papel relevante.

La complejidad de la estructura de los genes eucariéticos constituye
una de las dificultades para la manipulaciéon de organismos enteros tanto
para fines terapéuticos (terapia génica) como de investigacion (produccién
de animales transgénicos). No obstante, animales con genes especificos
delecionados o silenciados (<knock out») se han convertido en una herra-
mienta importante para entender procesos de infeccién virica in vivo.

De genes a proteinas y a imagenes: protedomica

Un aspecto complementario a la capacidad de identificar, aislar y
modificar material genético es el del estudio estructural y funcional
de proteinas. Las interacciones virus-célula y las perturbaciones ce-
lulares como resultado de las infecciones viricas ocurren en gran medida
con la participacion de proteinas. Actualmente se ha impuesto el término
de proteémica para designar a un conjunto de técnicas cuyo objetivo
es abordar la relacién entre la estructura y la funcién de las proteinas,
técnicas que son el contrapunto del campo de la genémica delineado
en parrafos anteriores.

Para la Virologia resulté de una gran importancia la preparacién de
anticuerpos monoclonales, con los que se pudieron definir epitopos in-
dividuales en las proteinas de superficie de virus patégenos®. Los an-
ticuerpos monoclonales permitieron identificar sitios antigénicos con
precisiéon molecular y abrieron el campo del disefio mds racional de nuevas
vacunas antiviricas, un area de investigacién muy activa en la actualidad.

La proteémica hace hincapié en nuevos métodos para la separacién
de mezclas complejas de proteinas —mediante ténicas electroforéticas
y cromatograficas con alto poder de resolucién— asi como micrométodos
para determinar masas molares de fragmentos proteicos y secuencias
de aminoacidos —mediante técnicas fisicas como la espectrometria de
masas—.
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Varios grupos espaiioles son muy activos en los diversos campos
de la proteémica, a menudo organizados en forma de servicios técnicos
adheridos a Universidades y a Centros del CSIC. Estos grupos repre-
sentan un importante apoyo a la Virologia.

La determinacién de estructuras tridimensionales de proteinas virales
y de virus enteros empleando métodos de difraccién de rayos X estd
jugando un papel muy importante en la Virologia actual. Se han cris-
talizado numerosos virus sin envuelta tanto de animales como de plantas,
aunque todavia no ha sido posible cristalizar virus enteros con una envuelta
lipidica. No obstante, la cristalizacién de proteinas de superficie que se
insertan en envueltas lipidicas virales ha permitido la resolucién a nivel
atomico de dominios funcionalmente importantes como son los que in-
teraccionan con receptores celulares o con anticuerpos que neutralizan
la infectividad del virus. El ejemplo més cldsico es el de la hemaglutinina
del virus de la gripe humana. Actualmente, varios grupos tanto de quimica
sintética —produccién de péptidos viricos antigénicos— como de anadlisis
estructurales, situados en Universidades y Centros del CSIC estan rep-
resentando un importante apoyo a proyectos de Virologia en curso.

Desde su invencién en la primera parte del siglo XX la microscopia
electrénica ha sido una herramienta fundamental para el desarrollo
de la Virologia. Recientemente, métodos de reconstrucciéon de iméagenes
tanto de virus enteros como de complejos entre virus y ligandos (re-
ceptores, anticuerpos) con procesamiento de muestras nativas a muy
bajas temperaturas —criomicroscopia electréonica— estéan proporcionan-
do nueva informacién sobre relaciones estructura-funcién y aclarando
en gran medida datos obtenidos con estudios genéticos.

Eladio Vifiuela, a cuya memoria se dedica este volumen, tuvo la
vision de que el desarrollo de la Virologia requeria una confluencia
de abordajes experimentales complementarios, apoyada en técnicas dis-
tintas. El entendimiento profundo de un virus, en cualquier faceta
de su ciclo de infeccidn, no puede prescindir ni de la genética ni de
la biologia estructural, ni de la inmunologia, ni de la evolucién, ni
de la enzimologia, entre otras disciplinas relacionadas. El relato del
progreso de la Virologia a lo largo de la segunda mitad del siglo XX
es una confirmacién de la visién de Eladio Vinuela sobre la interdis-
ciplinaridad de la Virologia.

Perspectivas de la Virologia para el siglo XXI

Elrelato histérico de parrafos anteriores ha subrayado los desarrollos
metodolégicos que han permitido un conocimiento detallado de los virus,
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sus mecanismos de replicacién y las interacciones con sus hospedadores.
(Qué conclusiones generales pueden derivarse de los estudios de la
Virologia empleando las nuevas herramientas del manejo de DNA re-
combinante ? A nuestro entender hay dos palabras clave que podrian
considerarse definitorias: complejidad y diversidad. Es dificil en Viro-
logia establecer generalizaciones tanto respecto a la estructura como
al comportamiento de los virus. Cada grupo de virus aparece como
un universo Unico y fascinante merecedor de estudio. En los siguientes
parrafos aventuramos, aun a riesgo de equivocarnos, algunos de los
desafios y lineas de investigacién que deberian caracterizar a la Virologia
en las préximas décadas y cudl puede ser el papel de los grupos espafioles
en tales desafios.

Los virus deberdn seguir siendo sistemas modelo para elucidar me-
canismos de replicacién de DNA y su expresion en RNA y proteinas.
Dada su simplicidad y facilidad de manejo, en especial la de los virus
bacterianos, se seguirdn utilizando para descifrar mecanismos baésicos,
tanto desde el punto de vista del conocimiento molecular de la compleja
maquinaria replicativa como de los mecanismos que controlan la ex-
presién de los genes. Todo ello, sin duda, serd extrapolable a otros
sistemas maéas complejos.

El empleo de virus para transferencias de genes heterélogos, en
particular con fines de terapia génica, requerird investigaciones bésicas
encaminadas a alcanzar una mayor especificidad de transferencia a
células diferenciadas especificas y a dianas preseleccionadas del DNA
de la célula receptora. Ello requerird un mejor conocimiento de los
receptores y correceptores presentes en cada tipo de célula diferenciada
y de sus afinidades por distintos variantes viricos. Asimismo, un esfuerzo
considerable deberd dirigirse a evitar la respuesta inmune frente a
los propios vectores virales. Varios aspectos de seguridad en la ma-
nipulacién genética de organismos enteros también quedan condicio-
nados a dichas mejoras de especificidad. Los aspectos éticos de estas
manipulaciones, principalmente cuando repercutan en alteraciones de
la linea germinal humana, serdn probablemente objeto de creciente
debate en nuestra sociedad. El desarrollo de nuevos vectores virales
para transferencias génicas estd llamado a ser un capitulo importante
de la Virologia del siglo XXI.

Respecto al propio conocimiento de los virus y de sus ciclos infectivos,
quedan multitud de tareas a completar, dificiles de enumerar por lo
extenso de su contenido. Cabe destacar que se conocen de modo muy
rudimentario procesos tan esenciales como son la penetracion de par-
ticulas virales a través de la membrana celular, las bases moleculares
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del desensamblaje de los viriones para liberar su material genético
en el interior de la célula, los mecanismos que regulan las cantidades
de distintas proteinas viricas para que se de la estequiometria adecuada
en cada etapa del ciclo replicativo, el proceso de ensamblaje de las
particulas con reconocimientos especificos entre acidos nucléicos y pro-
teinas y el mecanismo de salida de las particulas infecciosas al exterior
de la célula. Al igual que ha ocurrido histéricamente, la elucidacién
del detalle molecular de las distintas etapas enumeradas aqui, puede
tener una aplicacién al mejor conocimiento de procesos celulares basados
también en interacciones entre proteinas y entre acidos nucleicos y
proteinas.

El estudio de las distintas etapas de la replicacién de virus patégenos
—notablemente el virus de la inmunodeficiencia humana y retrovirus
relacionados, el virus de la hepatitis C y otros posibles virus hepaticos
patégenos cuya existencia se sospecha, asi como nuevos virus emergentes
como arenavirus y hantavirus— podrian definir nuevas dianas tera-
péuticas para el disefio de inhibidores antivirales. A pesar de ingentes
esfuerzos por parte de la industria farmacéutica, existe un nuimero
muy limitado de agentes antivirales eficaces y uno de los desafios de
la Virologia es traducir en aplicaciones précticas el bagaje de conoci-
mientos béasicos acumulado hasta ahora. El disefio de nuevos agentes
antiviricos constituye un ejemplo de lo importante de mantener una
estrecha coordinacién entre la investigaciéon bédsica y la investigacién
aplicada.

El examen de las vacunas antivirales que se emplean en la actualidad
revela que tan sélo unas pocas se han basado en los nuevos métodos
de la ingenieria genética. Una de las excepciones mds notables es la
vacuna contra el virus de la hepatitis B, cuya administracién no ha
redundado en un control de la infeccién viral y de sus secuelas tan
efectivo como podia anticiparse. Probablemente ello se deba a la falta
de cobertura de la vacuna, asociada a los conflictos socioeconémicos
que azotan buena parte del planeta, haciendo inaccesibles medidas
preventivas y terapéuticas. Claramente el mapa de prevalencia de en-
fermedades infecciosas solapa con el mapa del subdesarrollo, y los
problemas derivados de la pobreza en el mundo seran un impedimento
para la aplicacién préactica de los conocimientos de la Virologia y de
la Medicina en general.

Para numerosas enfermedades viricas tan importantes como son
la hepatitis asociada al virus de la hepatitis C o el SIDA no existe
ningun tipo de vacuna eficaz. Se dan varias circunstancias para explicar
el escaso progreso en el disefio de vacunas para prevenir estas im-
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portantes enfermedades. Una es de tipo econémico, por las pocas pers-
pectivas de rentabilidad percibidas por la industria farmacedtica, incluso
en el caso de que las vacunas mostraran buena eficacia. Otra cir-
cunstancia, relacionada con la anterior, es la gran diversidad genética
y antigénica de las poblaciones virales que circulan en el mundo, y
que hard necesario en muchos casos preparar una vacuna distinta
para cada zona geografica en donde se dé la enfermedad. Ademas, la
heterogeneidad de los aislados virales (heterogeneidad incluso dentro
de la poblacién que replica en un individuo infectado) hace que sea
necesario que la vacuna incluya multiples determinantes antigénicos
capaces de estimular de modo efectivo tanto la rama humoral (pro-
duccién de anticuerpos) como la rama celular (induccién de células T
citotoxicas y células T cooperadoras con los linfocitos productores de
anticuerpos) del sistema inmunitario. El caracter multivalente de las
vacunas antivirales es necesario para disminuir las probabilidades de
seleccién de virus que puedan escapar a la respuesta inmune inducida.
Hasta 1994, el 90% del esfuerzo en el disefio de vacunas para la
prevencion del SIDA se basaba en sintesis de péptidos que reproducian
un sitio antigénico situado en una proteina de la superficie del virus,
precisamente la estrategia més inadecuada para tratar de producir
una vacuna eficaz frente a un virus tan variable como es el de la
inmunodeficiencia humana. Afortunadamente, se estd aceptando cada
vez de modo mas generalizado que las vacunas m&s prometedoras
son aquellas consistentes en virus vivos atenuados o inactivados, in-
dependientemente de consideraciones de seguridad que indudablemente
deben ser también abordadas. Es muy probable que el desarrollo de
nuevas vacunas sea un campo de gran actividad en la Virologia del
siglo XXI.

Conceptos paralelos a los delineados para el disefio de vacunas
son aplicables al empleo de inhibidores antivirales. Es necesaria la
aplicacion de varios inhibidores simultdneamente —lo que se conoce
como terapia de combinacién— para disminuir la probabilidad de se-
lecciéon de virus capaces de escapar a las acciones de inhibidores. El
empleo de un solo inhibidor antirretroviral para controlar el virus de
la inmunodeficiencia humana cuando se dispuso de los primeros in-
hibidores de este virus representé un experimento a gran escala que
demostré la seleccién sistematica de virus resistentes a cada uno de
los inhibidores administrados de forma individual. En cambio, mediante
terapia de combinacién con tres o mds inhibidores —conocida como
terapia altamente agresiva— que ha sido implementada en los tltimos
afos, se ha reducido grandemente la replicacién viral y se ha alargado
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espectacularmente la esperanza de vida de personas infectadas por
el virus de la inmunodeficiencia humana. La busqueda de nuevos in-
hibidores eficaces y con menos efectos secundarios que los producidos
por los inhibidores disponibles actualmente, constituye un importante
desafio para la Virologia, no solamente para el control del SIDA sino
también de numerosas enfermedades emergentes y reemergentes que
tienen una etiologia viral.

El mundo biolégico, tanto el celular como el virico, se halla en
constante evolucién. Las dificultades para el control de enfermedades
viricas apuntadas en parrafos anteriores, tienen su raiz en parte en
este elevado dinamismo genético de las poblaciones de virus que replican
en los organismos infectados. Para virus RNA las tasas de error durante
la replicacién alcanzan valores promedio de una a dos mutaciones
introducidas por cada genoma copiado durante la replicacion. Tanto
estudios tedricos como observaciones experimentales convergen en in-
dicar que estas tasas de error se hallan muy cercanas a las méximas
tolerables para el mantenimiento de la informacién genética del virus.
Por ello, en los dltimos afios ha surgido interés en una nueva estrategia
antiviral consistente en la aplicaciéon de drogas que en vez de inhibir
la replicacién viral, disminuyan la fidelidad de copia hasta el punto
de que el virus perdiera su identidad genética y su infectividad. Esta
transicién, denominada entrada del virus en catdstrofe de error, sera
probablemente objeto de exploracién en los préximos afios®!.

Se han descrito unas cuarenta nuevas enfermedades viricas emer-
gentes (desconocidas hasta hoy dia) o reemergentes (nuevas para una
cierta area geografica), que incluye nuevas enfermedades asociadas a
agentes no convencionales (priones). El SIDA no es un caso tnico y
los expertos predicen que un conjunto de factores socioeconémicos (des-
nutricién, conflictos bélicos que obligan a migraciones, grandes aglo-
meraciones urbanas, etc.) y ambientales (el cambio climAatico,
construccién de pantanos que proporcionan grandes superficies de agua
en las que proliferan larvas de insectos transmisores de virus, etc.)
hara inevitable la aparicién de nuevas enfermedades viricas en el futuro.
Ello representa un importante desafio para la Virologia tanto en aspectos
bdasicos para entender los mecanismos de replicaciéon de los nuevos
virus como para habilitar métodos de diagndstico, prevencién y terapia.

No solamente las poblaciones viricas son muchisimo méds complejas
y dindmicas de lo sospechado tan solo hace dos décadas, sino que las
interacciones virus-célula muestran una complejidad elevadisima. La
célula responde a la infeccién viral mediante mdultiples cambios en
los niveles de expresiéon de numerosos RNAs y proteinas. Nuevas téc-
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nicas analiticas basadas en hibridaciones selectivas a oligonucleétidos
fluorescentes y métodos informatizados de deteccién, empiezan a entrar
en escena. En particular, detecciones basadas en microchips (o «mi-
croarrays») de DNA podran proporcionar tanto una visién global de
las perturbaciones de expresion de genes celulares como una descripcion
maés detallada de la composicién genética (distincién entre genomas
mayoritarios y minoritarios) de las poblaciones virales®’. Creemos que
la aplicacion de nuevas técnicas fisicas de andlisis, apoyadas en el
desarrollo de la informadtica, también contribuird al desarrollo de la
Virologia en el siglo XXI. Un ntimero considerable de virélogos espafioles
especialistas tanto en aspectos bdsicos como aplicados, relacionados
con virus de bacterias, virus animales, virus de plantas y replicones
subvirales, han alcanzado reconocimiento a nivel internacional, y sin
duda contribuirdan a resolver los multiples desafios que se plantean
en Virologia.
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