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El origen de nuestro grupo se remonta a 1975 cuando
Rubén Lopez y Concepcidn Ronda regresaron al viejo Centro
de Investigaciones Bioldgicas de Madrid después de una
estancia en el laboratorio de Alexander Tomasz de la Roc-
kefeller University (Nueva York). Desde entonces y durante
casi 40 afios, Streptococcus pneumoniae (neumococo) ha
constituido el leitmotiv de nuestro quehacer. Neumococo
es un patégeno humano muy importante y causa frecuen-
te de meningitis, sepsis, neumonia, otitis media, etc., en
nifilos menores de 5 afos y adultos de edad avanzada. Se
calcula que, globalmente, esta bacteria es responsable
directa de la muerte de entre 700 000 y un millén de nifios
al afo. Ademas de la ya clasica vacuna 23-valente, en 2001
y 2010, respectivamente, se licenciaron en nuestro pais
vacunas compuestas por 7 y 13 polisacaridos capsulares
conjugados a una proteina portadora. La vacuna 13-valente
se recomienda para nifios y jovenes a partir de 6-8 semanas
de vida y hasta los 17 afios, ademas de estar indicada para

adultos mayores de 50. A pesar de estas medidas preventi-
vas, la realidad es que se ha producido un reemplazamien-
to de los tipos capsulares (se han descrito, al menos, 94
serotipos) y no esta demostrado que la vacunacion de la
poblacion infantil sea coste-efectiva.

A lo largo de casi 40 afios, el interés cientifico del grupo
se ha centrado en diferentes aspectos de la biologia de
neumococo entre los que se pueden mencionar: 1) enzimas
liticas de pared o peptidoglican hidrolasas (PgH), 2) fagos,
3) bases moleculares de la biosintesis capsular, 4) forma-
cion de biofilmes y 4) desarrollo de nuevas terapias. Como
veremos a continuacion, las estrechas relaciones genéticas
existentes entre las PgH del huésped y sus fagos han con-
ducido a una co-evolucion de los apartados 1y 2.

Segln Maclin McCarty, neumococo posee «tendencias sui-
cidas». Con esta afirmacion, McCarty (uno de los tres des-
cubridores de que el DNA constituye la base de la herencia
genética) queria significar que S. pneumoniae posee una
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enzima autolitica sumamente potente (una N-acetilmura-
mil-L-alanina amidasa; NAM-amidasa) que produce la lisis
y muerte celular poco después de que el cultivo entre en la
fase estacionaria. En 1985 fuimos capaces de clonar, secuen-
ciar y expresar, en Escherichia coli, el gen lytA que codifica la
principal autolisina neumocécica lo que, en aquel momento,
supuso la primera clonacion y expresion funcional de una
autolisina bacteriana. El aislamiento y caracterizacion mole-
cular de diversos mutantes y la clonacién de este gen en
neumococo usando un mutante delecionado en lytA permi-
tieron la definicion precisa de algunas de las funciones de la
NAM-amidasa LytA. Ademas, la obtencion de estos mutantes
posibilito la identificacion de otras PgH de neumococo entre
las que cabe mencionar Pce (una fosforilcolinesterasa), LytC
(una lisozima autolitica a la temperatura del tracto respi-
ratorio superior) y la glucosaminidasa LytB responsable de
la separacion de las células hijas al final de la division. EL
desarrollo de un método de purificacion de estas proteinas
en un solo paso cromatografico ha facilitado la obtencion
de numerosos datos fisicoquimicos, asi como el estudio de
la relacion estructura-funcion de varias proteinas de unién
a colina o choline-binding proteins (CBPs) que se han conse-
guido cristalizar. Estos trabajos se realizan en colaboracién
con los grupos de Margarita Menéndez y Juan Hermoso del
Instituto Rocasolano (CSIC). Asimismo, hay que resaltar la
colaboracion con el los grupo de José Manuel Pingarron,
de la Universidad Complutense y de Jesls Mingorance del
Hospital La Paz de Madrid, que ha dado como resultado el
desarrollo de un genosensor basado en la amplificacion por
PCR de una region especifica del gen lytA que permite la
identificacion precisa de neumococo de manera rapida y con
mucha sensibilidad.

El aislamiento y caracterizacion de diversos fagos que
infectan a neumococo ha constituido uno de nuestros
mayores intereses. Ademas de estudios sobre los mecanis-
mos de replicacion de diversos fagos, incluyendo los fagos
Cp's que contienen una proteina unida covalentemente a
su genoma, a lo largo de los afios hemos estudiado las
enzimas liticas (endolisinas) responsables de la liberacion
de la progenie al final del ciclo litico del fago. En 1988,
caracterizamos molecularmente la lisozima Cpl-1, la primera
enzima litica codificada por un fago de neumococo. De la
comparacion de las secuencias de LytA y Cpl-1, propusi-
mos que las enzimas liticas de neumococo y sus fagos son
proteinas modulares construidas segln un patrén en que
la mitad de la proteina (normalmente la N-terminal) es
la responsable de la actividad catalitica mientras que la
C-terminal reconoce al sustrato insoluble, la pared celular.
Con el tiempo, se han clonado, secuenciado y expresa-
do un buen nimero de endolisinas codificadas tanto por
fagos liticos como atemperados de neumococo y especies
proximas.

El esquema que ha resultado de todos estos estudios es
que, a excepcion de la lisozima Cpl-7 codificada por un fago
de la familia Cp, todas las demas PgH de neumococo y sus
fagos son enzimas modulares que pertenecen a la familia
de las CBPs. Cpl-7 es un caso especial ya que es capaz
de degradar las paredes celulares independientemente de

que contengan o no colina (la colina es un aminoalcohol
caracteristico de los acidos teicoicos y lipoteicoicos de
neumococo). En los altimos afios y en colaboracién con
Jose Yuste del Centro Nacional de Microbiologia del ISCIII,
se ha demostrado que las PgH de neumococo estan impli-
cadas de manera directa en la virulencia de este patdgeno
desempefiando un papel muy importante en la evasion de
los mecanismos de defensa del huésped y siendo funda-
mentales tanto para la colonizacién de la nasofaringe como
para el desarrollo de la enfermedad neumocécica invasiva.

A pesar de su importancia histérica en los estudios de
transformacion genética, la secuencia y organizacion de los
genes capsulares no empez6 a ser desvelada hasta 1993.
Aunque hoy se conoce la estructura del cluster responsa-
ble de la biosintesis de los 94 tipos capsulares, fueron
datos obtenidos en nuestro laboratorio los que permitieron
demostrar que existen dos tipos de organizaciones géni-
cas: los serotipos 3 y 37 se sintetizan mediante una sola
glicosiltransferasa (sintasa) mientras que el resto de los
polisacaridos requieren una proteina tipo Wzy que actia
catalizando la polimerizacion de las unidades repetidas que
forman parte del polisacarido. Ademas, demostramos que el
gen galU, que codifica una UDP-glucosa pirofosforilasa, es
esencial para la biosintesis capsular.

Solo muy recientemente se ha puesto en evidencia la
capacidad de neumococo para formar biofilmes y nuestro
laboratorio ha contribuido a ello. Ademas de demostrar que
algunas CBPs y otras proteinas son importantes en este
proceso, hemos aportado pruebas directas de la existencia
de DNA extracelular y, al menos, un polisacarido, entre las
sustancias poliméricas extracelulares del biofilm neumoco-
cico. Por otro lado, hemos demostrado el poder de algunas
PgH para deshacer los biofilmes de S. pneumoniae in vitro.

Las PgH, tanto las de origen fagico como la propia
NAM-amidasa LytA, han demostrado ser enzimas promete-
doras que poseen actividad antibidtica (enzibiéticos) en
modelos murinos de infeccion neumococica y, dado que
son eficaces en aislados clinicos de S. pneumoniae mul-
tirresistentes, poseen un futuro prometedor por si solas
o en terapias combinadas con antibiéticos tradicionales.
Actualmente se esta investigando el potencial terapéutico
antineumocdcico tanto de farmacos de uso clinico con otras
aplicaciones como nuevos compuestos inhibidores de las
PgH y, en un sentido méas amplio, de las CBPs.
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Nuestro grupo de investigacion posee una amplia expe-
riencia en la clonacion y explotacion de genes de potencial
industrial. Comenzando su actividad como grupo en el afio
1983, encuadrado dentro del grupo de Biotecnologia perte-
neciente al Departamento de Microbiologia y Parasitologia
de la Facultad de Farmacia de la USC.

La actividad del grupo se centra fundamentalmente
en moléculas con alto potencial biotecnolégico en los
ambitos farmacéuticos, de ingenieria de procesos y tec-
nologia de alimentos. Siendo una de nuestras lineas de
investigacidn la expresion de proteinas con actividad
enzibiotica.
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