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RESUMEN

Existiendo en los océanos y mares, preferentemente en zonas tropicales y
subtropicales, donde abundan los protozoos del género Dinoflagelado, los peces y
mariscos que comen €stos, o en cadena como otros que ya han ingerido estas biotoxinas
que poseen los microorganismos mencionados, al ser ingeridos por el hombre éste
contrae la intoxicacion llamada Ciguatera, la que presenta una sintomatologia muy
especial, y s6lo desaparecen las secuelas con el tratamiento por Manitol.

Palabras clave: Ciguatera.- Biotoxinas marinas.- Toxicologia.- Tratamiento
SUMMARY

The ciguatera: Intoxication by Sea biotoxines

There are protozoos in oceans and seas, mainly in tropical and subtropical
zones, that are eating by fishes and seafoods or by others. Then when the man eat those
aliments are intoxicated and the illness is called “Cigiiatera”. This illness have a special
sintomatology and the symptoms only desapeared with a treatment with Manitol.

Key words: Ciguatera.- Sea biotoxines.- Toxicology.- Treatement.

La Ciguatera es una intoxicacién ocasionada por ingerir pescado
ciguatado. El pez se ciguata al ingerir biotoxinas marinas. En el hombre
es una intoxicacion aguda como resultado de haber comido ciertos peces
tropicales o subtropicales que habitan en zonas de arrecifes coralinas
proximos a las costas y que han adquirido esas biotoxinas.
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Se considera que mas de 400 (cuatrocientas) especies de peces,
incluyendo los de alto valor alimenticio han sido asociados, mejor dicho
relacionados con estas toxinas marinas.

Las especies de mayor riesgo son los herbivoros, y los carnivoros
que se encuentran en las zonas comprendidas entre la altitud 35° Norte, y
la latitud de 25° Sur (Hessel et al., 1960).

Los peces herbivoros que se encuentran en las mayores
profundidades adquieren los Dinoflagelados que se encuentran en las
microalgas y otros sustratos marinos.

Se acepta, en general, que los casos reportados de esta epidemia
(la ciguatera) ha aumentado por la gran demanda de alimentos marinos y
el aumento del comercio de explotacion de peces y mariscos. Se considera
que la concentracion de microorganismos ha ido en aumento en los mares
y océanos, con lo cual han aumentado las areas infectadas por biotoxinas
o ictiotoxinas o ciguatoxinas.

La Ciguatera ha sido relacionada con las fuertes lluvias, tormentas,
sismos, construcciones de puentes, de muelles, bombardeos en zonas
marinas, que alteran los arrecifes coralinos; y por las agresiones
provocadas por el hombre.

[.- HISTORIA

Haciendo un poco de historia nos encontramos con referencias
sobre el pescado toxico; por ejemplo se hace mencion en la Odisea de
Homero (800 A.C.).

En el afio 600 antes de Jesucristo fue descrita esta epidemia de
ciguatoxina en la China; y en la época de Alejandro el Grande (356-323
A.C.) se les prohibi6 a los soldados ingerir pescado para evitar
indisposiciones y enfermedades durante las conquistas.

En el 1555 fue reportada por Peter Martyr en las Indias

Occidentales. En el 1774 fue reportada esta epidemia por el Capitan de
Navio James Cook en el Sur del Pacifico (Ref. Cook 1777).

El nombre de Ciguatera proviene del siglo XVIII, y fue utilizado
en Cuba para describir la enfermedad relacionada con la ingestion de la
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carne de una especie de caracol, el Tubro-pica, cuyo nombre comun es
Cigua.

El nombre de Dinoflagelados viene del griego dimos que significa
giratorio.

Muchas especies de los Dinoflagelados son formaciones
planctonicas marinas. Uno de los grupos mas raros de protistas es el de
los Dinoflagelados. La mayor parte de ellos son unicelulares, aunque
existen pero muy pocas las formas coloniales. Sus células, a menudo,
estan cubiertas por placas de celulosa impregnadas de silicatos.

Dentro de la Clase Mastigoforos Flagelados, cuyo nombre vienen
del griego Mastix que significa latigo y phoros que significa llevar estan
los Fitomastiginos, dentro de los cuales estan el género Euglena los que
son de vida libre, son coloreados como cromatoforos y su nutricion es
holofitica.

Las especies del Orden Dinoflagelados son principalmente de
origen marino y suelen tener una especie de armadura celuldsica y
formada por dos placas: Ceratium y Peridium. Junto a los diatomeas son
parte importante del planctéon microscopico o “prados del océano” y
constituyen el alimento de pequenas larvas, crustdceos y otros animales
marinos.

Cada dinoflagelado tiene 2 flagelos: uno arrollado en surco
transversal que esta situado en el centro de la célula como un cinturdn, el
otro flagelo estd colocado en un surco longitudinal, perpendicular al otro,
y se proyecta mas alld de la célula. La ondulacion de estos flagelos
impulsa al dinoflagelado en el agua con un movimiento de trompo
giratorio.

La mayor parte de los Dinoflagelados realiza la fotosintesis y
poseen pigmentos de clorofila a, clorofila ¢ y carotenoides.

Algunos son incoloros y se alimentan ingiriendo otros organismos.
Sus productos de almacenamiento son aceites y polisacaridos. Muchos
son endosimbiodticos, que residen en invertebrados marinos como
medusas, corales y moluscos.
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Esta variante carece de placas de celulosa y de flagelos y se
denominan Zooxanteles; éstos proporcionan alimento a su socio
invertebrado.

La contribucion de éstos a la productividad de los arrecifes
coralinos es sustancial. Existen, otros: los heterdtrofos que son parasitos
de sus huéspedes.

Su reproduccion es sobre todo asexual; pocos géneros se
reproducen sexualmente, estas caracteristicas se refieren a los
dinoflagelados en general.

En las costas norteamericanas son muy abundantes (de 20 a 40
millones por litro).

El Gimnodinium brevis en el 1947 ocasion6 la muerte a miles de
millones de peces y tortugas marinas en la costa occidental de La Florida,
por las toxinas que produjeron, causando lo que se llama el agua roja del
mar durante el dia y luminiscencia en la noche.

El Gonyaulax calenella, en la costa de California es un alimento
cotidiano de los bivalvos, entre esos los mejillones (Mytilus) siendo
inocuo para los bivalvos pero toxico para el hombre, durante el verano
que es época en que el molusco se alimenta en gran parte de este
protozoo.

Ha habido casos de hasta 400 casos de enfermedad y 36 casos de
defunciones, algunos protozoos tienen color verde y parecen algas, y
sugieren ser como el origen de plantas animales en el Océano Pacifico y
Nueva Escocia.

Clase Mastigophora. Flagelados

La presencia de uno o mas flagelos en algunos de los estadios de
su ciclo de vida de los Mastigiphora es caracteristica de éstos. Estos
flagelos le sirven como medio de locomocidn y para capturar su alimento
y quizas de sensores para percibir la presencia de otros.

Su cuerpo es usualmente una célula oval, o esférica, cubierta por
una fina pelicula y armadura en ciertos grupos tienen dos flagelos.
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Algunos tienen coloracion debido a pigmentos, éstos con clorofila pueden
sintetizar alimento con ayuda de la luz solar, pareciendo plantas, por lo
que a menudo son clasificadas como tales. Abundan en agua fresca y agua
salada, donde junto a las diatomeas resultan la mayor parte de los
alimentos de los animales acuaticos.

II.- MANIFESTACIONES DE LA CIGUATERA

La intoxicacioén por Ciguatera se manifiesta en los humanos con
una variedad de sintomas: neurotdxicos,  gastrointestinales,
cardiovasculares y otros.

Se considera que esta enfermedad es producida por varios
Dinoflagelados asociados a una microflora que ha sido biomagnificada
por etapas sucesivas en la cadena de alimentos marinos: peces herbivoros,
peces carnivoros, moluscos y otros mariscos que han ingerido esos
protozoos.

Estas toxinas incluyen ciguatoxinas (CTXs), maitoxinas (MTS),
scaritoxinas (ScTx), gambiertoxinas y posiblemente otras sustancias
como el acido okaidaico y sus compuestos.

La Ciguatoxina y algunos de sus compuestos han sido aislados del
tejido muscular de varios peces de las especies Gambierdicus toxicus.

La Maitoxina fue aislada, por primera vez de las entranas
(intestinos, higados) de pescados que mediante cirugia, presentaron esa
toxina en su masa.

La Scaritoxina (ScTX) ha sido hallada en la carne o masa del pez
cotorra. No obstante, la Ciguatoxina (CTX) y la Maitoxina (MTX) se han
encontrado en el higado e intestinos de pescados ciguatados, lo que hace
pensar que la Scariotoxina es un metabolito de la Ciguatoxina.

Se ha comprobado que la mayor cantidad de estas toxinas se
encuentran en el higado, cerebro, huevos, las gonadas, en una proporcion
de 100 veces mayor que en otra parte del tejido del pescado. La toxicidad
es proporcional al tamafio del pez.
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Un pez puede estar ciguatado hasta por 30 meses sin aparentarlo,
seglin expertos.

Se considera que los pescados de agua dulce no producen la
ciguatera porque en estas aguas no se encuentran los Dinoflagelados que
sintetizan la ciguatoxina.

En la Republica Dominicana se consideran zonas criticas: el
Banco de Navidad y el Banco de la Plata. La costa de Barahona se
considera exenta de ciguatera, probablemente por los escasos arrecifes
coralinos de esas aguas marinas.

Peces daiiinos de mayo a octubre
Casabito
Nuteroperca Tigri
Medregal
Cojinua cola amarilla
Peje Rey
Morena (Vedada todo el aio)
Picua
Bonito
Barracuda (picua)

El casabe

Pueden consumirse sin peligro
Mero
Carite
Colirrubia
Bocallate

Peces que no deben ingerirse nunca
Orbe
Pez cobre
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Pez Ballesta
Pez espino
Pez lija
Pez escaro
Pez puerco espin

[II.- TRATAMIENTO
II1.1.- Emergencia

Hace vomitar. Provocar el vomito introduciendo 2 dedos en la
garganta o tomando jarabe de Ipecacuana.

El tratamiento sintomatico para el paciente afectado por la
Ciguatera, incluye lavado géstrico, purgante salino, antidepresivos tipo
Diazepan, Amitriptina, Vitaminas B, Be, Bj».

Se atribuye a un grupo de cientificos norteamericanos de las islas
Marshall, encabezados por el Dr. Neal Palafox el haber descubierto el uso
de la solucioén intravenosa de Manitol al 20%.

I11.2.- Sintomatologia de la intoxicacion

Los sintomas comienzan a aparecer al cabo de 10 minutos y hasta
12 horas después de ingerir el pescado .

Se siente sabor metalico, nauseas, vomitos, diarreas, dolores:
maxilares y de dientes, de estémago y musculares, malestar general,
mareos, hormigueo de pies, de manos, adormecimiento de la boca y
extremidades. Reversion en las sensaciones de frio y calor, dificultad para
caminar, parestacia de las extremidades, ardor en los pies, astenia,
alucinaciones, taquicardia, bradicardia, bloqueo cardiaco.

Se consideran dos teorias respecto del mecanismo de accion del
Manitol:
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- Una se refiere a la neutralizacion periférica de la toxina y su
eliminacion por via renal.

- La otra se refiere a la inhibicion competitiva a nivel de la
membrana celular.

II1.3.- Tratamiento con Manitol

El tratamiento de la ciguatera mediante el Manitol ocurrid de
manera accidental, al ser tratado un paciente con Manitol como diurético
osmotico que desplazara agua del liquido intracelular y reducir la masa
encefalica, en lo que se penso se trataba de un edema cerebral, resultando
ser considerado como tratamiento de primera eleccion en el caso de
ciguatera, siempre y cuando se use adecuadamente y no existan
contraindicaciones para el uso del Manitol.

Administracion

La dosis inicial fue de 1 g (en sol. Al 20% de Manitol) por kg de
peso.

0,5 g por Kg de peso en la segunda infusion.

Luego el Manitol a la dosis descrita fue diluido en 500 cc de
solucidn salina y se administr6 en 3-4 horas.

En algunos pacientes fue necesaria la segunda infusion y se utilizd
una segunda via para hidratacion.

En esa experiencia realizada, fueron dados de alta 10 pacientes a
las 24 horas y un paciente a las 48 horas y tres pacientes fueron dados de
alta a las 72 horas.

La administracion intravenosa (I.V.) de Manitol produce rapido
efecto sobre los ciguatados, remitiendo los sintomas sin necesidad de
hospitalizacion y sin recaidas reportadas hasta ahora.

Se han reportado resultados favorables, por via oral, cuando se ha
administrado el Manitol al comienzo de la fase aguda.
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Fundamentalmente todos los efectos del manitol parten de la
siguiente base comun:

Aumenta la osmolaridad extracelular, lo cual da como resultado
un desplazamiento de agua del comportamiento intracelular al
extracelular.

Contraindicaciones:

- Anuria con necrosis tubular severa, aguda bien establecida debida
a enfermedad renal severa.

Si los pacientes no responden a la dosis de prueba, la acumulacion
puede llevar a sobreexpansion del liquido extracelular y sobrecarga
circulatoria.

- Deshidratacion severa.

- Hemorragia intracraneal activa, excepto durante la craneotomia.
(El Manitol puede aumentar la hemorragia).

- Congestion pulmonar o edema pulmonar severo.
Interacciones con otras drogas:

- Glucosidos digitalicos: su uso con Manitol puede potenciar la
posibilidad asociada con hipopotasemia.

- Otros diuréticos: incluyendo los inhibidores de la anhidrasa
carbonica pueden potenciar los efectos diuréticos y de reduccion
de la presion intraocular cuando se usan simultaneamente con el
Manitol.

Farmacocinética:

Absorcion: la mayoria de los diuréticos osméticos se absorben
muy poco en el tracto gastrointestinal, por eso se prefiere usar la via
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parenteral endovenosa para lograr concentraciones plasmaticas efectivas y
proporcionar una biodisponibilidad adecuada.

Metabolismo: En caso de metabolizarse lo hace en una pequefia
proporcion en el higado a glucdgeno.

Vida media: Aproximadamente es de 100 min.; puede aumentar a
36 horas en insuficiencia renal aguda.

Comienzo de la accion:
- Diuresis: 1-3 horas.

- Reducciéon de la presion del liquido cefalorraquideo y liquido
intraocular: 15 minutos.

- Tiempo hasta efecto maximo: reduccion de la presion intraocular
de 30-60 minutos después de la inyeccion.

- Duracién de la accion: la reduccion de la presion del liquido
cefalorraquideo es de 3 a 8 horas después de cesar la infusion.
Reduccion de la presion intraocular de 4 a 8 horas.

Dosificacion:

Segun la USP, un gramo de Manitol equivale a 5,5 mOsm. La
cantidad de mOsm contenida en un litro de agua estéril para inyectable es:

% de Manitol MOms/1t (aprox.)
5 275
10 550
15 825
20 1100
25 1375

El Manitol (osmitrol) viene para administrarse via intravenosa. Se
debe tomar en cuenta las soluciones de mas de 15%, utilizar un filtro ya
que tiende a cristalizarse sobre todo cuando se exponen a bajas

10
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temperaturas. La dosis y concentracion a usar depende del estado hidrico
del paciente. Mientras mas minima es la dosis menos riesgos habra de que
ocurra un desbalance hidroelectrolitico, en el caso fatal de que esto ocurra
se debera acudir a la rehidratacion hidroelectrolitica. En los pacientes con
volumen plasmatico y, previamente al tratamiento, se le hara una dosis de
prueba que consiste en la administracion de 200 mg/kg infundida durante
3 a 5 minutos como solucién de 15 a 25% . Si la primera o segunda dosis
no promueve un flujo urinario de 30 a 50 ml al cabo de 2 ¢ 3 horas debe
reevaluarse al paciente.

IV.- INTOXICACION PARALITICA POR INGESTION DE MARISCOS. MAREA
RoOJA.

Marea roja es la denominacion popular del crecimiento abundante
y ocasional de organismos unicelulares en el mar. Las Mareas rojas son
generalmente producidas por Dinoflagelados, que siguen un proceso de
desarrollo gobernado por factores bioldgicos e hidrograficos especificos.
Estos organismos son capaces de elaborar saxitoxinas, productos
altamente toxicos para otros organismos, tanto vertebrados como
invertebrados, sensibles a ellos. Entre los Dinoflagelados téxicos se
mencionan los siguientes géneros: Gonyaulax, Protogonyaulax,
Ptysodiscus 'y Pirodinium. Las Mareas rojas no necesariamente son
toxicas, ni siempre le dan una colaboracion al agua del mar donde éstas
ocurren.

Cuando se presenta este fendmeno natural, las pérdidas
econoémicas son grandes. Puede ocurrir mortalidad masiva de peces y
otras especies marinas. Es necesario emitir vedas de captura y de
comercializacion de pescados y mariscos. Las exportaciones de camarén
pueden también verse afectadas.

La intoxicacion paralitica por mariscos en humanos se produce por
la ingestion de bivalvos portadores de las toxinas acumuladas en su
organismo a través de procesos de alimentacion por filtracion. Los casos
pueden ser leves o fatales, segtin la cantidad de toxina ingerida.

11
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Entre octubre y diciembre de 1989 un brote de intoxicacion
paralitica por ingestion de mariscos (IMP) afectdé a todo el Istmo
Centroamericano y México.

En El Salvador se reportaron 106 casos y tres defunciones, la
principal concentracion de casos y defunciones ocurrié en La Perla, perto
también se notificaron casos en Santa Tecla, en Zonte y Mizata. La
investigacion epidemiologica detectd asociacion entre los casos y la
ingestion de almejas. Estos moluscos examinados en el Laboratorio
Unificado de Control de Alimentos y Medicamentos (LUCAM) del
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de Guatemala fueron
positivos para saxitoxinas en concentraciones por encima de 10.000
unidades raton/100 g.

En Meéxico se registraron 99 casos, cuatro de los cuales
fallecieron. En Guatemala, a pesar de las medidas preventivas tomadas,
fueron reportados 7 casos de intoxicacion en Las Lisas, Santa Rosa, todos
se recuperaron sin secuela.

En todos los paises del Istmo se alertd6 a la poblacion sobre la
ocurrencia; en Guatemala y El Salvador hubo veda de pesca de mariscos.
Se colectaron muestras para examenes toxicologicos y se establecio o
reactivo el sistema de vigilancia epidemiologico.

El Ministerio de Salud de Guatemala estuvo organizando para el
mes de octubre de 1990 una reunién subregional sobre el tema en la que
estuvieron presentes representantes de los paises Centroamericanos y
México, ademas de otros expertos internacionales, a fin de intercambiar
experiencias en cuanto a la prevencion y control de los efectos de la
Marea roja.

También se ha extendido esta gestién hacia la participacion de
cooperativas y gremios de pescadores artesanales.

12
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V.- INVESTIGACION DE LA CIGUATOXINA

Un método empleado para la investigacion de la Ciguatoxina es el
Método “Hokama Stick Test”, el cual ha sido realizado en mi pais en el
Laboratorio Nacional de Salud Publica “Dr. Defill6” de Santo Domingo.

La Dra. Mirian Alburquerque de Blanchard, Jefe del
Departamento de Toxicologia de ese laboratorio, lo expone en su
conferencia dictada en las VII Jornadas Farmacéuticas de la Escuela de
Farmacia, de la Facultad de Ciencias de la Salud, de la Universidad
Nacional Pedro Henriquez Urefia (UNPHU) 5-7-8 de octubre de 1989.
Santo Domingo, Republica Dominicana.

Esta técnica inmunolitica es rapida, especifica y econdmica, no
necesita instrumentos sofisticados para realizarla. La Dra. Alburquerque
de Blanchard fue invitada por el Dr. Yohitsugi Hokama, bajo los
auspicios de la Agencia para el Desarrollo Internacional (AID) para
recibir entrenamiento en esa metodologia, la cual realizd en la
Universidad de Hawai y Manoa en Octubre-Noviembre de 1987.

En esta técnica se usa corrector liquido sobre un palillo de bambu
para absorber la ciguatoxina y otras biotoxinas analogas, que luego se
demostraré la presencia en el desarrollo del método “Hokama Stick Test”.
Las muestras empleadas fueron de las zonas costeras de la Republica
Dominicana y obtenidas por el Laboratorio Nacional de Salud Publica Dr.
Defilld, por el Departamento de Recursos Pesqueros de la Secretaria de
Estado de Agricultura y por la Dra. Alburquerque de Blanchard en
distintos sitios de expendio en la ciudad de Santo Domingo, Republica
Dominicana.

Entre las especies que fueron analizadas estan: la barracuda, el
jurel, el chillo, cojinua, picua, pez loro, colirrubia, dorado, mero y otros.

En la clasificacion de los pescados intervinieron la Lic. Nidia
Terrero del Centro de Investigaciones de Biologia Marina de la UASD y
colaboraron en la investigacion la Dra. Eva Ramirez Pérez, la Lic. Luisa
Rodriguez de Casanova, la Lic. Griselda Batista Nuiiez y las estudiantes:
Juana Rodriguez, Ramona Nufiez y Carmen Bueno.

13
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Este “Método Hokama Stick Test” fue respaldado por el Dr.
Rafael Gonzalez, Director entonces del “Laboratorio Dr. Defillo”.

Los reactivos empleados en este método son analogos a los usados
por el Dr. Hokama en la deteccion de toxinas por el Método de Inmuno
Anélisis Enzimatica (ELISA) que fue reportado en el 1983. Entre éstos,
agua oxigenada al 30%, Solucion. Tris Buffer A., Solucioén Tris buffer B,
Solucion de substrato de 4-cloro-1-naftol y otros.

De interés: Para realizar este método, las muestras del pescado deben
estar limpias, no debe hacerse con muestras descompuestas.

Si se usa pescado congelado, debe descongelarse antes.

Debe evitarse el hacer pruebas en los intestinos y en los vasos
sanguineos.

PROGRAMAS INTERNACIONALES

Existen varios programas internacionales que estan monitoreando
el problema de las toxinas en alimentos del mar.

Estos grupos tienen informacion y proyectos de asistencia. Entre
estos estan:

- Oceanographic Comisién (I0C) de UNESCO.

- La OMS (Who)

- International on Chemical Safety (IPCS).

- Food and Agriculture Organization (FAO)

- The Scientific Committee Oceanographic Research (SCOR)
- The International Council for Exploration of the Sea (ICES).
- South Pacific Commission (SPC).

FUENTES

- Biblioteca Central de la Universidad Nacional Pedro Heriquez
Urefia (UNPHU) Santo Domingo, R.D.

14
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Centro de Informacion de Drogas y de Intoxicaciones (CIDI)
UNPHU, Santo Domingo, R.D.

INDOTEC (Instituto Dominicano de Tecnologia) Santo Domingo:
R. D.

Laboratorio Nacional de Salud Publica Dr. Defillo. Santo
Domingo R.D.

Memoria del Internacional Worklshop on Ciguatera. 1995.
Laboratorio de Salud Publica Dr. Defill6. Santo Domingo. R.D.
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de Guatemala.
Laboratorio Unificado de Control de Alimentos y Medicamentos
(LUCAM).

Secretaria de Estado de Agricultura. Subsecretaria de Recursos
Naturales. Santo Domingo. Republica Dominicana.
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Apoptosis en Adipocitos Marrones: Implicacion en
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RESUMEN

El mantenimiento de la homeostasis tisular consiste en un complejo balance
entre los procesos de proliferacion y muerte celular, aunque el balance resulta favorable
a la apoptosis durante algunas etapas de la embriogénesis o durante la involucion de
tejidos adultos. La apoptosis es una muerte celular programada fisiologica que afecta a
células individuales y no produce respuesta inflamatoria. Muchas enfermedades estan
asociadas con la induccién o inhibicion de apoptosis, lo que conduce a una pérdida
celular (desordenes neurodegenerativos o dafios isquémicos), o a la acumulacién celular
(cancer o desordenes autoinmunes). En nuestro laboratorio hemos desarrollado un
modelo de células mesenquimales no fibroblasticas, los adipocitos marrones fetales de
rata, que responden al IGF-I/insulina aumentando la proliferacion y la diferenciacion
celular. Nuestros resultados muestran que la ausencia de suero en una linea celular de
adipocitos marrones da lugar a la induccién de apoptosis. Hemos visto que la inhibicion
de caspasas rescata a estas células de apoptosis disminuyendo la expresion de Bel-xg y
aumentando la de Bel-2. La insulina y el IGF-I son factores de supervivencia para estas
células a través de una ruta dependiente de PI 3-quinasa/Akt y de MAP-quinasa.

Palabras clave: Apoptosis.- Adipocitos.- Caspasas.- Insulina
SUMMARY

Apoptosis in Brown Adipocytes: Implication in Obesity and Cancer

* Premio de la Real Academia de Farmacia en el Concurso Cientifico de 1999.
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The maintenance of tissue homeostasis is a complex balance between the rate of
cell proliferation and the rate of cell death, although the balance favours apoptosis during
some stages of embryogenesis or during the physiological involution of adult tissues.
Apoptosis is a physiological programmed cell death that only affect individual cells and
did not produce inflammatory response. Many diseases are associated with the induction
or inhibition of apoptosis, that leads to cell loss (neurodegenerative disorders or ischemic
injury), or cell accumulation disorders (cancer or autoinmmune disorders). In our
laboratory, we have developed a model of non fibroblastic mesenchymal cell, the foetal
brown adipocytes, that respond to IGF-I/insulin increasing cellular proliferation and
differentiation. Our results show that serum deprivation in a brown adipocyte cell line
induces apoptosis. The inhibition of caspases rescues these cells from apoptosis,
decreasing the expression of Bcl-xg and increasing Bcl-2 expression. Insulin and IGF-I
are survival factors in these cells through a PI 3-kinase/Akt and MAPK-dependent
pathway.

Key words: Apoptosis.- Adipocytes.- Caspases.- Insulin

INTRODUCCION

El mantenimiento de la homeostasis tisular consiste en un
complejo balance entre los procesos de proliferacion y muerte celular,
aunque el balance resulta favorable a la apoptosis durante algunas etapas
de la embriogénesis o durante la involucion de tejidos adultos. La
apoptosis es una muerte celular programada fisiologica que se diferencia
de la necrosis (muerte patoldgica) en que solamente afecta a células
individuales y no produce respuesta inflamatoria. Muchas enfermedades
estan asociadas con la inducciéon o inhibicién de apoptosis, lo que
conduce a una pérdida celular (desdrdenes neurodegenerativos o dafios
isquémicos), o a la acumulacion celular (cidncer o desérdenes
autoinmunes). La apoptosis también tiene lugar en condiciones
anormales, como son la exposicién a radiaciones, a quimioterapicos o
algunas toxinas.

La apoptosis estd caracterizada por una serie de cambios
bioquimicos y morfoldgicos, que incluyen la aparicion de protuberancias
en la membrana plasmatica, externalizacion de la fosfatidilserina, ruptura
de laminas nucleares y de la poli (ADP-ribosa) polimerasa, condensacién
de la cromatina y ruptura del ADN y finalmente fragmentacion de las
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células dando lugar a los cuerpos apoptdticos (1,2). En este sentido, la
técnica mas representativa para el estudio de la apoptosis es el andlisis
bioquimico de las “escaleras” de ADN extranuclear: la apoptosis se
acompafia con frecuencia de la ruptura del ADN celular en multiplos de
180 pb, correspondientes al tamafio de los nucleosomas, y es esta escalera
de 180 pb lo que se puede observar al realizar una electroforesis del ADN
(3). El andlisis por citometria de flujo del ADN celular tras la tincién con
yoduro de propidio permite el analisis de las fases del ciclo celular asi
como de los picos hipodiploides, caracteristicos del proceso apoptotico.
Otros parametros, como la deteccion de la muerte celular in situ mediante
la técnica del TUNEL, o la exposicion de la fosfatidilserina en la
superficie celular mediante la union de Anexina-V también se pueden
medir por citometria de flujo (2)

Los mecanismos moleculares que regulan la apoptosis no se
conocen completamente. Se ha visto la implicacion de dos familias de
proteinas: los miembros de la familia de cistein proteasas relacionadas
con la enzima convertidora de interleuquina 1-f (también denominadas
caspasas), y las proteinas de la familia de Bcl-2. Las caspasas son
ejecutoras de apoptosis, siendo responsables de la ruptura proteolitica de
muchas proteinas clave, como la poli (ADP-ribosa) polimerasa, la actina
asociada a la membrana, o las ldminas de la envoltura nuclear, lo que
precipita los dramaticos cambios morfologicos de la apoptosis (4). Las
caspasas actian jerarquicamente de manera que algunas caspasas rompen
tras residuos especificos de aspartato, activando otras caspasas (5). La
activacion de las caspasas supone un punto principal para el control de la
apoptosis. Para estudiar el papel de las caspasas en el proceso apoptdtico,
se han desarrollado numerosos inhibidores irreversibles como Z-
VAD.fmk (6). Este compuesto inhibe los procesos bioquimicos y
morfoldgicos asociados con la apoptosis en varios sistemas celulares. La
familia Bcl-2 estd compuesta por una serie de genes que juegan un papel
critico en el control de la integridad mitocondrial. Algunos miembros de
la familia como Bax, Bak y Bad son inductores de apoptosis. En cambio,
la expresion de otros miembros como Bcl-2 y Ced-9 pueden prevenir la
apoptosis. Bcl-x, otro miembro de la familia Bcl-2, durante su
procesamiento, da lugar a dos proteinas, Bcl-Xy, antiapoptotica, y Bel-Xs,
apoptdtica (7). Diversos estudios han sugerido que Bcl-X; y Bcl-2 llevan
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a cabo su accidn antiapotdtica en paralelo o antes del procesamiento de
determinadas caspasas a su forma activa, mientras que la expresion
ectopica de Bak induce la apoptosis en fibroblastos a través de
mecanismos que pueden ser inhibidos por Z-VAD.

La mayoria de las células en los animales superiores necesitan una
estimulacion trofica continua para sobrevivir, en consecuencia tras la
retirada de factores de crecimiento la mayoria de las células mueren por
apoptosis, aunque el aporte de factores especificos (principalmente de la
familia de receptores tirosina quinasa) previene este proceso. Factores
como IGF-I, insulina, EGF, PDGF, NGF tienen vias de sefializacién que
previenen la apoptosis, a través de la fosfatidilinositol (PI) 3-quinasa. Por
debajo de la PI 3-quinasa la supervivencia celular parece depender de la
serina treonina protein quinasa Akt/PKB, ya que esta enzima fosforila e
inactiva Bad, una proteina proapoptotica (8,9). Ademas la activacion de
MAP quinasa quinasa (MEK) es necesaria para el rescate de apoptosis por
el IGF-I en células PC-12 privadas de suero (10).

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo de células
mesenquimales no fibroblasticas, los adipocitos marrones fetales de rata,
que responden al IGF-I/insulina aumentando la proliferaciéon y la
diferenciacion celular. El tejido adiposo marron (BAT) esta activo durante
el periodo perinatal, tras la exposicién al frio, tras los periodos de
hibernacidén o como respuesta a determinadas dietas. Los mecanismos que
dan lugar a la desaparicidon del BAT no se conocen claramente, aunque no
se descarta la posibilidad de que se produzca por un proceso de apoptosis.
Utilizando lineas celulares derivadas de adipocitos marrones fetales de
rata, en el presente trabajo nos propusimos estudiar los mecanismos de
induccion de apoptosis, asi como los genes implicados y la posible
actuacion de la insulina/IGF-I como factores de supervivencia.
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RESULTADOS

1.- EFECTO APOPTOTICO DE LA RETIRADA DE SUERO EN LOS
ADIPOCITOS MARRONES INMORTALIZADOS: IMPLICACION DE
LAS CASPASAS

En nuestro laboratorio, disponiamos de distintas lineas celulares
procedentes de adipocitos marrones inmortalizados (11), que se
emplearon para profundizar en el estudio de los mecanismos de
proliferacién y diferenciacion del tejido adiposo marrén (12,13,14). Uno
de los hechos que pudimos observar, fue que, a pesar de que los
adipocitos marrones primarios parecian ser resistentes a la muerte celular
tras el cultivo prolongado en ausencia de suero (15,16), al cultivar los
adipocitos marrones inmortalizados (células MB 4.9.2) en ausencia del
mismo, se despegaban de la placa de cultivo y morian. La deteccion de
determinadas caracteristicas en estas células, como la presencia de células
con contenido en ADN inferior a 2C, o la fragmentacion nuclear y del
ADN, nos permiti6 confirmar que se estaba produciendo un proceso de
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apoptosis. Un ejemplo de ambas técnicas aparece en las Figuras 1y 2.

Tiempo(h)y 0 2 4 6 12 I

Figura 2.- Fragmentacion del ADN de adipocitos marrones inmortalizados en
ausencia de suero: Los adipocitos marrones inmortalizados crecieron en presencia de
suero, y posteriormente se cultivaron en ausencia del mismo durante distintos
tiempos. A continuacion se realizé la extraccion del ADN extranuclear y se procedid
a su analisis electroforético en gel de agarosa. Se muestra un experimento
representativo de cuatro realizados. En el ultimo carril se muestra un marcador de
peso molecular (M) (escalera de ADN de 100 pb).

Se ha podido observar que en determinados tipos celulares, la
ausencia de suero o factores de crecimiento induce la activacion de
caspasas (17). Este es el caso de las células PC12, en las que la retirada de
suero da lugar a un proceso apoptotico en el que se produce la activacion
de la caspasa-2 (18). Para comprobar la importancia de esta activacion en
los adipocitos marrones inmortalizados, empleamos un inhibidor
irreversible de caspasas, el carbobenzoxi-Val-Ala-Asp-fluorometil cetona
(Z-VAD). La disminucidén en el porcentaje de células hipodiploides o en
la fragmentacion del ADN tras el tratamiento con Z-VAD, nos indic6 que
la apoptosis que tenia lugar en las células MB 4.9.2 tras la retirada de
suero, estaba mediada por las caspasas. La medida de otros parametros
como la incorporacion de nucledtidos marcados al ADN (ensayo TUNEL)
o la unién de Anexina-V, corroboro estos resultados.

En un intento de seguir caracterizando la apoptosis que tenia lugar
en los adipocitos marrones inmortalizados, decidimos ver si el proceso era
dependiente de la sintesis proteica o no. La implicacion de la sintesis de
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proteinas de novo, se ha podido estudiar empleando un inhibidor de dicho
proceso, como es la cicloheximida. Nuestros datos demuestran que, en los
adipocitos marrones inmortalizados, el desarrollo de apoptosis no esta
ligado a la sintesis proteica, ya que la cicloheximida fue incapaz de
bloquear el proceso.

m Bclx5 OBck2

Niveles de proteina
(unidades arhitrarias)

5F C ZVAD
Tratamiente

Figura 3.- Niveles de proteinas Bcl-xg y Bcl-2: Los histogramas representan los
niveles de las proteinas Bcl-xs y Bcl-2 en unidades arbitrarias, y son medias + S.E.M.
de tres experimentos independientes.

Los numerosos estudios realizados sobre las caspasas, han
demostrado que estas son capaces de actuar en diferentes puntos del
proceso de muerte celular. Varios autores han propuesto que estas
proteasas podrian actuar sobre reguladores negativos de la apoptosis,
como por ejemplo determinados miembros de la familia Bcl-2 (19,20). El
estudio de la expresion de las proteinas Bel-2 y Bel-x en nuestro sistema,
mostro la induccidn de la proteina Bel-xs (forma pro-apoptdtica de Bel-x)
en ausencia de suero y la disminucidén paralela del contenido de la
proteina Bcl-2. Sin embargo, el tratamiento con el inhibidor Z-VAD,
provoco el proceso inverso, es decir, se produjo una disminucion de Bcl-
Xs y un aumento de Bcl-2. Un ejemplo de la expresion de estas proteinas
se puede observar en la Figura 3. La familia Bcl-2 incluye varios genes
que juegan un papel fundamental en el control de la integridad
mitocondrial. En muchos procesos apoptoticos es caracteristica la

7
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alteraciéon del potencial de membrana mitocondrial (A%¥m). En este
sentido, nosotros decidimos examinar el AWYm en nuestras células, en
condiciones de crecimiento (presencia de suero) y de apoptosis (ausencia
de suero), asi como bajo el tratamiento con Z-VAD. El potencial de
membrana se midio por la fluorescencia de la Rodamina 123 (rh123). La
ausencia de suero dio lugar a una disminucidén del potencial de un 20% a
las 12h y de un 40% a las 24h, indicando que el proceso apoptdtico estaba
acompafiado de una despolarizaciéon mitocondrial. Sin embargo el
tratamiento con Z-VAD previno totalmente esta pérdida de A¥m.

2.- LA SOBREEXPRESION DE H-RAS INDUCE APOPTOSIS EN LOS
ADIPOCITOS MARRONES EN AUSENCIA DE SUERO: ASOCIACION
DE BCL-2 CON RAS Y RAF-1

Otra linea celular adipocitica con la que trabajamos en nuestro
laboratorio es la denominada MB 1.3.19. Se trata de adipocitos marrones
inmortalizados y transformados por transfeccién con una construccion
permanentemente activa de H-Ras (11). Al realizar nuestros primeros
experimentos con estas células, pudimos observar, que al igual que en las
células MB 4.9.2, la ausencia de suero daba lugar al despegue de las
células de la placa de cultivo. Comparando ambas lineas celulares, vimos
que los efectos de la ausencia de suero eran mas rapidos en las células
transformadas que en las inmortalizadas.

Para comprobar si el mayor indice de apoptosis encontrado en las
células transformadas (MB 1.3.19) era debido a la sobreexpresion del gen
H-ras transformado, procedimos a transfectar transitoriamente por el
método del PO4Ca, las células inmortalizadas (MB 4.9.2) con un
plasmido que contenia un mutante activo del gen H-ras (pMEXneo H-
raslysu) o con el vector vacio (pMEXneo). Los experimentos de
transfecciones transitorias en las células MB 4.9.2, con una construccidn
activa de H-ras, y el posterior andlisis del ciclo celular y de la
fragmentacion del ADN, demostraron que la sobreexpresion de Ras
transformado daba lugar a una apoptosis masiva en los adipocitos
marrones en ausencia de suero.
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Ya que habiamos visto que la sobreexpresion del gen ras
transformado inducia apoptosis en adipocitos marrones transfectados
tanto permanente como transitoriamente, decidimos bloquear la via
Ras/Raf-1/MEK1/MAP-quinasa para intentar rescatar estas células de la
muerte apoptotica. Para ello las células MB 1.3.19 se transfectaron
transitoriamente con construcciones dominantes negativas de Ras (ARas)
y Raf-1 (ARaf), (pMEXneo-H-ras*"'” y pMNC-raf"™”) o con el vector
vacio (pMEXneo). Los resultados obtenidos tras la transfeccion de un
mutante dominante negativo de ras (ARas) y de raf (ARaf) en las células
MB 1.3.19 dio lugar a una disminucién de las células hipodiploides, de la
fragmentacion del ADN.

El siguiente paso fue el bloqueo de la ruta Ras/Raf/MEK/MAP-
quinasa utilizando un inhibidor especifico de la activacion de MEK-1 por
Raf-1, el PD098059 (21). Las células MB 1.3.19 fueron incubadas
durante 6h en medio libre de suero tanto en ausencia como en presencia
de PD098059 30 uM, y posteriormente fueron recogidas para determinar
las células con contenido en ADN inferior a 2C, asi como la existencia de
ADN fragmentado por electoforesis. La presencia de PD098059 aumentd
significativamente el porcentaje de células hipodiploides con respecto a
los adipocitos marrones cultivados simplemente en ausencia de suero. De
la misma manera, el tratamiento con el inhibidor dio lugar a un aumento
en la fragmentacion del ADN, observada al realizar una electroforesis del
ADN extranuclear.

Los mecanismos moleculares que regulan la apoptosis no estan
todavia demasiado claros, aunque se conocen varias proteinas, como los
miembros de la familia Bcl-2, que parecen estar implicadas en el control
de este proceso. Dentro de esta familia, hay proteinas con actividad anti-
apoptdtica, y otras que actuan promoviendo la muerte celular.
Basandonos en trabajos anteriores en los que se habia relacionado a las
proteinas Bcl-2 y Bel-x; con Ras y Raf (22,23,24), decidimos estudiar la
posible interaccion de estas proteinas en nuestro sistema. Nuestros
resultados demostraron que, en condiciones no apoptoticas (presencia de
suero o de ARas o ARaf), en las células MB 1.3.19, la expresion de la
proteina anti-apoptotica Bcl-2 predominaba frente a la expresion de la
proteina pro-apoptdtica Bcel-xs. Sin embargo, en condiciones apoptoticas
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(ausencia de suero), los niveles de la proteina Bcl-xs aumentaban
considerablemente, a la vez que disminuia el contenido en Bcl-2.
Ademas, mediante experimentos de co-inmunoprecipitacion demostramos
que el Bcl-2 presente en la célula tras la retirada de suero, estaba asociado
a Ras y Raf, y que esta asociacion se producia a través de una forma de
Bcl-2 fosforilada en serina/treonina. Por otra parte, mediante
experimentos de inmunoprecipitacion, demostramos la triple asociacion
entre Ras, Raf y Bcl-2, y que ademas, en ausencia de suero, el Bcl-2
asociado a Ras estaba fosforilado en serina/treonina y posiblemente
inactivo.

3.- LA INSULINA Y EL IGF-I RESCATAN DE APOPTOSIS A LOS
ADIPOCITOS ~ MARRONES  IMNORTLIZADOS:  SENALIZACION
IMPLICADA

Para estudiar el posible papel de la insulina/IGF-I como factores
de supervivencia en los adipocitos marrones inmortalizados (células MB
4.9.2), procedimos a cultivar las células durante 6h en medio libre de
suero en presencia de distintas concentraciones de insulina e IGF-I, para
analizar posteriormente la existencia de ADN extranuclear fragmentado.
El tratamiento de los adipocitos marrones inmortalizados con insulina e
IGF-I, fue capaz de revertir la apoptosis inducida por la ausencia de suero,
lo que se comprobd tanto por la disminucién del nimero de células
hipodiploides, como por la desaparicion de la fragmentacion del ADN.
Ademads los dos factores permitieron a las células entrar en el ciclo
celular, que habia quedado parado en Gy/G; tras la retirada de suero.

En cuanto a la sefalizacion implicada en los efectos anti-
apoptoticos de los factores de supervivencia, hay muchos trabajos que
indican que el inhibidor de la PI 3-quinasa, wortmanina, bloquea la
proteccion de NGF, PDGF o IGF-I/insulina en células PC-12 privadas de
suero. En nuestro laboratorio hemos demostrado recientemente la
estimulacidon de la actividad enzimatica de la PI 3-quinasa en adipocitos
primarios e inmortalizados tratados con IGF-I e insulina (13,25). Para
determinar si el efecto de la insulina y del IGF-I en la inhibicién de
apoptosis implicaba a la via de la PI 3-quinasa, utilizamos el inhibidor

10
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especifico wortmanina, que se une a la subunidad catalitica p110 de la PI
3-quinasa, inhibiéndola, asi como un inhibidor estructuralmente no
relacionado, como es el LY294002 (26,27). Ambos inhibidores
bloquearon la estimulacion de la actividad PI 3-quinasa por la insulina en
los adipocitos marrones inmortalizados, a las mismas dosis que se habian
observado anteriormente en los adipocitos marrones primarios (32).

El siguiente paso fue comprobar si la wortmanina inhibia la accién
de la insulina y del IGF-I en la prevencion de la fragmentacion del ADN.
Se pudo observar que la wortmanina bloqueaba el efecto anti-apoptotico
de la insulina de una forma dependiente del tiempo, alcanzando su efecto
maximo a la misma concentraciéon que producia la total inhibicion de la
actividad PI 3-quinasa. A esa misma dosis, la wortmanina también inhibid
la accion anti-apoptdtica del IGF-1. Ademas, el otro inhibidor, LY294002
10 uM, fue capaz de anular también el rescate de apoptosis de la insulina.

Por otra parte, basandonos en el hecho de que la insulina/IGF-I
necesitan la activacion de la ruta Ras/Raf/MEK/MAP-quinasa para
inducir la proliferaciéon de los adipocitos marrones, y que los factores
mencionados rescatan de apoptosis aumentando el nimero de células en
ciclo, estudiamos el papel de la activacion de MAP-quinasa en este efecto
anti-apoptotico. El bloqueo de la fosforilacion de p42/p44 MAP-quinasa,
mediante la inhibicion de MEK con el inhibidor PD098059, bloqued el
efecto protector de la insulina, aumentando la fragmentacion del ADN y
el porcentaje de células hipodiploides, y disminuyendo las células en
ciclo.

Ya habiamos visto que, en concreto en nuestro sistema, la proteina
Bclxs, estaba estrechamente relacionada a la induccion de apoptosis en
ausencia de suero. Considerando este hecho, estudiamos la expresion de
Bel-xp y Bel-xg por Western blot en lisados de adipocitos marrones
inmortalizados tratados en las mismas condiciones anteriores. Nuestros
resultados mostraron que la inhibicion de la muerte celular por insulina en
los adipocitos marrones inmortalizados, estaba asociada a una
disminucién en la expresion de Bcel-xs, disminucion que resultaba anulada
por el bloqueo de la PI 3-quinasa y de la MAP-quinasa.

Continuando con la cascada de sefializacion que conducia a la
supervivencia de los adipocitos marrones cultivados en ausencia de suero,

11
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tras la estimulacion con insulina, estudiamos el efecto de dos de las dianas
de la PI 3-quinasa: la p70S6-quinasa (p7056k), y la proteina quinasa B
(PKB/Akt). Nuestros resultados mostraron que, aunque la p70°* resultaba
fosforilada, y por tanto activada tras la estimulacién con insulina, su
inhibicion mediante el uso del inhibidor especifico rapamicina, no
impedia el efecto protector de la insulina. Esto quedd comprobado tanto
por el estudio de la fragmentacion del ADN, como por el porcentaje de
células hipodiploides.

Para estudiar el efecto de la Akt/PKB en nuestro sistema celular,
recurrimos a las transfecciones transitorias con construcciones
dominantes negativas o activas de Akt. Tras la realizacion de las
transfecciones, llevamos a cabo distintos ensayos que nos permitieron
confirmar la implicacién de la Akt/PKB en la via de sefalizacion que
conduce a la supervivencia celular. Por una parte, la transfeccion con la
construccién permanentemente activa de Akt (PKBgag), produjo efectos
similares a los observados en presencia de insulina: disminuciéon del
porcentaje de células con contenido en ADN inferior a 2C, y disminucién
del nimero de nucleos apoptdticos. Sin embargo, la transfeccion con la
construcciéon dominante negativa de Akt (PKB-CAAX), bloqued el
rescate inducido por la insulina, de una forma similar a como lo hacia el
inhibidor de PI 3-quinasa, LY294002, o la transfeccion con un dominante
negativo de la subunidad reguladora de la PI 3-quinasa, Ap85.

DISCUSION

El BAT esta especializado en la produccién de calor por un
mecanismo denominado “termogénesis sin tiriteo”. Este tejido estd activo
durante el periodo perinatal, tras la exposicion al frio, tras los periodos de
hibernacién o como respuesta a determinadas dietas. El desarrollo
embrionario del BAT requiere la existencia de un balance entre los
procesos de proliferacion y apoptosis. No se conoce mucho sobre los
reguladores negativos del BAT, y de las sefales implicadas en la
inactivacion o desaparicion del tejido. Recientemente se ha visto que el
TNF-a, capaz de inhibir la diferenciacion del tejido adiposo blanco, tiene
un papel importante como regulador negativo del BAT por diferentes
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mecanismos. Asi, se ha demostrado que el TNF-a induce apoptosis e
inhibe el crecimiento celular en adipocitos marrones de rata (16,28).

En el suero hay numerosos factores y citoquinas que permiten la
proliferacién y la supervivencia de las células, de manera que la supresion
del aporte de estas sustancias, puede dar lugar a la muerte celular. La
induccion de un proceso apoptotico en células privadas de suero o de
factores de crecimiento especificos, se ha comprobado en numerosos
sistemas celulares (29,30,31,32). Nuestros datos demostraban que los
adipocitos marrones inmortalizados eran sensibles a la retirada de suero, a
diferencia de los adipocitos marrones primarios, donde la ausencia de
suero era incapaz de inducir el proceso apoptdtico. Ademas, en nuestro
caso, la muerte celular programada parecia estar estrechamente
relacionada con una parada del ciclo celular. Aunque, en principio, la
progresidn a través del ciclo celular no es necesaria para la muerte celular
programada, la tendencia de las células a morir por apoptosis depende
frecuentemente de su estado de diferenciacion.

Para estudiar la posible participacion de las caspasas en nuestro
sistema, decidimos intentar prevenir la apoptosis inducida en ausencia de
suero empleando un inhibidor irreversible de caspasas, como es Z-
VAD(6). Nuestros datos nos hacen pensar que la inhibicion de caspasas
es capaz de bloquear determinadas caracteristicas bioquimicas y
morfoldgicas asociadas con la apoptosis, como son la fragmentacion del
ADN o la pérdida de la asimetria de la fosfatidilserina, lo que esta de
acuerdo con los trabajos aparecidos recientemente de McCarthy y col.
(1997) (33). Ademas, los resultados parecen indicar que la activacion de
caspasas a través de un mecanismo inhibible por Z-VAD, es un suceso
temprano en el desarrollo de apoptosis en los adipocitos marrones
inmortalizados. Por otra parte, en los adipocitos marrones inmortalizados,
la cicloheximida no previene la muerte celular programada, ni la
supresion de la actividad proteésica en estas células, lo que parece indicar
que todo el proceso es independiente de la sintesis de novo de proteinas, y
que por tanto la maquinaria apoptotica existe previamente en la célula,
posiblemente en un estado de inactivacion, a la espera de un estimulo
adecuado que fuera capaz de activarla, en este caso, la retirada de suero.

13
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En nuestro sistema celular, se vio claramente, que las caspasas
actuaban por encima de proteinas como Bcl-2 y Bcl-xg, regulando su
expresion, lo que parecia estar de acuerdo con lo expuesto recientemente
por Xue y Horvitz (1997) (18). En este trabajo se proponia que las
caspasas serian capaces de romper la proteina Bcl-2, dando lugar a
fragmentos que a su vez inducirian apoptosis. Recientemente se ha
publicado un trabajo en el que se sugiere la existencia de una cisteina
proteinasa capaz de romper Bcl-2, lo que podria regular la funcién de Bcel-
2, contribuyendo a la induccién de apoptosis (34). Tanto las proteinas de
la familia Bcl-2 como las caspasas, tienen una estrecha relacién con la
mitocondria (39). Pudimos comprobar, que en los adipocitos marrones
inmortalizados, el cultivo en ausencia de suero, daba lugar a una
disminucion del potencial mitocondrial, disminucidon que podia evitarse
mediante la inhibicién de caspasas con Z-VAD.

Por tanto, todo parecia indicar que, en el contexto de los
adipocitos marrones inmortalizados, la apoptosis inducida por la ausencia
de suero, era dependiente de la activacion de caspasas. Estas, por otra
parte, daban lugar a alteraciones en la membrana mitocondrial, lo que a su
vez, por la liberacion de otros factores, podria provocar la activacion de
nuevas caspasas, creando asi un mecanismo de retroalimentacion. En
nuestro sistema celular, la presencia de Bcl-xg en ausencia de Bcl-2/Bcl-
XL, podria contribuir también a la despolarizacion mitocondrial.

La sefalizacion intracelular implicada en la induccion de
apoptosis tras la retirada de suero/factores de crecimiento, no se conoce
claramente, debido principalmente a la gran variabilidad existente entre
unos sistemas celulares y otros. Los experimentos que llevamos a cabo en
la linea celular de adipocitos marrones transformados por H-ras (células
MB 1.3.19), nos mostraron la implicacién de las proteinas Ras/Raf-1 en la
sefializacidon que conduce a la apoptosis en estas células. Al comparar las
células inmortalizadas (MB 4.9.2) con las transformadas (MB 1.3.19), el
aumento en el porcentaje de células hipodiploides, en la fragmentacion
del ADN y en la presencia de nicleos apoptdticos, nos indicd que en las
células transformadas habia una mayor incidencia de apoptosis.

El papel que juega Ras en el proceso apoptdtico es muy
controvertido, pudiendo realizar funciones opuestas dependiendo del

14
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sistema celular o del estimulo inductor de la muerte celular. Los
mecanismos por los que Ras protege de apoptosis se han relacionado con
la activacién de la ruta PI 3-quinasa/Akt, de la ruta Raf/MAP-quinasa y
con la expresion de Bcl-2. Por otra parte, los trabajos que implican a Ras
en la induccidn de apoptosis son cada vez mds abundantes. La
implicacion de Raf en apoptosis resulta tan controvertida como la de Ras.
Parrizas y col. (1997) (24), demostraron que la apoptosis inducida en
células que sobreexpresaban la proteina Crk-II, estaba mediada por Ras,
pero era independiente de Raf. Sin embargo, los experimentos de
Kauffmann-Zeh y col. (1997) (37) y Liu y col. (1998) (38), proponian un
mecanismo de muerte celular en el que estaban implicados Ras y Raf.

Al realizar la transfeccidn transitoria en las células MB 1.3.19 con
ARaf, comprobamos que nuestro sistema celular, se comportaba segun el
segundo modelo propuesto. Asi, pudimos observar que la presencia de
ARaf, daba lugar a los mismos efectos que ARas, es decir, se produjo una
disminucién en el porcentaje de células con contenido en ADN inferior a
2C, asi como un descenso de la fragmentaciéon del ADN, todo lo cual
indicaba que se habia producido una reversion del proceso apoptdtico. Sin
embargo, el bloqueo de la via MEK/MAP-quinasa con el inhibidor
PD098059, no dio lugar a la desaparicion de la muerte celular
programada lo que parecia sugerir la existencia de dos rutas de
sefializacion distintas a partir de Raf, una anti-apoptotica (MEK/MAP-
quinasa) y otra apoptotica, hasta el momento desconocida. El balance de
las dos vias, estaria regulado por el suero y/o factores de crecimiento, de
manera que en presencia de los mismos, el efecto anti-apoptdtico de
MEK/MAP-quinasa, predominaria frente a la sefializacion apoptdtica en
la que estarian implicadas Ras/Raf. Pero la ausencia de suero y/o factores
de crecimiento, potenciaria esta ultima via, dando lugar a la muerte
celular.

Si nos fijamos en la bibliografia aparecida en los ultimos afios,
podremos encontrar numerosas evidencias de la interaccion entre Ras, Raf
y Bcl-2 (22, 23, 39). De acuerdo con nuestros resultados, diversos autores
han presentado datos que demuestran la asociacién de Bcl-2 con Raf-1,
p21™ o p23"Re (22, 23), relacionando la asociacion de p21™ y Raf con

15



PALOMA NAVARRO Y COLS. ANAL. REAL ACAD. FARM.

Bcl-2, con la fosforilacién de este, y con el bloqueo de la proteccion
frente a la apoptosis inducida por esta proteina (23) (Figura 4).

Ausencia
suero/factores de crecimiento

( \ caspasas
Bcl-z—i—b B2 P
/
Raf

B2 ¢

X BclxS 4

MEK/MAPK \

&

] v

l Potencial membrana

mitocondrial
LN B
~—~
APOPTOSIS

Figura 4.- Representacion del modelo de apoptosis inducido por la ausencia de
suero en las lineas celulares de adipocitos marrones
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El balance entre la vida y la muerte requiere la presencia de
sefales extracelulares (hormonas, citoquinas, factores de crecimiento). La
mayoria de las células en cultivo mueren por apoptosis en ausencia de
suero y/o factores de supervivencia, pero es posible prevenir esta muerte
celular mediante el aporte de factores especificos, como la insulina, IGF-
I, IGF-II, NGF, EGF (32,40,41,42). Considerando el alto numero de
receptores de insulina e IGF-I presentes en las células MB 4.9.2 (25),
estudiamos el posible efecto de supervivencia que podrian ejercer estos
factores frente a la apoptosis inducida por retirada de suero.

La unién de la insulina/IGF-I a su receptor, da lugar a la
activacion de distintas cascadas de sefializacion, a través de las cuales es
capaz de mediar en los procesos de proliferacion, diferenciacion y
apoptosis. La estimulacién de la actividad PI 3-quinasa por insulina en los
adipocitos marrones primarios e inmortalizados, ya habia sido demostrada
previamente (13,25). Nuestros resultados demostraron ademas que
wortmanina y LY294002 eran capaces de bloquear esta estimulacion en
las células MB 4.9.2, a las mismas dosis que lo hacian en las células
primarias (25), y que este bloqueo impedia a la insulina ejercer su efecto
de proteccion frente a la apoptosis inducida por la retirada de suero. Tanto
la wortmanina como el LY294002 en presencia de insulina, disminuyeron
el porcentaje de células en ciclo, indicando que esta ruta era necesaria
para la progresion del ciclo celular y para la supervivencia de los
adipocitos marrones inmortalizados.

El papel de la ruta de Ras/Raf/MEK1/MAP-quinasa en apoptosis,
como sucede en otros casos es contradictorio. En lineas generales, se
implica a las MAP-quinasas en las rutas de supervivencia. Nuestros
resultados mostraron que el PD098058, inhibiendo la fosforilacion de
MAP-quinasa, bloqueaba el rescate inducido por la insulina de una forma
similar a la wortmanina/LY294004, inhibidores de PI 3-quinasa. Dado
que la wortmanina no inhibe la estimulacion de MAP-quinasas por
insulina, y que el PD098059 no afecta la actividad PI 3-K estimulada por
insulina, nuestros resultados demuestran claramente que la insulina lleva
a cabo su funciéon como factor de supervivencia en los adipocitos
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marrones inmortalizados, por medio de dos rutas alternativas, como son la
PI 3-quinasa y MAP-quinasas.

La importancia de la expresion de Bcl-x en el control de apoptosis
por IGF-I/insulina, es un tema controvertido. La inhibicién de apoptosis
por IGF-I en células PC12, parece estar asociado a un aumento en la
expresion de la proteina Bcl-xp (24), aunque por otra parte, la supresion
de la apoptosis mediada por ICE, inducida por IGF-I en células COS, es
independiente de la expresion de Bel-x. Por lo tanto, vemos que, si bien la
proteina Bcl-xp no esta claramente expresada en este sistema celular, y
por tanto no juega ningun papel relevante en él, se puede observar una
regulacion de la forma pro-apoptotica, Bel-xs en todos los procesos
relacionados con la muerte celular inducida por la ausencia de suero o con
el rescate de dicha muerte por factores especificos.

Dos de los principales efectores de la PI 3-quinasa son la PKB/Akt
y la p70°% . En trabajos muy recientes se ha sugerido que la PKB/Akt esta
implicada en la regulaciéon de la supervivencia celular en diferentes tipos
celulares (38,44,45). Sin embargo, la participacion de la p70°®* en los
procesos de supervivencia no parece estar tan clara (38). La
superviviencia inducida por la insulina, demostré ser independiente de
p70°% en los adipocitos marrones inmortalizados ya que su inhibicion por
rapamicina no impedia el efecto protector de la insulina.

Los efectos de PKB/Akt en apoptosis parecen estar mucho mas
claros. En los ultimos afios ha aparecido un gran nimero de trabajos
implicando a esta quinasa en la regulacion de la supervivencia celular en
diferentes sistemas celulares (38,44,45). Nuestros resultados mostraron
que la PKB, en los adipocitos marrones inmortalizados, estaba claramente
activada por la insulina. Ademas, esta activacion se producia a través de
la PI 3-quinasa, pero no a través de p7056k. Estos resultados estan de
acuerdo con otros aparecidos en la bibliografia, en los que se considera a
la PKB como un mediador de la cascada de sefializacion de la PI 3-
quinasa (46,47,48). Recientemente, Somwar y col. (1998) (49), han
propuesto un mecanismo bifdsico para la activacion de la p70°%* por
insulina, segun el cual la estimulacién inicial de la insulina daria lugar a
la activacion de la p70°®* por una via PI 3-quinasa-dependiente, mientras
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que en una segunda fase de la estimulacidn, la activacion de la quinasa
continuaria, pero esta vez por una via independiente de PI 3-quinasa.

En resumen, los datos aqui expuestos, muestran que la
insulina/IGF-I, ademds de ser fundamentales en los procesos de
proliferacion y diferenciacion en los adipocitos marrones, constituyen
importantes sefiales de supervivencia. Estos factores ejercen su efecto
protector frente a la apoptosis inducida por la ausencia de suero a través

Insulina/IGF-1

/N

LY Pl3quimsa

l / \llp}[]‘ll(lnl

PKB/AKt p7S6 quimsa

=/

SUPERVIVENCIA

+ BdxS

Figura 5.- Modelo de supervivencia inducido por insulina/IGF-I en las lineas celulares
de adipocitos marrones

de dos rutas principales: la MEK/MAP-quinasa y la PI 3-quinasa/Akt,
siendo capaces de regular a través de estas rutas los niveles de la proteina
Bcl-xg (Figura 5).
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PIES DE FIGURAS

Figura 1.- Analisis por citometria de flujo de adipocitos marrones tefiidos con
yoduro de propidio: Tras crecer las células en medio suplementado con 10% SF, se les
retir6 el suero durante 6 6 12h. Pasado este tiempo, se recogieron las células, y se
procesaron para el analisis del ciclo celular por citometria de flujo. M, representa el
porcentaje de células con un contenido en ADN inferior a 2C. Los resultados son medias
+ S.E.M. de cuatro experimentos distintos.

Figura 2.- Fragmentacion del ADN de adipocitos marrones inmortalizados en
ausencia de suero: Los adipocitos marrones inmortalizados crecieron en presencia de
suero, y posteriormente se cultivaron en ausencia del mismo durante distintos tiempos. A
continuacion se realizo la extraccion del ADN extranuclear y se procedié a su analisis
electroforético en gel de agarosa. Se muestra un experimento representativo de cuatro
realizados. En el ultimo carril se muestra un marcador de peso molecular (M) (escalera
de ADN de 100 pb).

Figura 3.- Niveles de proteinas Bcl-xs y Bel-2: Los histogramas representan los niveles
de las proteinas Bcl-xg y Bcl-2 en unidades arbitrarias, y son medias £ S.E.M. de tres

experimentos independientes.

Figura 4.- Representacion del modelo de apoptosis inducido por la ausencia de
suero en las lineas celulares de adipocitos marrones

Figura S5.- Modelo de supervivencia inducido por insulina/IGF-I en las lineas
celulares de adipocitos marrones
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Proteinas Inactivadoras de Ribosomas (RIPs) y sus
Aplicaciones en la Construccion de Inmunotoxinas
para la Terapia Experimental del Cancer

TOMAS GIRBES JUAN
Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular y Fisiologia, Facultad
de Ciencias, Universidad de Valladolid, 47005 Valladolid.

RESUMEN

Las proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs) son inhibidores de la
sintesis de proteinas que inactivan a los ribosomas de manera irreversible. Las mas
conocidas son las RIPs vegetales de las cuales ricina es la mas estudiada. El mecanismo
de accion consiste en la depurinacion del ARNr mayor de los ribosomas (28 S ARNr en
el caso de los mamiferos). Las RIPs aceptan también otros substratos tales como ADN,
ARN genomico viral y algunos polinucledtidos sintéticos que resultan multidepurinados.
Diversas RIPs presentan actividad antiviral contra virus vegetales y animales y actividad
topoldgica sobre el ADN. En nuestro laboratorio hemos descubierto un nuevo tipo de
RIP que hemos denominado RIP de tipo 2 no téxica. Entre estas RIPs cabe destacar
nigrina b y nigrina b basica de Sambucus nigra y ebulina de Sambucus ebulus. Estas
RIPs son entre 1.000 y 10.000 veces menos toxicas para células cultivadas y ratones que
la ricina. La aplicacion mas notable de las RIPs es la construccion de inmunotoxinas y
conjugados para la terapia experimental en particular la del cancer humano. En nuestro
laboratorio hemos preparado conjugados activos contra las células de cancer de colon e
inmunotoxinas activas contra células CD105+ caracteristicas de la neovasculatura
tumoral.

" Discurso leido en su Toma de Posesion como Academico Correspondiente el 25 de
noviembre de 1999.
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Palabras clave: Proteinas inactivadoras de ribosomas.- RIPs.- Sintesis de proteinas.-
Inmunotoxinas.- Cancer.

SUMMARY

Ribosome-Inactivating proteins (RIPs) and their aplication in the construction of
immunotoxins for the experimental therapy of cancer.

The ribosome —inactivating proteins (RIPs) are protein synthesis inhibitors
that trigger the irreversible inactivation of ribosomes. The most known RIPs are those
from plants being ricin the most studied one. The molecular mechanism of action of
RIPs is the depurination of the largest rRNA (28 S rRNA in mammalian). RIPs act also
on other substrates like DNA, viral genomic RNA and some synthetic polynucleotides
which become multidepurinated. Some RIPs display antiviral activity on plant and
animal viruses and also have a topological activity on double stranded DNA. We have
found a novel kind of RIP that we named non-toxic type 2 RIP. Among these RIPs are
nigrin and basic nigrin b from Sambucus nigra and ebulin from Sambucus ebulus. The
new RIPs are between 1.000 and 10.000 times less toxic for cultured human cells and
mice than ricin. The most noteworthy application of RIPs is the construction of
conjugates and immunotoxins for the experimental therapy of human cancer. We have
prepared conjugates active on colon cancer cells and immunotoxins active on CD105+
cells which are characteristic of the tumoral neovasculature.

Key words: Ribosome-inactivating proteins.- RIPs.- Protein synthesis.- Immunotoxins.-
Cancer.

Excmo. Sr. Director de la Real Academia de Farmacia,
Excmas. Sras. Académicas, Excmos. Sres. Académicos, sefioras y
seflores, es para mi un gran honor ser admitido en la Real Academia de
Farmacia y poder dirigirme hoy a todos ustedes. Quiero agradecer en
primer lugar al Profesor D. Manuel Ruiz Amil Catedratico de Bioquimica
y Biologia Molecular y amigo, el haberme propuesto a esta institucion
como académico correspondiente y en segundo lugar el haber presentado
mi curriculum de la manera tan generosa con que lo ha hecho. Agradezco
asimismo a los Profs. D. Antonio Portolés Alonso y D. Juan Tamargo
Menéndez el haber apoyado la propuesta del Prof. Ruiz Amil. Tengan la
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del honor que se me hace.
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No estaria quizas hoy aqui si el malogrado Dr. David Vazquez
no me hubiese orientado hace ya 25 afios hacia el estudio de la biosintesis
de proteinas, tema este sobre el que contintio estudiando. Por lo tanto
agradezco también al Dr. David Vazquez, cuya talla cientifica no voy a
descubrir hoy aqui, la oportunidad unica e inestimable que me brindo
hace ya tanto tiempo. Agradezco también al Dr. D. Juan Modolell Main6éu
su direccion en mi etapa formativa y su rigor cientifico que me han
influido positivamente durante todos estos afios. Mi agradecimiento se
extiende también al Prof. D. Roberto Parrilla Sanchez, con cuyo trato
adquiri una vision de conjunto de los procesos fisiologicos, que me ha
ayudado a comprender gran cantidad de fendomenos de los seres vivos.
Durante los afios de mi carrera académica he contado con la inestimable
ayuda de colegas y amigos sin cuyo trato enriquecedor muchas veces
hubiese renunciado a la dura labor que supone la dedicacion a la docencia
y a la investigacion, como todos ustedes saben bien, y en particular en las
Universidades de provincias.

Mi actividad investigadora ha versado sobre diversos temas
mas o menos relacionados con la biosintesis de proteinas. Hoy quiero
presentarles de manera forzosamente sucinta la actividad que me ha
ocupado los ultimos 10 afios, esto es, la investigacion sobre las proteinas
inactivadoras de ribosomas de origen vegetal, proteinas que como
veremos estan influyendo de modo decisivo en la terapia experimental de
diversas enfermedades en particular del cancer.

En 1978 el defensor de los derechos humanos Georgi Markov
fue asesinado en las calles de Londres mediante un pinchazo en la pierna
con la punta de un paraguas. Markov muri6 a los pocos dias entre agudos
dolores sin que se pudiese hacer nada por salvar su vida (1). Una
profunda investigacion reveld que la punta del paraguas contenia una
minuscula cantidad de ricina, una poderosa toxina proteica aislada de las
semillas del ricino (Ricinus communis) por Stillmark en 1889 (2). Pero no
fue hasta la década de los setenta de nuestro siglo, exactamente en 1975,
en el laboratorio del Dr. David Vazquez, cuando se descubri6 que su
accion sobre la biosintesis de proteinas se ejercia de manera catalitica e
irreversible (3). La ricina es hoy en dia cabeza de serie de una familia de
proteinas que comparten con la ricina el mismo efecto sobre la sintesis de
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proteinas, esto es la inactivacion irreversible de los ribosomas, de ahi que
se conozcan como proteinas inactivadoras de ribosomas o RIPs, del inglés
ribosome-inactivating proteins. Ruego me disculpen que por comodidad y
fluidez expositiva utilize este término de RIP. Este campo puede
considerarse en parte como desarrollo de la actividad pionera del Dr.
David Viézquez y sus colaboradores sobre el modo de accién de los
antibioticos y otros inhibidores de la sintesis protéica (4).

He dividido la exposicion que voy a realizar en dos partes, en
la primera dedicada a las RIPs abordaré los aspectos mas notables de las
RIPs de origen vegetal como son su distribucion y clasificacion, su
estructura, su modo de acciéon molecular y celular, sus efectos antivirales
y su posible papel biologico, y terminaré esta primera parte con las RIPs
del género Sambucus.

En la segunda parte abordaré las aplicaciones de las RIPs a la
construccion de inmunotoxinas y conjugados para la terapia experimental
del cancer, la angiogénesis asociada a tumores, la inmunotoxiterapia
contra la neovasculatura tumoral y terminaré con la consideracion de
algunos problemas clinicos que plantea la utilizaciéon in vivo de las
inmunotoxinas en la terapia experimental del cancer.

Veamos en primer lugar la distribucion y clasificacion de las
RIPs vegetales. Hasta la fecha se han aislado 79 RIPs de origen vegetal,
de las cuales, aproximadamente un tercio han sido descubiertas en nuestro
laboratorio o en colaboracion con investigadores extranjeros. Las familias
Caryophylaceae, Phytolacaceae, Euphorbiaceae, Cucurbitaceae y
especialmente Sambucaceae son las mas estudiadas y en las que se han
encontrado mayor nimero de especies con RIPs. Entre estas RIPs cabe
destacar ademas de la ricina, las saporinas, las PAP, la tricosantina o
sustancia GLQ223, nigrina y ebulina por sus aplicaciones en la terapia
humana como veremos después (4-6).

En la actualidad se clasifica a las RIPs esencialmente en dos
categorias: RIPs de tipo 1 y RIPs de tipo 2 (4-6). Las RIPs de tipo 1 estan
formadas por una sola cadena polipeptidica que es la que presenta la
actividad inhibidora de sintesis de proteinas. Las RIPs de tipo 2 estan
formadas por dos cadenas polipeptidicas heterélogas, una cadena
inhibidora de sintesis de proteinas equivalente a las RIPs de tipo 1 que se
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denomina cadena A y una cadena con propiedades de lectina, esto es
proteina que liga azucares, que se denomina cadena B. Las RIPs de tipo 2
pueden ser toxicas como la ricina, abrina y proteinas relacionadas (5,6),
debido a que poseen un dominio protéico que les permite atravesar las
membranas celulares al reconocer y unirse a receptores de membrana
plasmatica y entrar en el citosol donde inhiben la sintesis de las proteinas.
Las RIPs de tipo 2 pueden ser también no toxicas para células humanas
cultivadas y para ratones en relacion con la ricina. Solo a concentraciones
de entre 1.000 y 10.000 veces superiores a la ricina presentan toxicidad en
ratones. Las RIPs de tipo 1 son menos tdxicas para las mismas células y
animales de ensayo que las de tipo 2 toxicas, excepcion hecha de los
macréfagos (5,6).

Las RIPs no toxicas de dos cadenas han sido descubiertas en
nuestro laboratorio (5-9). Como veremos después estas RIPs no toxicas
pueden ser de una gran utilidad potencial para la construccion de
inmunotoxinas y conjugados para la terapia humana.

Veamos ahora la estructura de las RIPs. Las RIPs
monocatenarias o de tipo 1 son polipéptidos de masa relativa entre 25.000
y 32.000. Todas las RIPs de tipo 1 conocidas poseen un cardcter
fuertemente basico con puntos isoeléctricos en el entorno de 9. Ello indica
la predominancia de aminoacidos basicos; de hecho, el andlisis del
contenido en aminoacidos asi lo indica. Muchas de ellas estan glicosiladas
lo que les confiere un fuerte caracter antigénico (5,6).

Las RIPs bicatenarias o de tipo 2 poseen masas relativas entre
56.000 y 68.000 con subunidades de masas relativas entre 26.000 y
33.000 (cadena A) y 28.000 y 38.000 (cadena B). En muchos casos estdn
también glicosiladas. Las cadenas A de las RIPs de tipo 2 poseen
homologia secuencial con las RIPs monocatenarias, mientras que las
cadenas B la poseen con las lectinas de la misma familia vegetal (5,6).

Los estudios de estructura por difraccion de rayos X han
permitido revelar la estructura espacial fina de algunas de estas proteinas.
El ejemplo mas notable es la ricina, en cuya estructura se han podido
definir los sitos de union de la cadena B con restos de galactosa, las
cadenas de polisacarido unidas covalentemente en la cadena B y el centro
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activo responsable de la actividad enzimatica localizado en la cadena A
(5).

Veamos ahora el modo de accion molecular de las RIPs. A
finales de 1987 Endo descubridé que la ricina presentaba una actividad
enzimatica como N-glicosidasa del acido ribonucleico ribosdémico o ARN
28 S. Posteriormente se ha demostrado esta actividad como caracteristica
de las RIPs. La actuacion enzimatica de las RIPs tanto de una como de
dos cadenas provoca la hidrélisis del enlace N-glucosidico entre la
adenina y la ribosa del nucle6sido A-4324 del 28 S acido ribonucleico de
los ribosomas de mamifero. El resultado de esta accion enzimadtica es que
el ribosoma apurinico resultante es inactivo en sintesis de proteinas (10).

La adenina liberada se encuentra localizada en un bucle del
ARN ribosémico altamente conservado que se presenta en ribosomas de
mamiferos, hongos, plantas y bacterias (6), y que participa en la
interaccion con el ribosoma del factor de elongacion 2 que es responsable
de la translocacion en organismos superiores y del factor de elongacion G
responsable de la translocacion en bacterias. Precisamente, mis primeros
trabajos de investigacion realizados con el Dr. Juan Modolell en el
laboratorio del Dr. David Vazquez hace mas de 20 afios, demostraron que
la energia liberada en la hidrolisis de GTP en esta interaccion se utiliza en
favorecer la liberacion répida del factor de elongacion de la superficie
ribosdmica una vez concluida la etapa de elongacion (11-13).

Los analisis estructurales realizados en los ultimos afios
indican que varias RIPs poseen homologia secuencial de amino acidos
con el enzima topoisomerasa I del ADN de Drosophila (14). El estudio
posterior indicé que dichas RIPs presentan actividad topologica sobre el
ADN, lo que provoca cambios en la estructura del ADN superenrollado
pero no en el ADN lineal. Primero provoca la relajacion de la forma
superenrollada y después provoca cortes en las dos cadenas de ADN lo
que conlleva la aparicion de la forma lineal. Se ha sugerido que esta
actividad enzimatica de las RIPs podria ser la base, o al menos una de
ellas, de los efectos anti-VIH-1 de las RIPs (15).

En los ultimos afios se ha podido comprobar que la actividad
N-glycosidasa caracteristica de las RIPs puede ejercerse también sobre el
ADN y el ARN ribonucléico no ribosémico. Asi Stirpe y cols. han
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descrito que varias RIPs descubiertas en colaboraciéon con nuestro
laboratorio, en particular las saporinas presentes en Saponaria officinalis
(16), pueden depurinar polinucledtidos sintéticos, acido ribonucleico
genomico viral y dcido desoxirribonucleico de esperma de salmon (17).

Esto nos introduce en el apartado sobre los efectos antivirales
de las RIPs. Las RIPs poseen propiedades antivirales tanto sobre virus
vegetales como animales. Abrina, diantinas, PAP, ricina y saporinas
ejercen efectos inhibidores claros sobre los virus TMV y PVX. De hecho
una RIP clasica como la PAP se describi6 primero como proteina antiviral
(pokeweed antiviral protein) (18). Las RIPs poseen efectos inhibidores
también contra los virus animales por ejemplo, PAP, tricosantina,
gelonina y diantinas inhiben a los virus del SIDA y del herpex simplex en
experimentos con células aisladas (5,6).

Recientemente hemos descrito que la infeccion de hojas de
remolacha (Beta vulgaris) con virus vegetales induce la expresion de dos
RIPs monocatenarias relacionadas entre si a las que hemos denominado
beetinas 27 y 29 (19). Nosotros hemos conseguido el mismo efecto de
induccién de ambas beetinas por los virus vegetales, en plantas control
crecidas en el laboratorio bajo condiciones controladas, mediante la
administracion de mediadores quimicos de la accién molecular del virus a
nivel intracelular como son el 4cido salicilico y el peroxido de hidrégeno
(19).

La elevacion de la concentracion intracelular de ambas
substancias promueve la denominada respuesta sistémica adquirida en la
que cabe destacar la sintesis de las denominadas proteinas relacionadas
con la patogénesis (PR proteins) muchas de ellas quitinasas y glucanasas
que son activas frente a los hongos fitopatogénicos y determinadas
proteinas de cardcter antiviral entre ellas las beetinas. Resultados recientes
(pendientes de publicacion) indican que la induccion de las beetinas en
plantas en condiciones controladas previene de la infeccion viral. Esto
apoya la hipdtesis de que el papel biologico de estas RIPs podria estar
relacionado con la defensa de la planta frente a la agresion de
determinados virus vegetales.

A pesar del enorme interés de estos efectos de las RIPs, no se
conoce aun el mecanismo molecular mediante el cual las RIPs ejercen su



TOMAS GIRBES JUAN ANAL. REAL ACAD. FARM.

efecto antiviral. Se ha descrito un efecto inhibidor sobre los ribosomas de
las células infectadas por virus lo que provocaria una especie de suicidio
de las células infectadas, un efecto depurinante e inactivador directo sobre
virus, un efecto inhibidor independiente de la actividad N-glicosidasa, una
actividad topoisomerasa o como en el caso del virus del SIDA, una
inhibicion de la actividad integrasa del virus como ha sido demostrado
recientemente por el grupo de la Prof. S. Lee-Huang (15).

En relacion con el posible papel desempefiado por las RIPs en
la defensa de las plantas frente a las infecciones fungicas y viricas, quiero
destacar que investigaciones recientes de nuestro grupo en colaboracion
con el de la Prof. Karen MacDonald de la Universidad de Davis,
California, han permitido descubrir tres quitinasas monocatenarias de 7.
kirilowii con actividad RIP (20) y con homologia secuencial con la
tricosantina, una RIP que posee actividad antiviral in vivo contra el virus
del SIDA (5,6). En el caso de estas tres proteinas podriamos estar ante
unos agentes polivalentes de defensa antifiingica y antiviral.

Respecto al modo de accion celular de las RIPs, mientras que
las RIPs de tipo 1 o de una cadena son muy poco toxicas para las células
cultivadas y para los animales de experimentacion, ya que no pueden
entrar en el citoplasma por si mismas, las RIPs de tipo 2 como ricina,
abrina, volkensina, modecina y viscumina son extremadamente toxicas
para las células intactas debido a la presencia de la cadena B
translocadora que es capaz de fijarse a receptores de membrana
plasmatica y promover la internalizacion del complejo toxina-receptor.
Posteriormente la ricina es transportada al aparato de Golgi y de alli es
transferida al reticulo endoplasmico rugoso en donde se disocia
permitiendo la entrada en el citosol de la cadena A, que como hemos
comentado es la especie enzimdaticamente activa y alli inactiva a los
ribosomas (5,6).

Este tipo de transporte se conoce como transporte retrogrado
porque va desde los endosomas hasta el reticulo endoplasmico rugoso, via
esta contraria a la via normal de secrecion de proteinas, y por ello el
nombre de transporte retrogrado.

Una de las familias més notables en lo que a RIPs se refiere es
la Sambucaceae. En 1992 descubrimos en mi laboratorio un grupo de
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RIPs de dos cadenas del tipo de la ricina que poseen la notable propiedad
de tener una actividad tdxica sobre células humanas cultivadas asi como
sobre ratones de unas 1.000 a 10.000 veces menor que la ricina, abrina y
las otras RIPs altamente toxicas (6).

De la corteza de Sambucus nigra hemos aislado dos RIPs de
tipo 2, nigrina b de estructura AB y masa relativa 58.000 (9) y nigrina b
basica de estructura AB y masa relativa 64.000 (21). La corteza contiene
ademas otra RIP muy poco activa denominada SNA I descubierta en 1984
por Brokaert y cols (6).

De las hojas hemos aislado también una RIP denominada
nigrina 1 de estructura AB y masa relativa 63.000 (pendiente de
publicacion). Los frutos de Sambucus nigra contienen también una RIP
equivalente a nigrina b denominada nigrina f (22) y lo que es muy
notable, RIPs de tipo I monocatenarias que hemos denominado nigritinas
de masa relativa 24.000 (23). Las nigrinas acidas de Sambucus fijan
polisacaridos con galactosa terminal lo que facilita su aislamiento por
cromatografia de afinidad. Asi la corteza de Sambucus nigra posee
proteinas que se fijan a una matriz cromatografica que contiene restos de
galactosa, y por lo tanto pueden ser eluidas de la columna por la adicion
de galactosa. Estas proteinas pueden ser separadas por cromatografia de
exclusion molecular lo que permite detectar la nigrina b. Fue el desarrollo
de esta técnica lo que nos permitidé descubrir esta notable proteina que
habia pasado desapercibida anteriormente (9). El analisis electroforético
de estos tres picos protéicos nos permite apreciar que se trata de proteinas
homogéneas de masas relativas 140, 58 y 30. SNA I y nigrina son RIPs,
SNA II es una lectina monomérica (9).

Cuando investigamos la actividad inhibidora de biosintesis de
proteinas de la nigrina b utilizando sistemas acelulares tales como los
extractos de lisados de reticulocito de conejo, de higado y de cerebro de
rata, encontramos que la concentracion de proteina que inhibe un 50 % es
de 10 ng/ml, esto es de rango subnanomolar, y por lo tanto ligeramente
mas activas que la ricina en los mismos sistemas. En contraste nigrina b
no afecta a los ribosomas de plantas tales como trigo, Vicia sativa y
Cucumis sativus (9).
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La sorpresa vino cuando estudiamos la sintesis de proteinas en
células humanas cultivadas, pues mientras que la ricina inhibe a 1 ng/ml,
la nigrina no hace absolutamente nada a esta concentracion. Es mas,
mientras que la dosis letal 50 % in vivo de la ricina es de 2,6
microgramos/Kg, la de la nigrina es 12 mg/kg en ratones (9).

Respecto al mecanismo molecular de inhibicion de la nigrina
b es el mismo que el de la ricina, esto es la inactivacion por depurinacion
del ARN ribosémico que después de su tratamiento con anilina en medio
acido libera un fragmento de ARN que se denomina fragmento de Endo y
que es diagnostico de la accion de las RIPs (9).

El ARN ribosémico no es el tnico substrato de las RIPs.
Utilizando las nigrinas b y b basica hemos podido observar que ambas
RIPs pueden atacar tanto a ribosomas de reticulocito de conejo,
generando los fragmentos de Endo con anilina acida, como al ARN
genomico del virus del mosaico del tabaco, que al tratarse con anilina
acida se degrada totalmente, lo que es sintoma de una multidepurinaciéon
extensa. Una de las nigrinas, la nigrina b bdsica, posee actividad
topologica sobre el ADN promoviendo la transicion del ADN
superenrollado a las formas relajada y lineal (9,21).

Sambucus ebulus es una especie muy parecida a Sambucus
nigra de la que hemos aislado también diversas RIPs tanto de hojas, de
frutos como de rizomas. La proteina mas estudiada ha sido la ebulina (8),
un dimero AB de masa relativa 56.000 cuya estructura molecular ha sido
determinada conjugando la secuencia del gen que la codifica con los
estudios de difraccion de rayos X, trabajo este que se esta realizando en
colaboracion con el Prof. Jon Robertus de la Universidad de Texas en
Austin (pendiente de publicacion). Como podemos ver la estructura de la
ebulina, aunque es distinta, se parece bastante a la de la ricina.

Para elucidar la causa de la falta de toxicidad de la nigrina en
relacion con la ricina, iniciamos unos estudios de toxicidad comparada en
colaboracion con el Prof. Fiorenzo Stirpe de la Universidad de Bolonia y
pudimos determinar que practicamente toda la nigrina b que se une a
receptores de la membrana plasmatica entra en la célula, es degradada y
sus restos expelidos después al espacio extracelular. Unicamente a muy
altas concentraciones, algunas moléculas presentes en los endosomas
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translocan espontdneamente al citosol y pueden entonces inhibir la
sintesis de proteinas (24).

Dado que, como también hemos demostrado recientemente la
mayor parte de ricina captada por la célula es degradada como la nigrina,
y que una pequeia fraccion de ricina sufre transporte retrogrado
responsable de la alta toxicidad como ya hemos comentado (24),
proponemos la existencia de al menos dos tipos de receptores de
membrana plasmatica para la ricina. Uno seria el responsable del
transporte mayoritario e improductivo, como le sucede a la nigrina b,
mientras que el otro seria responsable de que una pequefia parte de ricina
se internalize por la via de transporte retrogrado al aparato de Golgi y
posteriormente al reticulo endopldsmico rugoso, y de alli al citosol en
donde provocaria la inhibicion de la sintesis de proteinas. La existencia de
ambos tipos de receptores para la ricina estd en estudio en mi laboratorio
en la actualidad.

En la segunda parte de esta exposicion quiero abordar la
utilizacion de RIPs en la construccion de inmunotoxinas y conjugados de
utilidad en la terapia experimental del cancer.

Una inmunotoxina es una especie molecular producida
artificialmente a partir de un anticuerpo y una toxina, en particular una
proteina inactivadora de ribosomas. El anticuerpo estd dirigido contra un
antigeno presente en la superficie de la célula blanco y por ello las
inmunotoxinas se convierten en los “proyectiles magicos de Ehrlich”, al
identificar y matar a dichas células blanco (5,6,25).

Las primeras inmunotoxinas construidas utilizaban como
toxina la ricina entera, pero la elevada toxicidad inespecifica de esta
poderosa toxina desaconsejo su uso en terapia. El establecimiento de las
inmunotoxinas como herramientas terapéuticas vino con las denominadas
inmunotoxinas de primera generacion, consistentes en la cadena A de la
ricina procedente de la disociacion de ricina en medio reductor unida por
puentes disulfuro a un anticuerpo monoclonal dirigido a la célula blanco.
Sin embargo, la presencia de pequenisimas cantidades de cadena B
contaminante permitia la reconstitucion de la molécula de ricina y
conferia a las preparaciones de inmunotoxina una toxicidad inespecifica
intolerable para una terapia eficaz y segura (5,6).
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Una solucién vino con la utilizacién de RIPs monocatenarias,
por ejemplo del tipo de las saporinas y con la generacion de cadena A de
ricina por ingenieria genética. Sin embargo las inmunotoxinas formadas
con RIPs de tipo 1 son inestables y a menudo resultan muy tdxicas, como
en el caso de las inmuntoxinas construidas con saporina.

Las patologias que pueden tratarse con inmunotoxinas son
todas aquellas basadas en la existencia de células enfermas que presenten
moléculas distintivas especificas en su superficie celular y que estén
ausentes o a menor concentracion en la superficie celular de las células
sanas. En la bibliografia actual se describen tratamientos con
inmunotoxinas construidas con RIPs de tipo 1 como saporina contra la
enfermedad de Hodgking, momordina contra el mieloma multiple y PAP
contra el SIDA. Sin embargo la RIP mas utilizada ha sido y es la cadena
A de la ricina contra el SIDA, los cénceres de colon y de mama, en la
enfermedad de rechazo del injerto frente al huésped, en la leucemia
linfoblastica y en la vitreorretinopatria proliferante, por citar algunos
ejemplos notables (5).

En el caso del SIDA, las inmunotoxinas formadas con RIP de
tipo 1 y anticuerpos monoclonales anti-gp120 o anti-gp41 se afiaden al
posible valor terapéutico que poseen las RIPs aisladas. Ello abre unas
perspectivas excelentes para la terapia experimental del SIDA habida
cuenta del fracaso que se ha empezado a apreciar en las terapias con
agentes antiretrovirales. Se sabe ya que la aparicion de resistencia in vivo
contra uno de los inhibidores de la proteasa provoca resistencia cruzada a
otros farmacos inhibidores también de la proteasa. Ademads, datos
recientes indican que la supresion de la terapia permite la reaparicion del
virus procedente de santuarios celulares que no bien conocidos en la
actualidad. En estos casos, quizas una terapia con inmunotoxinas dirigidas
a estas c¢lulas podria eliminar definitivamente el reservorio y por tanto la
infeccion latente.

Las inmunotoxinas de segunda generacion utilizan ricina
intacta. Se trata con este enfoque de eliminar por via quimica la toxicidad
inespecifica de la ricina debida a la presencia de los sitios de union a
receptores potenciales de traslocacion, que como recordaremos son los
responsables del transporte anterégrado causante de la translocacion en el
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reticulo endoplasmatico de la cadena A y por lo tanto responsables de la
extraordinaria toxicidad de la ricina (26).

Para ello se procede a fijar una cadena de polisacarido
activada quimicamente a la ricina. La reacciébn covalente de este
polisacarido con los sitios de fijacion de aztcar de la ricina produce una
especie de ricina que se denomina ricina bloqueada que presenta mucho
menos toxicidad inespecifica que la ricina nativa. Sin embargo este
tratamiento conlleva una notable pérdida de actividad enzimatica de la
ricina concomitante con la manipulaciéon quimica de la toxina y de los
procesos de purificacion ulteriores. A pesar de ello, una de estas
inmunotoxinas con ricina bloqueada se encuentra ya en el mercado con el
nombre de oncolisina y ha demostrado una notable efectividad en ciertos
tipos de linfoma.

La mayor parte de las inmunotoxinas utilizadas hasta el
momento han sido construidas contra las células enfermas y en el caso del
cancer contra las células tumorales. El interior de un tumor de cierto
tamafo posee presion positiva respecto al entorno lo que dificulta
notablemente la accesibilidad de las células tumorales a los agentes
anticancerosos. Ello obliga a utilizar concentraciones elevadas de farmaco
para alcanzar concentraciones intratumorales de farmaco efectivas.

Por todo ello, en los ultimos anos se ha desarrollado un
concepto de lucha antitumoral experimental distinto, basado en el bloqueo
de la vasculatura tumoral con agentes antiangiogénicos. La estrategia se
basa en que cuando un tumor “in situ” crece a partir de cierto tamafo se
produce un desarrollo de capilares para nutrir a la masa tumoral. Las
propias células tumorales promueven el desarrollo de la red capilar a
través de la estimulacion del desarrollo de vasos capilares conocido como
angiogénesis y del bloqueo de los inhibidores endogenos de angiogénesis.
El resultado es que al aumentar la masa tumoral se desarrolla una red
capilar denominada neovasculatura tumoral que nutre al tumor de manera
independiente de la red vascular del tejido sano (27).

Pues bien la terapia antiangiogénica tiene como objetivo
impedir que se desarrolle la neovasculatura tumoral para, de esta manera,
eliminar el suministro de los nutrientes y el oxigeno que llegan al tumor a
través de la neovasculatura tumoral y eliminar la masa tumoral sin
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necesidad de atacar directamente a las células tumorales. Se ha
determinado que la muerte de una célula endotelial de la neovasculatura
induce la muerte de entre 100 y 250 células cancerosas.

Un nuevo enfoque que puede resultar complementario con la
terapia antiangiogénica que hemos descrito consiste no en impedir que
crezca la red capilar del tumor lo cual es un proceso lento, sino en destruir
rapidamente la red ya formada en los tumores establecidos. Ello puede
conseguirse con inmunotoxinas dirigidas especificamente contra la
neovasculatura tumoral que destruyan dicha red vascular.

Nosotros hemos abordado este nuevo enfoque con las que
denominamos inmunotoxinas de tercera generacion. Estas inmunotoxinas
estan constituidas por nigrina o ebulina y un anticuerpo monoclonal
dirigido contra una proteina especifica de la superficie celular de las
células endoteliales de la neovasculatura tumoral o que esté presente en
mayor concentracion que en la vasculatura normal. Una molécula de estas
caracteristicas es la endoglina o CD105, proteina cuyas caracteristicas
moleculares y funcionales han sido estudiadas entre otros por el Dr.
Carmelo Bernabéu, amigo y bioquimico que nos ayuda seleccionando y
suministrdndonos los anticuerpos monoclonales anti-endoglina para la
construccion de estas inmunotoxinas. La endoglina se encuentra presente
en la mayor parte de los tumores estudiados por técnicas morfologicas y
aunque se encuentra presente en algin tejido, lo estd a menor
concentracion (28).

Como la nigrina o la ebulina se une solo a los receptores
responsables del reciclado y degradacion concomitante al paso por los
compartimentos lisosdémicos, y no tiene el sitio para los receptores de
translocacion, no presenta la toxicidad inespecifica que presenta la ricina.
La nigrina libre simplemente se degrada y no se internaliza en la célula
via transporte retrégrado como la ricina.

Las inmunotoxinas de nigrina son por lo tanto superiores a las
construidas con ricina bloqueada porque, en primer lugar, la nigrina no se
manipula quimicamente y por ello no pierde ni actividad ni estabilidad y
en segundo lugar al ser mucho menos toxica que la ricina, la obtencién y
purificacion de nigrina y su conjugacion con los anticuerpos
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monoclonales para la fabricacion de las inmunotoxinas es mucho menos
peligrosa que operando con la ricina.

Para investigar la citotoxicidad de una inmunotoxina construida
con ebulina y un anticuerpo monoclonal anti-endoglina, el anticuerpo
44G4, hemos utilizado como células blanco mioblastos de rata
transfectados con el gen de la endoglina humana en el laboratorio del Dr.
Carmelo Bernabeu. Estas células expresan endoglina humana y por lo
tanto pueden ser sensibles a nuestra inmunotoxina anti-endoglina.

Al estudiar la viabilidad celular frente a concentracion de proteina,
pudimos determinar que las células parentales que no expresan endoglina
presentan la misma sensibilidad a la ebulina que a la inmunotoxina de
ebulina. Por el contrario las células transfectadas con el gen de la
endoglina humana son mas sensibles a la inmunotoxina que a la ebulina.
La ventana entre toxina e inmunotoxina es de mas de dos oérdenes de
magnitud, pero como la muerte de una célula endotelial de la
neovasculatura tumoral acarrea la muerte de entre 100 y 250 células
tumorales, la ventana real puede ser de entre 10.000 y 25.000 (29).

En cuanto al mecanismo de internalizaciéon de la inmunotoxina,
aunque no esta bien aclarado, creemos que la unién de la inmunotoxina a
la endoglina provoca la internalizacion de todo el complejo y una vez en
el citoplasma, el complejo podria seguir la via de transporte retrégrado
desde el endosoma hasta el reticulo endoplasmico rugoso en donde se
liberaria la cadena A de la ebulina al citosol e inhibiria la sintesis de
proteinas al inactivar los ribosomas. Este mecanismo comportaria la
deteccion de endoglina en vesiculas de Golgi y en el reticulo
endopldsmico rugoso.

Alternativamente, el complejo endoglina-inmunotoxina podria
simplemente provocar en el endosoma la translocacion de la cadena A de
la ebulina al citosol, y alcanzandose los ribosomas se bloquearia con ello
la sintesis de proteinas. Ambas posibilidades abren una apasionante via de
investigacion para elucidar las etapas participantes en el trafico
intracelular de esta inmunotoxina.

Las inmunotoxinas descritas hasta aqui estan compuestas por una
RIP y un anticuerpo monoclonal frente a una molécula presente de
manera especifica s6lo o en mayor concentracion en las células tumorales.
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Este anticuerpo se puede sustituir por moléculas transportadoras
diferentes permitiendo la construccién de conjugados también de gran
utilidad para la terapia experimental.

Investigaciones recientes han demostrado que la metastasis del
cancer de colon cursa con la aparicion de determinadas sialoproteinas en
la superficie de las células malignas. Estas sialoproteinas contienen acido
sidlico terminal ligado con enlace 2,6 a Galactosa o NAc-
Galactosamina. La RIP SNA I de corteza de Sambucus nigra a través de
su cadena B, liga también 4cido sidlico mediante enlace a2,6 a Galactosa
o Nac-Galactosamina. Nosotros hemos aprovechado esta capacidad de
SNA I para disefiar un conjugado con gran toxicidad especifica para las
células de céancer de colon aisladas, que como hemos dicho presentan
acido sidlico con enlace a2,6 (30).

Este conjugado estd constituido por nigrina o una RIP similar y la
cadena B de la RIP SNA I unidas ambas proteinas por puentes disulfuro
artificiales introducidos en ellas. La cadena B se manipula quimicamente
para impedir que se reasocie con las cadenas A de SNA I y en este
proceso se pierde la capacidad de ligar galactosa pero se mantiene la de
ligar 4cido sidlico.

Al estudiar la viabilidad celular de células Colo 320 procedentes
de carcinoma de colon humano frente a la concentracion de proteina,
pudimos determinar que el conjugado es mas toxico que la RIP sola, con
una ventana de entre 1,5 y 2 6érdenes de magnitud como minimo y con un
mecanismo molecular de acciéon que suponemos muy similar al de la
inmunotoxina antiangiogénica (31).

La Ciencia no estd refiida con la belleza. Nosotros nos
consideramos muy afortunados por haber podido traducir s6lo en una
minascula parte la indudable belleza del satico en términos moleculares.
El descubrimiento de las RIPs del sauco nos ha permitido no sélo estudiar
sus propiedades moleculares sino también utilizar estas proteinas, ebulina,
nigrinas b y b bésica y SNA I para la construccion de farmacos activos y
muy especificos in vitro contra la vasculatura tumoral y las propias
células cancerosas en el caso del cancer de colon. La accion de ambos
farmacos experimentales podria destruir tanto los tumores existentes,
como las células malignas circulantes o los tumores avasculares y asi
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prevenir la metéstasis. Los experimentos in vivo con animales diran si
estos conjugados € inmunotoxinas se comportan como se espera segun los
resultados in vitro y por lo tanto si son ttiles o no.

Hasta ahora he mostrado la cara amable de las RIPs y de las
inmunotoxinas y no quiero concluir esta exposicion sin comentar algunos
de los problemas clinicos que plantea el uso in vivo de inmunotoxinas y
conjugados con RIPs.

Uno de los principales problemas en el tratamiento de tumores
solidos con inmunotoxinas y otros agentes quimicos es que dichos
agentes antitumorales entran con gran dificultad en el interior del tumor.
Las células tumorales no estdn en contacto directo con la sangre, los
agentes quimicos tienen que penetrar en el interior del tumor. La presion
en el interior del tumor es mayor que en el exterior y por lo tanto los
farmacos solamente pueden entrar por difusion, para ello en muchos casos
se deben utilizar concentraciones elevadas que son a menudo toxicas para
el paciente (32). Por ello teéricamente la terapia antiangiogénica parece
ser superior a la terapia directa contra las células cancerosas.

Otro grave problema es la neutralizaciéon inmunoldgica de las
inmunotoxinas. Las RIPs, como proteinas que son, desarrollan resistencia
inmunolégica al ser inyectadas en el organismo, por lo que la eficacia de
una inmunotoxina viene dada no solo por su actividad especifica sino
también por la apariciéon de anticuerpos neutralizantes en el organismo
receptor. En ensayos clinicos se ha puesto de manifiesto el problema de la
aparicion efectiva de anticuerpos neutralizantes tanto frente a la parte
toxica de la inmunotoxina como frente al anticuerpo monoclonal de raton
(33). Esto ha sido contrarrestado parcialmente administrando
simultaneamente drogas citostaticas inmuno-depresoras (34). Una buena
solucion es la de disponer de wuna gran variedad de RIPs
inmunologicamente distintas y que puedan conjugarse a distintos
anticuerpos dirigidos frente al mismo blanco para aumentar asi el arsenal
de inmunotoxinas. Para reducir la respuesta contra el anticuerpo de raton,
la solucién es humanizar el anticuerpo monoclonal de raton por
ingenieria genética.

Por ultimo un serio problema que se ha observado en la
terapia con inmunotoxinas es el denominado sindrome de pérdida o

17



TOMAS GIRBES JUAN ANAL. REAL ACAD. FARM.

derrame vascular (vascular leak syndrome). Este problema surge con la
administraciéon de inmunotoxinas de ricina fundamentalmente y consiste
en la destruccion de capilares de manera aparentemente inespecifica, lo
cual conlleva estravasacion de sangre y formacion de edema.

Recientemente, Siegall y cols. (35) han encontrado que la
dexametasona previese dicho sindrome. Ademés la desoxiespergualina
muestra una poderosa actividad inhibidora de este sindrome y suma
ademds un efecto reductor de la respuesta inmunologica contra los
anticuerpos de ratén, por lo que es concebible una notable mejora en los
resultados de la terapia anticancerosa al reducir los efectos secundarios
que son siempre limitantes (35).

El futuro de las RIPs y de las inmunotoxinas en la terapia
experimental del céncer es muy halagiiefio habida cuenta de su
efectividad y especificidad en los modelos experimentales, pero siempre
que se resuelvan los problemas que ya hemos apuntado, como son
fundamentalmente su caracter antigénico y el sindrome de derrame
vascular que muchas de ellas presentan. Como también hemos apuntado
hay soluciones factibles para ambos problemas. El hecho de que ya se
haya constituido una compania en EEUU con la finalidad de producir:
inmunotoxinas, inmunoconjugados, fragmentos de anticuerpos
monoclonales € inmunoenzimas, avala esta esperanza de futuro.

No quiero concluir esta exposicion sin mostrar mi agradecimiento
a mis colaboradores de los diez ultimos afios, algunos ya Profesores
Titulares, otros postdoctorales y otros en fase de formacién en mi
laboratorio. A todos gracias. Tampoco puedo dejar de citar a
investigadores como Stirpe, MacDonald, Lord, Méndez, Robertus,
Shibuya, con los que hemos realizado investigaciones esenciales en los
resultados que he presentado en esta exposicion. A todos muchas gracias.
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El hombre utiliza el agua para cubrir muchas de sus necesidades
personales y colectivas, devolviendo el sobrante a ciclo natura del
agua pero ahora contaminada por téxicos y por los microorganismos
gue se han multiplicado el intestino humano.

Hipocrates (460 o 454 a 354 a.J.) destacO en su obra “Aires,
Aguasy Lugares’ laimportancia del aguay recomendaba hervirla para
evitar enfermedades o cual indica que conocia el papel del agua en la
transmision de enfermedades. Herodoto escribid que los médicos de las
escuelas egipcias aconsgaban hervir €l agua para evitar las enfermeda-
des intestinales. En el siglo XVIIl Read achacd a agua de un pozo una
epidemia de disenteria acaecida en Metz y en 1814 Kruikshanks obser-
vO la aparicion de un brote grave de colera en un regimiento de infante-
ria que bebia agua de unos aljibes, mientras que un batallon situado en
una cota superior que bebia agua de pozo no present6 ningun caso. En
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1823, € francés Dupré, sugirié que algunas epidemias de tifoidea po-
drian proceder del agua. John, en Londres, y casi simultdneamente Wi-
[liam Budd, en Bristol, pensaron lo mismo. En la famosa epidemia de
colera de Londres de 1854-55 €l Inspector de Sanidad John Snow estu-
dié epidemiolbgicamente la distribucion espacial de los casos, cuyos
resultados publico en la famosa monografia “ The mode of communica-
tion of cholera’. Este trabajo permitié reconocer por primera vez que €l
colera estaba asociado con el consumo del agua Al estudiar las defun-
ciones encontr6 esta distribucién segun € distrito:

Fuente de aprovisionamiento de agua NUmero de defunciones por 10.000 vi-
viendas
Southward y Vauxhall 71
Lambeths 5
Resto de Londres 9

L os casos se concentraban entre los que bebian el agua extraida
con una bomba de un pozo situado en “Broad Street”, que se habia con-
taminado a partir de un pozo negro de una casa vecina. Una sefiora que
vivialgjos enfermd, pero se comprob6 que bebia agua de dicho pozo a
la que estaba habituada por haber sido vecina del barrio; en cambio
guedaron exentos los trabajadores de una cerveceria de la zona pues
bebian cerveza y tampoco hubo casos en una fabrica textil de la zona
pues tenian pozo propio

El papel transmisor del agua se confirmd en la gran epidemia de
Hamburgo de 1892 que causd segiin Jochmann unos 18.000 casos con
7.000 muertes debida a consumo del agua del Elba sin filtrar, mientras
gue en Altona, unos km aguas abagjo contaminada con las excretas de
Hamburgo, que tomaba el agua filtrado desde 1982-83 para no beber
directamente el agua con las excretas de Hamburgo, tuvo unaincidencia
notablemente menor.(El Ayuntamiento de Hamburgo tenia proyectado
filtrar el agua en 1893).

La suficiente disponibilidad de agua potable no solo protege de
las enfermedades hidricas sino que megjorala salud publica. A finales de
1894 €l Inspector de Higiene Dr. Reinckte observéd que la depuracion
del agua de Hamburgo bgjé la incidencia de la tifoidea del 47 a 7, por
10° pero ademés disminuy6 la mortalidad general de 24 por 10° habi-
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tantes a menos de 17. Este fenomeno fué confirmado por € Ingeniero
americano Mills (fénomeno de Mills y Reincke) a observar que en
Lawrence la mortalidad por tifoidea que era de 121 bajé por la depura-
cion del agua a 26 y la mortalidad genera de 24,4 descendi6 a 20. En
Esparia este fenémeno fue confirmado por Murillo en 1921 en Vendrell
ciudad en la que se capt6 higiénicamente €l agua después de la epide-
mia de cdlera de 1911 viendo que la mortalidad general que erade 93,7
en los afios 1904 a 1910, bgj6 a 75,5 en los de 1913 a 1919. Mestre y
otros sanitarios espanoles confirmaron esos resultados. El ingeniero
americano Hazen formul 6 este hecho matematicamente con el Ilamado
teorema de Hazen de que “ por cada defuncion evitada de fiebre tifoidea
se suprimen a mismo tiempo dos o tres defunciones debidas a otras
causas especiamente por gastroenteritis y bronquitis’. Estan correla
cionadas entre la mortalidad infantil y la distancia de la vivienda a la
fuente. El efecto inespecifico del agua se debe a que permite una mejor
higiene y ademés es un indicador indirecto de una mejora sanitario so-
cial general. El tracoma, la sarna, la pediculosis, € pian etc. estan rela
cionados con un pobre abastecimiento de agua. Heysen y col. (1986)
vieron en Per en 1981 correlacion entre la cobertura de agua potable,
(ademés del grado de utilizacién de los servicios médicos y € saario
medio) con la esperanza de vida a nacer que era en todo el pais de 58
anos. Hebert (1985) encontrd que la calidad del agua condicion6 en 626
nifios menores de 36 meses de tres ciudades de Madras los parametros
antropdlogi cos especialmente € peso.

El agua origina anualmente unos 900 millones de casos de gas-
troenteritis que matan a 3 millones de personas, unos 900 casos de pa-
rasitosis por nematodosy unos 200 casos de esguistosomiasis. En 1971
murieron en la India 360 personas por cada 10° habitantes por infeccio-
nes entéricas. La depuracion de las aguas, sobre todo a partir de lain-
troduccion por Alexander Houston de su cloracion para atajar € brote
detifoidea de 1906 en Lincoln. ha hecho descender mucho laincidencia
de las enfermedades hidricas en los paises desarrollados, pero alin con-
tina siendo un grave problema en los subdesarrollados. En 1994 la
OMS estimé que morian anualmente 10 millones de personas como
consecuencia de la contaminacion del aguay que el 80 % de las enfer-
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medades y mas del 30 % de las defunciones de los paises en desarrollo
estan relacionadas con la escasez 0 con lamala cantidad del agua.
En EEUU desde 1920 a 1990 se han producido estos brotes:

Periodo Numero medio de brotes NUmero medio de casos
anual por brote.
1920-30 23,2 400
1031-40 30,6 339
1941-50 31,3 172
1951-60 11,1 112
1961-70 13l 354
1971-80 32,6 241
1981-90 29,1 225
1920-90 20,2 221
L as causas de esos brotes fueron: Porcentajes
Aguas profundas sin tratar 26,5
Aguas profundas mal depuradas 16,5
Ingesta de agua en €l bafio 14,1
| nadecuada depuracién de agua superficia 15,1
Deficiencias en la distribucion 124
Deficiencias en lafiltracién 5,8
Ignorada 3,8
Agua superficial sin depurar 34

En los Estados Unidos la morbilidad debida a agua de bebida
representaba el 40 % de lageneral en 1908 y en 1960 solo €l 1,4 %

Mil millones de personas no tienen acceso a agua potable y otros
1.700 millones no disponen de red de saneamiento, pero incluso en Eu-
ropa mas de cien millones de personas no tienen agua corriente y otras
250 millones carecen de red eficaz de saneamiento.

En Espafia tenemos estos datos:

En 1982 se produjeron 25 brotes de enfermedades hidricas .

En 1985 se declararon estos brotes:
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Microorganismo N° de brotes N° de afectados

Salmonellas.p 3 79

S. enteritidis 1 9

S.Tryphimurium 1 110

E. cali 3 497

Shigella sonnei 1 18

Shigellaflexneri 1 12

Rotavirus 1 3

Virustipo Norwak Desconocido 1 1.828

Total 17 2.688
29 5.244

En 1986 fueron:

Salmonellasp 1 60

S. enteritidis 1 14

S.typhimurium 1 134

Shigella sonei 7 395 (35 hospitalizados)

Desconocido 27 2214

El méximo nimero de brotes se produjo en agosto con 13y seguido de
julio septiembre y octubre con 5 cada uno

Con objeto de optimizar €l empleo de recursos en el abasteci-
miento higiénico de agua se han construido distintos modelos, que eva-
[an de diverso modo € abastecimiento de agua potable (cercania a las
viviendas, disponibilidad, calidad del agua, empleo de la misma etc.)
comparandolos con indicadores de salud. EI modelo de Cvjetanovic y
Grab (1978) relaciona de forma sencilla los beneficios de las inversio-
nes sanitarias con la reduccién de la morbilidad por hidricas pero este y
otros model os son estéticos y no tienen en cuenta la permanente variabi-
lidad de las condiciones en las que tiene lugar el estudio.

La OMS establecié en 1974 que podrian reducirse ala mitad las
enfermedades diarreicas y la malnutricion en el tercer mundo mejoran-
do el abastecimiento de aguay la eliminacion de residuos. Esrey y cols.
(1985) basados en 67 trabajos efectuados en 28 paises determinaron que
la mejora del abastecimiento de agua disminuiria en un 22 % la morbi-
lidad y en un 21 % la mortalidad debida a diarreas. La ampliacion en
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1991 a 144 trabgjos demostré que una adecuada depuracion del agua
reducia las enfermedades diarreicas un 26%, el tracoma un 27 %, la
ascaridiasis un 29 %, la esguistosomiasis un 77 %y la dracunculasis un
78%, con reduccion ain mayor de su gravedad clinica Estudios de ca
sos-control efectuados por Young y col. (1988) en Malawi encontraron
una disminucion del 20 % en la incidencia de diarrea, Baltazar y cols.
(1988) del 20 % en Filipinas, Daniels y cols. (1990) del 24 % en Les
hoto. Wibow y col. (1993) en 14 distritos de Java en junio y julio de
1991 encontraron que la morbilidad y la mortalidad por diarreas eran
inversamente proporcionales al producto del porcentaje de la poblacién
con agua potable por el porcentaje de la poblacion con adecuada eva
cuacion de excretas.

La llegada a un cauce de la décima parte de su caudal de su
aguaresidual con 50 UFP por ml y con una eficacia de depuracion natu-
ral del 90% hace llegar a grifo 5 virus por litro y si pasd previamente
por una estacién depuradora que reduce fisicamente un 90 % los virus,
unido a una depuracion quimica con un rendimiento del 90%, daria un
agua con una particula cada dos litros, cantidad que suele estimarse
como la que un adulto necesita para beber. Una buena depuracion po-
dria rebajar la concentracion de UFP a 1 viridn por 2 millones de litros
es decir que se podria infectar diariamente una persona por millon de
usuarios de los que alguno enfermaria. Cuando se alcanza un buen nivel
de saneamiento la eficiencia de los recursos aplicados a saneamiento
del agua disminuye. La repercusion de un suministro suficiente de agua
potable en la salud sigue una curva logistica de modo que cuando los
niveles de saneamiento general son bajos, la eficacia es limitada y va
aumentando exponencialmente a medida que la situacion mejora. Esto
pasa con otras actividades sanitarias. Por eso Walsh y col. (1979), Shu-
val y cols.(1981) no encontraron que el abastecimiento y depuracion del
agua fueran eficaces para mejorar la Salud. La instalacién de pozos en
hogares en la zona del rio Meghana de Bangladesh no redujo €l coleray
Feachem y cols. ((1978) en Lesotho no encontraron disminucion de
enfermedades con programas de abastecimiento hidrico. Shiffman y
cols (1978) no vieron diferencia en la incidencia de diarreas entre los
habitantes de un pueblo guatemalteco que tenia un suministro moderno
de agua respecto a otro sin él. Lo mismo encontraron Koopman y cols.
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(1981) en Cali. Cuando la situacion sanitario-social es buena la eficien-
cia del empleo de recursos en e saneamiento disminuye. Aunque la
forma de la curva es universal los niveles en los que se efectla la in-
flexion dependen de numerosos parametros demograficos, econémicos,
sanitarios etc.

Paraddjicamente el saneamiento del agua puede determinar un
aumento de algunas enfermedades. Cuando hay una gran diseminacion
de los virus poliomieliticos, del de la hepatitis A entre otros, la mayoria
de las infecciones que causan se dan en la infancia dando una gran fre-
cuencia de casos inaparentes y benignos y raros los sintométicos (paréa-
lisis en €l caso de la polio) pero s e agua esta depurada la infeccion se
desplaza hacia edades mayores en las que la clinica es mas grave. Payne
establecié que cuando la mortalidad infantil es superior a 100, la morbi-
lidad de |a pardlisis poliomielitica es del orden de 2 por 10° y cuando la
mortalidad infantil baja a 50 la morbilidad poliomielitica asciende a 20-
50y si lamortalidad infantil es de 250, la morbilidad por poliomielitica
es de 1. Este fendmeno no es privativo de las hidricas pues también se
produce en la rubeola, en la parotiditis, en la mononucleosis infecciosa
etc.

TRANSMISION DE MICROORGANISMOS POR EL AGUA.

El hombre utiliza el agua captada en todas las fases de su ciclo
natural, para cubrir sus necesidades (bebida, limpieza, persona y do-
meéstica, confeccionar alimentos, para la actividad industrial, como re-
frigerante y para riegos) y una vez usada la devuelve al ciclo natural
pero amenudo contaminada por numerosos productos quimicos (y fisi-
cos como es el calor) y sobre todo con microorganismos que pueden ser
patdgenos.La contaminacion puede tener lugar en cualquiera de las eta-
pas del ciclo del agua, evaporacion, nubes, lluvia, escorrentia, rios, la-
gos, mar, filtracion através de latierra, circulacion fredtica, emergencia
en pozos, fuentes, etc, La percolacion en e suelo hace disminuir los
microorganismos y a los 30 a 50 cm han desaparecido |os enterovirus
por su adsorcion en las particulas de tierra en donde pueden persistir
mucho, hasta que lallegada del agualas separay moviliza por eluciony
por desorcién pudiendo pasar a pozos, aguas superficiales etc.
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En este ciclo, que supone movimiento, €l agua se emplea de
forma deliberada o no para arrastrar y diluir desechos industriales do-
meésticos, excretas etc. El origen méas importante de la contaminacion
del aguaesel vertido directo de aguas residuales por medio del alcan-
tarillado que aboca a aguas superficiales (rios, lagos, embalses) desde
donde por lixiviacion del suelo pueden pasar a las aguas profundasy a
final pueden contaminan € mar. También tienen importancia las filtra-
ciones de pozos negros, o los cruces entre alcantarillas y conducciones.
El hombre levant6 sus ciudades en riberas no para captar facilmente e
agua sino para disponer de un sistema fécil de eliminar sus excretas
aprovechando la propiedad de fluir del agua. Los romanos no tomaban
el agua que necesitaban para beber del Tiber, sino del Arno a muchos
kilémetros de distancia. La utilizacion del agua superficial especiamen-
te la de los rios como medio de eliminar aguas residuales hace que las
ciudades situadas aguas abajo beban agua de alcantarilla como pasa con
los habitantes de Agra, la ciudad del Tgf Mahal, que beben el agua de
las alcantarillas de Delhi. También el agua se puede contaminar con los
riegos. Como media cada m? de tierra requiere al afio 1 m® de agua parte
de la cual va alos cauces y parte se filtra en € suelo llegando al agua
fredtica. Para poder evacuar aguas negras en tierra no se deben sobrepa-
sar 100m?* por m? a afio pues volimenes mayores disminuyen |a auto-
depuracion que depende de la composicion y estructura del suelo, de su
microfloray de latemperatura.

El agua subterrénea o fredtica suele tener menor carga microbio-
l6gica que la superficial pues € suelo retiene a muchos microorganis-
mos y no ofrece medio adecuado para su persistenciay alin menos para
su multiplicacion. Comarro y cols (1988) encontraron en el agua de 80
pozos de las cercanias de Santiago de Compostelay de otras lugares de
La Coruiia que € 64 % tenian coliformes (el 24 % fecalesy el 21 % E.
coli), el 36 % estreptococos fecales, el 32 % clostridios sulfito reducto-
res. En resumen solo el 25 % tenia agua potable y el 21 aceptable previa
cloracion.,

La contaminacion microbiologica del agua puede proceder de
los cadaveres, excretas y productos de la gestacion (como es €l caso de
la brucelosis) de los animales. Es importante diferenciar si la contami-
nacion del agua procede de excretas humanas o animales. La presencia
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de Rhodococcus coprophilus (Mara'y col 1981, Oragui y col. 1983) y
del Streptococcus bovis (Cooper y col. (1955), Tilton y col.(1967, Gel-
dreich y col. (1969), Oragui, y col. (1981,1984) indican procedencia
animal mientras que la de bifidobacterias, especialmente las cepas fer-
mentadoras de sorbitol indican contaminacion fecal humana (Resnick y
col. 1981, Maray col, 1983).

El origen mas importante de la contaminacion es sobre todo €l
hombre, portador o enfermo, quién excreta los agentes por vémitos,
leche, orina'y especialmente por las heces, que en ciertas enfermedades
son diarreicas, que contienen enormes cantidades, ya que los microor-
ganismos se reproducen en €l intestino, y la S. typhi en el arbol biliar.
Las heces humanas recientes pueden contener 10°® UFP (unidades
formadoras de placas) o de otro modo 10 a 10.000 DICTsy(dosis capaz
deinfectar al 50 % de cultivos de tegjidos).

Los gérmenes de las heces llegados al suelo, perviven un lapso
gue depende de las propiedades del suelo, de la temperatura, de la con-
currencia microbiana etc. La desecacion disminuye rapidamente la
densidad de las bacterias entre ellas la de los coliformes de modo que a
los 30 dias solo queda el 1 %. La S. typhi puede resistir unos 15 dias en
heces solidas 0 en € suelo seco y hasta 30 dias si conserva la humedad;
las otras salmonellas hasta 60 dias y |as shigellas hasta 70 dias.

El agua no es un buen medio de cultivo, de modo que la super-
vivenciay aln més la multiplicacion de los gérmenes es escasa, depen-
diendo de una serie de factores como la temperatura, materia organica,
acidez, salinidad, oxigeno disuelto y la presencia de protozoos y fagos
especificos de cada bacteria. En €l agua los microorganismos estan mas
protegidos gque en latierra, pues no tienen el riesgo de la desecacion, la
concurrencia bacteriana es menor, y los UV solo actdan en los muy so-
meros, mientras que en el agua estan diseminados en diferentes profun-
didades.

Germen Medio Dias de superviven-
cia
Coliformes Suelo 30
Tomates 35

Salmonella typhi Suelo 2a85
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Vegetales 7a53
Shigella Tomates 2a7
Vibrio cholerae Espinacas, Lechugas 22 a23

Vegetales no &cidos 2
Bacilo de Koch Suelo Mas de 2 afos

Rébano 3 meses
Entamoeba histolyti- Vegetales 3
ca

Suelo 8
Huevos de ascaris Suelo Més de 7 afos
Suelo

Vegetales 27a35
Virus de la poliomie-  Suelo 100
litis

Rabanos, lechuga 35

L os esporos bacterianos perviven afios y algunos de forma inde-
finida. El viento, las escorrentias etc. llevan a los microorganismos al
agua. El agua se puede ademas contaminar con basuras las cuales pueden
contener heces por g. ladelos pafides arrojados a ellas.

En general, las epidemias hidricas se producen cuando no media
mucho tiempo entre el momento de la contaminacion del agua'y su con-
sumo, pues en este caso los gérmenes estan expuestos durante menos
tiempo a los mecanismos natural es de depuracion.

L as catéstrofes pueden provocar la contaminacion de las aguas a
favorecer la conexiéon de embalses, depositos y conducciones con aguas
residuales o contaminadas. El 14 de agosto de 1998 se desplomaron 500
m de un dique del rio Nenjiang un dia después de haberse comunicado la
existencia de casi 600 casos de disenteria en la zona de Harbin. Otra po-
sibilidad es la contaminacion deliberada del agua en guerras o sabotajes
con microorganismos patogenos.(la adicion a agua de toxinas bacteria-
nas especiamente la botulinica no es guerra bacteriol égica sino quimica,
aunque el agente sea de procedencia biol 6gica)

La mayoria de los problemas se deben al agua superficia. En las
grandes poblaciones el abastecimiento de aguas consta de un sistema de
captacion del agua en su origen, de estacion depuradora, de sistema de
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conduccién, de depdsitos y una red de distribucion. A mediados del siglo
XIX se generaiza la contaminacion microbiana del agua debido a au-
mento demografico, a desarrollo industrial y ala urbanizacion. Las aguas
superficiales estén contaminadas sisteméticamente porque a ellas desem-
bocan las aguas residuales, domésticas e industriales de las poblaciones
asentadas en las cuencas. La contaminacion microbiana en la captacion se
puede corregir en las estaciones de depuracion, si funcionan bien pero la
carga organica que pueden recibir puede causar la formacion de trihalo-
metanos y otros derivados con el cloro ; més grave es la contaminacion
gue se produce en las conducciones, depdsitos y sobre todo en la red de
distribucion, por roturas, fugas y comunicacion con aguas residuales, en
especial cuando se reanuda €l suministro por la succién, por el efecto de
bomba de vacio pues el subsuelo de una gran ciudad esta constituido por
un laberinto de redes de los distintos servicios, con multiples posibilida-
des de contaminacion a través de la red de aguas residuales. Las epide-
mias mas extensas se han producido por la contaminacién de la red de
abastecimiento. Una vez transcurrido € limite inferior del periodo de
incubacién, aparecen en un corto nimero de dias una serie de casos que
aumentan en numero rapidamente; es la transmisién holomiantica. En €l
medio rural 10 més frecuente es la contaminacion de los pozos romanos
por 10s pozos negros que se encuentran en sus inmediaciones, de las fuen-
tesy manantiales por filtraciones a través de terrenos de cultivo abonados
con excretas humanas, sobre todo después de las lluvias, o de las aguas
subterrdneas en terrenos calizos, por las grietas que se producen que
hacen inoperantes |os mecanismos de filtracion natural .

Aunque, en general, cuaquier bacteria patdgena puede llegar a
aguay propagarse por este medio, en la practica esta posibilidad se limita
aun corto nimero de gérmenes que, a eliminarse por las heces u orinade
los enfermos o portadores, tienen mayores probabilidades de llegar a las
aguas en cantidad suficiente para producir enfermedades que pueden ma-
nifestarse en forma epidémica.

El Cbdigo Alimentario Espafiol, ya establecia en su articulo
3.27.11, que debian preferirse para captar €l agua para el abastecimiento
de nucleos urbanos en primer lugar €l agua de manantiales o fuentes, lue-
go la de pozos artesianos, en tercer lugar las aguas subdlveasy finalmente
las superficiales. En general las aguas superficiales, sobre todo aquellas
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gue reciben desagiies domeésticos son las mas peligrosas pero hoy dia no
se puede considerar que un agua natural pueda ser utilizada sin depurar
como bebida. Muy |egjos estamos de aguello del Quijote (Cap X1, dela 12
parte) “Dichosa edad y siglos dichosos...Las claras fuentes y corrientes
rios en magnifica abundancia sabrosas y transparentes aguas les ofrecian”
0 de “la claridad de las aguas del Ebro” a su paso por Zaragoza (Cap
XXIX 22 parte)

Se especula con la posibilidad de que los gérmenes en e agua
puedan pasar a una forma durmiente en la que permanecen viables aun-
gue o cultivables y que en un momento determinado pudieran producir la
infeccién. Colwell y cols. en 1992 observaron que varias bacterias pato-
genas, entre ellas el vibridn colerico en medios pobres en nutrientes, con
una determinada concentracion salina 'y baja temperatura, reducen su ta-
marfio convirtiéndose en formas filtrables, que pueden sobrevivir durante
anos. Estas condiciones se dan en esteros y en ambientes marinos.

Las aguas subterrédneas o fredticas, consideradas clésicamente
como bacteriol 6gicamente puras, estan contaminadas, sobre todo las mas
someras, por la enorme carga microbioldgica del suelo y de las aguas
superficiales, las cuales, al llegar a determinadas zonas de facil penetra-
cion (zonas de vulnerabilidad). sobre todo si hay diaclasas se mezclan
con las subterraneas, contaminando peligrosamente los acuiferos. Hoy no
hay fuente o pozo cuya agua se pueda beber sin riesgo, hecho habitual
hasta | os afios cincuenta

Deben distinguirse los agentes en los que el agua solo sir-
ve para diseminarlos sin que se multipliqguen como pasa con |os virus
(algunos se pueden multiplicar en organismos acuéticos) y desde luego
los fagos que no son patdgenos. Los quistes de protozoos parasitos como
los de las amebas, de giardias etc. ni los huevos de |os metazoos se pue-
den multiplicar en el agua. La mayoria de las bacterias que llegan a agua
no se reproducen en ella. Otras, si pueden hacerlo segun las condiciones
del hébitat. El desarrollo microbiano en lared de distribucién puede dete-
riorar la calidad del agua (O’ Connor y col. 1975) Bourbigot y col. 1984).
Si se trata de patdgenos su crecimiento pudiera suponer riesgo de infec-
ciones teniendo en cuenta la débil concentracion de cloro que puede exis-
tir en losterminales .
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Un factor epidemiolégico importante es la capacidad de los mi-
croorgani smos patdgenos pararesistir y en algunos casos de multiplicarse
gue dependen, ademas del tipo de microorganismo, de las condiciones
fisicas y quimicas del agua como temperatura, ph, concentracién ionica,
aireacion, materias contenidas, exposicion a la luz solar, flora del agua
etc.

Los microorganismos y sobre todo los virus, se adsorben facil-
mente a la arcilla, margas arenosas, materia organica, carbén activo, dia-
toneas, kaolinita, bentonita, algas bacterias vidrio, membranas, yeso etc.
del agua en condiciones adecuadas pero a cambiar la temperatura, o el
pH, se produce la desadsorcion; los enterovirus se adsorben mucho hasta
un 90 % en las particulas pero los rotavirus muy poco. Adheridas a parti-
culas los virus prolongan su supervivencia. Smith y cols (1978) encon-
traron que los virus Echo y Coxsackie B3 perviven a menos 18 dias, los
poliovirus 14y los Coxsackie A9 4 dias en los cienos de | os estuarios

Las particulas que miden més de 6 micras se sedimentan ense-
guida mientras que las de tres 0 menos micras quedan suspendidas mucho
tiempo. La sedimentacion elimina del agua a los virus adheridos a las
particul as suspendidas, pero €l limo actla como depdsito de virus ya que
contiene entre 10 a 10,000 veces mas viriones que e agua contiguo. Ger-
bay cols encontraron en aguay sedimento marinos estas UFP

Lugar delainvestigacion UFP en 1001 | IFPen 1001 de
de agua sedimento

En de Hollywood 0,3 3160
En Miami 0,5 2160
Playa de Miami 7,3 9830
Canal costero de Texas a 1 m de 160 2000
afluencia de aguas negras

Canal costero de Texas a 200 m de la 90 2080
afluencia de aguas negras

L as particulas de cieno se resuspenden por movimientos del agua,
dragados, paso de barcos etc. y pueden ser llevadas lgjos. Pese a ello se
encuentran microorganismos entre ellos virus a 45 m de profundidad en
suel os arenosos con algunaarcillay limo regados por aspersion. Aparte el
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sulfato aluminico, el hidroxido célcico, las sales de hierro como polielec-
trolitos eliminan més del 99,99 % de los virus que no se inactivan pero
guedan en los lodos. El aumento del pH por adicion de hidréxido calcico
reduce mucho la cantidad de virus. El cloro no actta si hay mucha mate-
riaorganica, y su efecto depende de la concentracidn de materia organica,
de su agregacion en particulas, del pH y de la temperatura. Con 40 mg
000 se destruye € 99,9 % de los virus entre 3 a 120 minutos de contacto.

El desarrollo microbiano en lared de distribucion puede deteriorar
la calidad del agua (O’ Connor y col. 1975) Bourbigot y col. 1984) Si se
trata de patdgenos su crecimiento pudiera suponer riesgo de infecciones
teniendo en cuenta la débil concentracién de cloro que puede existir en
los terminales.

EL AGUA COMO MEDIO DE REPRODUCCION

L os gérmenes patdgenos sufren un proceso de dilucién que consti-
tuye e principal mecanismo de autodepuracion de las aguas. El agua no
es un buen medio de cultivo, de modo que la supervivenciay ain més la
multiplicacion de los gérmenes es escasa. En estos casos el agua actia
solo diseminando |os microorganismos que contiene. Pero el agua puede
permitir e crecimiento bacteriano, segin la temperatura, la concentra-
cion de la materia organica, acidez, salinidad, oxigeno disuelto y la pre-
sencia de protozoosy fagos.
1° Capacidad nutritiva del agua en los diversos medios como embal ses,
corrientes o0 conducciones. El  agua puede permitir €l crecimiento bacte-
riano s contiene pequefias cantidades de carbono orgéanico asimilable
(COA) (van der Kooij y col.1982, Huck, 1990), especialmente de ami-
noécidos, péptidos, acidos grasos e hidrocarbonos, en tan minimas canti-
dades que solo se pueden determinar por bioensayos complejos. El
maximo crecimiento bacteriano (Nmax) que cada muestra de agua puede
promover se determina bajo condiciones de trabajo estandarizadas utili-
zando cepas adecuadas de bacterias estdndar 0 de mezclas de bacterias
autéctonas haciendo e recuento en placas, o por turbidez o por ATP (van
der Kooij y col., 1982, Jago y Stanfield 1984, Huck1990, Ribas y
col.1991, Friasy col. (1992) El COA es unafraccion del carbono organi-
co biodegradable CODB, a su vez parte del carbono organico disuelto
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COD vy este a su vez del carbono organico total, CO, del que solo una
minima parte es asimilable por las bacterias, siempre que haya suficiente
concentracion de nitrégeno y de fosforo. La mayor parte de los ambientes
hidricos naturales, incluyendo las conducciones de agua para bebida, tie-
nen bajas concentraciones de nutrientes, especialmente de carbono orgé-
nico (Morita 1988, Matin y col. 1989). Se conoce la afinidad de muchas
bacterias del agua para diferentes compuestos organicos (van der Kooij y
col. 1982; van der Kooij y Hijnen 1983, 1985). Nakamuray col. (1989).

El COA se evallia midiendo el consumo del carbono organico disuelto
incubando el agua con una suspension de bacterias autéctonas o con are-
na conteniendo bacterias con gran capacidad de biodegradar. (Joret y Le-
vi, 1986; Servaisy col. 1987). Van der Kooij y col. (1982) midieron la
concentracion del carbono organico asimilable en el agua de bebida eva-
luando el crecimiento de la cepa PI7 de Pseudomonas fluorescens, espe-
cifica del agua, muy versétil nutritivamente, capaz de multiplicarse con
fuentes de nitrégeno simples como e acetato, sin requerir factores de
crecimiento especiales pero como la cinética de crecimiento del PI7 de-
pende de muchos factores, no se debe considerar como método estandard.

2° Concentracion de oxigeno. Demanda bioquimica de oxigeno del agua.
El agua natural contiene entre 300 y 500 mg 000 de oxigeno disuelto por
litro, procedente de la fotosintesis pero sobre todo de la disolucion del
oxigeno atmosférico; por eso las aguas profundas contienen poco oxige-
no. L os organismos aerdbi cos especialmente si hay luz o consumen en su
respiracion. La concentracion de oxigeno disminuye con la temperatura
porgue aumenta la volatilidad y el consumo aerdébico del oxigeno; y asi
un litro a 10°C contiene como media 14,5 mg; a 15°C 10 mg y a 20°C 9
mg.

La mayor parte de la materia organica es biodegradable, oxidan-
dose con € oxigeno sirviendo de nutrientes a organismos acuéti cos espe-
cialmente a las bacterias y protozoos.

La cantidad de oxigeno necesaria para estabilizar las sustancias
organicas biodegradables se denomina * demanda bioguimica de oxigeno”
abreviadamente DBO. La DBO se puede medir al cabo de diversos tiem-
pos. En general se empleala DBOs es decir a cabo de cinco dias. Se de-
termina por métodos manométricos que utilizan mercurio con sus incon-
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venientes. El Oxitop de la casa WTW no requiere mercurio que controla
latemperaturay la agitacién con lectura digital que mide valores de DBO
desde 0 a’5.000 mg por litro.

La demanda quimica de oxigeno, DCO o DQO, es el oxigeno que
requieren las materias oxidables del agua para su oxidacion espontanea.
Las sustancias inorganicas y una parte de las organicas como los pestici-
das, no son reductoras, y por ello no disminuyen el oxigeno disuelto.

En general, un agua con menos de 4 mg/l de oxigeno disuelto no
es apta para €l desarrollo de la vida en su seno. Esta carencia de oxigeno
aparece en aguas profundas o muy polucionadas.
3° Autodepuracion. Se suele decir que la dilucion es el mejor mecanismo
de depuracion del agua pero en realidad 1o que hace la dilucion es dismi-
nuir la probabilidad de que, si se bebe e agua se produzca enfermedad a
expensas de extender topogréficamente el riesgo. La sedimentacién que
tiene lugar cuando la velocidad de la corriente es inferior a 0,3 m por se-
gundo, contribuye a eliminar microorganismos del agua pero los mantie-
ne en el cieno; cuando se remueve el cieno por las crecidas etc. se resus-
penden los gérmenes. La autodepuracién se produce por la oxidacion de
los compuestos organicos, entre ellos los microorganismos gque se des-
componen y mineralizan, proceso realizado por |0s propios microorga
nismos, en general bacterias, del agua natural o de los vertidos.

La llegada a una coleccion de agua de materia organica,
procedente de aguas residuales, desechos de fébricas (mataderos, merca-
dos, fébricas de conservas), vertidos de basuras, lavaderos, fébricas de
papel, etc. a agua dulce o salada se producen reacciones de precipitacion,
coagulacion y floculacién. Por ejemplo, los jabones forman productos
insolubles o coloidales con € calcio y magnesio del agua del mar, sedi-
mentando el precipitado o enturbiando el agua. Ello origina trastornos en
la fauna del fondo o, en el segundo caso, a disminuir € paso de la luz,
baja la productividad del medio marino. Otros cambios quimicos son la
formacion de bicarbonato célcico por lareaccion del hidrato calcico con
el anhidrido carbénico disuelto en €l agua. Los bicarbonatos reaccionan
con los acidos llegados al agua, formando sales insolubles que precipitan.
El aporte de materia organica origina una serie de cambios por procesos
fisico-quimicos y sobre todo bioldgicos, del agua receptora, facilmente
observables en los rios, que se suceden secuencialmente en e espacio y
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en € tiempo desde el punto y momento de la llegada del efluente dife-
renciandose cuatro tramos de longitud variable segiin la actividad biol6-
gicarelacionada con la degradacion de la materia organica hasta su mine-
ralizacion al transformarse en nitratos.
L os cuatro tramos 0 zonas son:

1° Zona de degradacion, o polisaprébica. En ellala polucion es elevada,
con abundante materia organica mucha de ella putrefacta por €l inicio de
su descomposicion por las bacterias que consumen mucho oxigeno por 1o
gue este gas disminuye rapidamente, dejando solo € 40 % de saturacion.
Las formas superiores de vida, vegetales verdes y animales (peces, crus-
taceos, moluscos, anfibios etc) desaparecen siendo reemplazadas por
otras inferiores més tolerantes como las bacterias anaerobias. Las aguas
en esta zona tienen aspecto sucio, con produccion de indol, de escatol etc.
2° La zona de descomposicién activa o alfa-mesosaprobica en la que des-
aparece el oxigeno disuelto y la DBO mes uy altay hay por ello un gran
desarrollo de los gérmenes anaerdbios que descomponen a la materia
organica. Las aguas tienen un aspecto parduzco o negro, apareciendo
lodos flotantes y sedimentos negruzcos por €l sulfuro ferroso formado. La
putrefaccion de las proteinas origina aminoacidos, acoholes y metano,
amoniaco y sulfhidrico, la de los hidrocarbonados écidos grasos, alcoho-
les, indol; se desprende hidrogeno y anhidrico carbénico La descomposi-
cion de las grasas libera acidos grasos, glicerina, acoholes, asi como
hidrégeno y carbonico. El amoniaco y e sulfhidrico y otros gases dan
olor nauseabundo. Esta fase termina cuando la tangente de la curva de la
concentracion del nitrégeno amoniacal en su punto més alto llega a 0,4.
La cenobiosis estéa formada casi exclusivamente por polisaprobios que
[legan a tener una concentracion de un millén por ml. Tipico de esta zona
es e Sphaerotilus natans que es una clamidobacteriacea que forma el
“sewage ungus’ es decir una masa blancuzca a grisacea en la que se des-
arrollan hongos, bacterias y protozoos. También contiene Beaggiatica
alba, Zooglea ramigiera, y algas de los géneros Oscillatoria, Phormi-
dium, Spirulina, Anabena etc. En €l cieno se desarrollan los rotiferos Ro-
taria neptunia y Rotaria asi como metazoos gue resisten al amoniaco y a
sulfhidrico y viven en el fondo, respirando € escasisimo oxigeno disuel-
to. Hay predominio de la asimilacion de la materia organica que deja en
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las margenes unos depésitos mucosos. En e limo hay anélidos del género
Tubifex

3° La zona de recuperacion o beta-mesosaprébica de més duracién y por
ello es en rios mas larga que la anterior, €l agua va adquiriendo gradual -
mente sus condiciones normales, empieza a haber oxigeno disuelto, la
DBO disminuye aparecen gérmenes aerobios, algas aerobias con clorofila
esguizomicetos filamentosos que se desarrollan en margenesy cieno flora
gue inicia la oxidacion de los materiales, desapareciendo la putrefaccion
y los malos olores, aungque se siguen transformando |os materiales orga-
nicos que no lo hicieron en la fase anterior y los aminoécidos, los &cidos
grasos se transforman en cuerpos mas simples y € nitrégeno de la mate-
ria organica se ha convertido en nitritos y luego en nitratos, los a coholes
y los &cidos grasos se descomponen en CO;, y en agua. La turbidez dis-
minuye, dejando pasar luz y por la existencia de sales aparecen algas, y
vegetales que por su funcion clorofilica liberan oxigeno que pasa al agua.
Se desarrollan diatomeas de los géneros Fragilaria, Stenphanodiscus,
Cosmarium, Navicula, Nitzchia, Diatoma, Cyclotella, Melosira, Surire-
[la, Synedra, Cloesteriumy un gran nimero de cianoficeas y cloroficeas
gue aumentan a medida que mejora la calidad del agua. Hacen su apari-
cién protozoos que se nutren de bacterias como la Euglena viridis, flage-
lado con clorofila, los también flagelados Bodo putridus, Cercobodo lon-
gicauda, Oicomonas mutabilis y ciliados como el Paramecius putrinum,
el Colpidium colpoda, e Chilodonella cucullus, la Verticella microsto-
ma, los Glaucoma scintillaris y pyriformis etc. Adheridas a las piedras
viven larvas del género Chironomida aprovechando el escaso oxigeno asi
como las larvas de Culex, Eristalis y Psicodidae que respiran €l oxigeno
del aire. El sulfhidrico y € sulfuro calcico pasan a sulfato cacico que se
precipita. Las saes ferrosas pasan a férricas, el sulfuro ferroso a hidrato
férrico. Las aguas se van volviendo mas claras, reaparecen |los vegetales
verdes y se va elevando progresivamente el contenido de oxigeno hasta
gue su contenido se acarca ala saturacion.

Si la carga organica del agua ha sido excesiva, para € caudal
hidrico se produce la eutrofizacion por € desarrollo explosivo de mi-
croorganismos saprofitos algas y plantas que puede llegar a dificultar la
navegacion, bloquear las tomas de agua y como consecuencia de su
enorme desarrollo agotan el oxigeno del agua impidiendo la vida de ve-
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getales y de peces y la descomposicion aerdbica de la materia organica
etc. Se debe al aporte de nutrientes como nitratos, fosfatos (de |os abonos
y delos detergentes) y alos formados en las fases anteriores de la auto-
depuracion y aveces de vitaminas de las aguas residuales; en cambio hay
gran desarrollo de anaerobios que producen la putrefaccién de la materia
organica. El ecosistema se degrada, perdiendo su capacidad de regenera-
cion. El fosforo y el nitrégeno aportados por las aguas residuales estimu-
lan el crecimiento incontrolado de algas en los lagos, embalses y cauces
delosriosy en e mar. Las algas verdeazules Aphanizomenon flosaquae,
la Anabaena spiroides y la Oscillatoria rubescens inicialmente, por la
fotosintesis, oxigenan el agua pero a medida que mueren se pudren ab-
sorbiendo oxigeno. El desarrollo de algas cianoficeas determina la forma-
cion de toxinas peligrosas para otros seres acuaticos, y ademas pueden
provocar trastornos respiratorios, gastroenteritis y dermatosis. El desarro-
Ilo desmesurado de las algas atera enormemente la calidad de las aguas,
gue adquieren mal sabor y olor y a veces llegan a obstruir las salidas del
agua. La eutrofizacion es casi universal estando en casi todas partes supe-
rada la capacidad de autodepuracion natural .

4° Zona de aguas limpias u oligosaprobica. En ella €l aguas tiene caracte-
risticas casi similares alas de las aguas limpias naturales, existiendo en
su seno de forma normal la vida vegetal y animal propias de las corrien-
tes que solo tienen la polucion natural o geoquimica. Esta fase, termina
cuando la tangente de la curva de variacion del nitrégeno de los nitratos
es menor de 0,3 en la proximidad del méximo aungue Elvira, para que
coincida con la aparicion de los saprobios alarga a menos de 0,1.Laflora
microbiana, muy disminuida, est4 formada por oliosaprobios aunque en
el lodo persisten mesosaprobios y reaparece e fito y e zooplancton (ya
habian aparecido antes |os rotiferos) que captan sales.

5° Zona de pureza xenosaprobiotica o katardbica. Esta caracterizada por-
gue e agua tiene las propiedades normales del agua natural. Aparecen
batracios y a partir de 2,5 mg de oxigeno por litro aparecen los peces (las
truchas a a partir de los 5 mg) Contiene una flora autotrofa, variada es-
pecialmente compuesta por Pseudomonas, Aeromonas, Xanthomonas,
Flavobacterium, Klebsiella, Arthrobacter, Corynebacterium y Bacillus,
los cuales se aislan a menudo en agua de bebida (LeChevalier y cal.,
1980 ; Reasoner y col.1989; van der Kooij y col., 1982 ; van der Kooij y
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Hijnen, 1985, 1988). Los gérmenes estan suspendidos de forma aislada o
en peguefios grupos o fijados a las particulas minerales u organicas cons-
tituyendo la flora epipsamica,: o adherida a la superficie de los vegetales
(epifita) 0 ala de los animales acuaticos (epizozoica) y por bacterias de
la flora epibéntica del suelo que recubren las piedrasy € cieno de la que
forman parte las bacterias-algas del tipo de las Spherotillia, Crenothrix.
Gallionella, Beggiatoa que forman grandes masas. También puede con-
tener ferrobacterias con cubierta mucilaginosa en la que estan embebidos
hidréxidos trivalentes de hierro y de manganeso tingibles por ello selecti-
vamente con ferrocianuro potasico y clorhidrico diluido. El agua contiene
también sulfobacterias. Los fagos se desarrollan sobre bacterias especifi-
cas pudiendo servir de indicadores de su presencia en e agua. Otro ger-
men acuatico es el Bdellovibrio bacteriovorus procedente del suelo o de
las aguas residuales, se fija sobre los gérmenes destruyéndolos por enzi-
mas proteoliticos.

Se puede cuantificar la situacion de un tramo de un rié o una zona
de un depdsito utilizando diversos criterios. Los indices bidticos, rela
cionan la fauna macroinvertebrada con la calidad del agua pues los tra-
mos contaminados contienen fauna homogénea muy tolerante a los con-
taminantes, mientras que las zonas limpias contienen flora variada de
especies intolerantes a la contaminacion. El indice de Chandler (1970) y
el semegjante de Woodiwis (1964) se basa en la presencia de macroinver-
tebrados bénticos adheridos a las piedras segun grupos y fue aplicado
por este autor en € rioinglés“Trent”.

Macroinvertebrado 0Oal 2a5 6al0 1llal5 16y
presente gru-  gru- grupos grupos mas
po pos gru-
pos
Nimfas de Pleopter Mas de una especie - VII VIII IX X
Solo una especie - VI VI VIII IX
Ninfas de Epheme- Mas de una especie - VI VIl VIII IX
roptera excluyendo e Beatis
rhodoni
Solo una especie exclu- - \% VI VI VIII
yendo €l Beatis rhodoni
Larvas de Trichop- Mas de una especie - \% VI VI VIII
ter incluyendo € Beatis
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rhodani
Sola una especie inclu- 1V v \% Vi VI
yendo € Beatis rhodani
Gammarius Todas las especies ante- 111 v \% VI VI
riores ausentes
Asellus Todas las especies ante- |1 11 v \% VI
riores ausentes
Gusanos tubifidos Todas las especies ante- I I Il v
ylo larvas de Chi- rioresausentes
ronémido s
Todos los tipos Algunos organismos O I I
anterioresausentes  que no requieren oxi-
geno disuelto como
Eristalis pueden estar
presentes

Fernadndez Leborata y Fernandez Galiano (1979) utilizan lo que
[laman valencias saprobicas de cada especie de ciliado, teniendo en cuen-
ta: los limites fisico-quimicos y bidticos de cada clase, las caracteristicas
fisico-quimicas del agua (temperatura, materia organica y condiciones
respiratorias) y los valores obtenidos por Zelinkay Marvan 1961; Slade-
cek 1969; Bick 1972).Unas especies se desarrollan en determinadas esta-
ciones mientras que otras se encuentran durante todo el afio. Hay relacion
inversa entre el contenido de gérmenes incluida la S. typhi y los flagela-
dos Bodo butans y Bodo ovatus (Huntemuller 1905) y con e Colpoda
cucullus (Storvis y col.1911) efecto que podria ser casual o debido a un
efecto depurador de esos flagelados.

PAPEL VEHICULADOR DEL AGUA

Los esporos del agua no producen directamente enfermedad pero
por €. la contaminacion de una herida por esporos de clostridios del agua
puede producir gangrena o tétanos; la ingesta de agua con ellos puede
determinar la colonizacion intestinal que podria causar septicemias. Esa
agua puede contaminar alimentos en los que los Clostridium perfingens y
el botulinicum s producen toxinas. Se han encontrado esporos del C. bo-
tulinum en aguas costeras del Japon, Paises Balticos, Francia etc.El agua
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participa en la transmision contaminando pastos con esporas de B. Anth-
racis.

El agua puede vehiculizar quistes de protozoos dotados de fuerte
pared. Los resistentes huevos de los nematodos ascaris, trichocephal s,
larvas de anquilostomas, necator, strongiloides, toxocaras (canis y cati)
etc. suelen ser depositados en el suelo desde donde pueden llegar al agua.
En cambio el agua no transmite la oxiuriasis ya que el huevo se rompe en
el agua. Los huevos de los cestodos protegidos por fuertes envolturas
pueden llegar a agua y desde ella a los huéspedes intermediarios; los
huevos de las tenias pueden causar cisticercosis en bovidos en el caso de
latenia saginata o en el cerdo y hasta en el hombre el de la solium. Tam-
bién pueden llegar a agua el gusano de Medina o de Guinea, €l racuncu-
lus medinensis o pequefio dragdn de Medina, que probablemente eran las
feroces serpientes que atacaron a los israglitas después de atravesar €l
Mar Rojo, comin en muchas éreas tropicales.

Ademés € agua puede servir de hébitat alarvas de Aedes vectores
de la fiebre amarilla por Aedes, de Anopheles que |o son del paludismo,
de Culex, Chrisops, Cyclops vehiculadores de la dracunculosis. Los Si-
mulium damnosum y narvi en Africay e S. othraceum en América Cen-
tral, culicidos de aguas limpiasy rapidas vehiculan laslarvas defilariasy
de Wuchereriasy de la Onchocerca volvulus que vive en € tejido sub-
cutaneo y conectivo del hospedador y otros culicidos transmisores de
arbovirosis, En € agua se desarrollan moluscos, crustaceos, peces y
plantas que acttan como hospedadores intermedios de fasciolas. El Jacin-
to de agua, la Eichhornia crassipes y las algas ademas de alterar €l agua,
sirven de habitats a caracoles que pueden servir de reservorios a bilhar-
zias, dracunculos, trichoestrongiloides etc.

También el agua puede actuar como habitat de metazoos como los
trematodos causantes de la fasciolasis (F. hepatica y gigante), esquisto-
somiasis que tienen como hospedador intermedio a caracol es acuéticos de
los géneros Limnaea mas vegetacion acuatica en la que se enquistan las
metacercarias de Fasciola hepética o la de la F. busskii (Planorbis més
vegetacion acuética).El Dibothriocephalus latus requiere para cumplir su
ciclo Cyclops, crustéceos 'y peces del agua dulce como los sollos, percas
etc. Los caracoles Planorbis con la vegetacion en la que se desarrollalaF.
buskii cercarias las Bilharzias hamatobium, la mansoni, la japonica ubi-
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cuas. Los trematodes pulmonares el Clonorchis sinensis y felineus, €l
Paragonimus westermanni solo afectan &reas limitadas. Oncomelania ,
Bulinus, etc. o bien de copepodos como los Cyclops en los que se des-
arrollan formas larvarias de botriocéfalos y dracunculosis (D medinen-
Ss).

Limay cols. (1987) obtuvieron datos del 99 % de los hogares y
del 82% de los habitantes de Comercinho a sureste de Brasil encontran-
do mas tasas de personas con huevos de S mansoni en aguellos hogares
en los que el cabeza de familia realizaba trabajos manuales, y en los que
no tenian agua a grifo . Habia menos en los mayores de 15 afios.

LA TRANSMISION POR EL AGUA COMO BEBIDA.

El principal mecanismo de transmision de enfermedades por el
aguaes su utilizaciéon como bebida o a consumir alimentos contamina
dos por € agua de riego con microorganismos o confeccionados con
agua contaminada o por €l consumo de verduras crudas abonadas 0 rega
das con aguas residuales. Hay casos curiosos como la transmision de
salmonelosis por pollos a los que se habia inyectado subcutdneamente
agua para aumentar su peso.

Por ser la digestiva la puerta de entrada de las infecciones hidricas
los agentes ademas de su capacidad de pervivencia en €l suelo y en €
agua, deben resistir las condiciones del aparato digestivo especialmente el
pH é&cido gastrico. Los gérmenes del agua pueden salvar el pH écido pues
el agua circula desde el esdfago a duodeno sin quedar en € estébmago y
ademas €l agua diluye el jugo géstrico. La aquilia o los tratamientos al ca-
linos como los que se empleaban antiguamente para tratar las gastritis y
la Ulcerafavorecen lainfeccién por el V. colérico, por la S. typhi etc.

L as aguas envasadas suponen menos riesgo siempre que su capta-
cion y envasado se hayan efectuado correctamente. En caso contrario han
provocado brotes. Es erroneo creer que las bebidas carbonatadas por su
CO2y ato contenido de azlcar de algunas de €ellas no tienen riesgo
La transmision hidrica puede producirse por la contaminacion marina por
vertidos fluviales o de alcantarillados o bien por agua usada como lastre y
gue se vierte en puertos para cargar a los barcos con mercancias. El cloru-
ro sodico del mar no disminuye el riesgo. French e Hill (1970) vieron
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aguas muy salinas del Golfo Pérsico contaminadas por varios miles de
ovejas importadas que se ahogaron. El agua del mar transmite gérmenes
entre ellos e V. parahaemolitycus (la Y) 000. Por eso no pueden autori-
zarse vertidos al mar de efluentes con més de 5 E. coli por ml segin ex-
presan las normas para €l vertido, proyecto y gjecucion de instalaciones
depuradoras y vertidos de aguas residuales a mar (aprobadas con carécter
provisional en BOE de 20 de junio de 1969). La vigilancia del agua de
mar debe hacerse tomando muestras a5, 10y 50 m de laorillay a25 m
de profundidad

LA TRANSMISION DE ENFERMEDADES HiDRICAS POR PECES
Y MOLUSCOS Z.

Los lamelibranquios bivalvos (Ostras, mejillones, berberechos
etc.) desarrollados naturalmente 0 en viveros se contaminan con los mi-
croorganismos del agua de mar que retienen para nutrirse filtrando para
ello entre 4 a 20 litros de agua a la hora. Los casos que aparecieron al
final de la epidemia colera de 1975 en Galicia se debieron a consumo de
moluscos contaminados por los aportes del vibridn colérico de las aguas
fluviales. Moreno y col. (1977) en 17 muestras de mejillones sin depurar
procedentes de |a ria de Arosa encontraron entre 0,13 y 16,5 x 10* gér-
menes por ml. El 24% de las muestras tenia menos de 10 coliformes por
ml como NMP;el 35 % tenia 11 a100; el 29 % entre 101y 1000y el 12%
mas de 1000. L os pescaditos crudos comidos en la propia playa causaron
el brote de colerade Méagade 1978.

La epidemia de cdlera surgida a finales de enero de 1991 en Pert
se debio a consumo de peces y moluscos contaminados por el agua de
lastre o de contenedores de un barco que habia tocado puertos asiaticos y
gue fue vertida en puertos peruanos, comidos crudos o insuficientemente
cocidos. Efectivamente el V. cholerae 01 fue aislado del aguade mar y de
dos pescados (Austromenidia regia) capturados cerca de los desagiies
municipales en Chancay y en e sur de Lima. En abril de 1991 se produjo
el contagio de varios residentes en New Jersey y poco después la de cua
tro de Nueva Y ork por carne de cangrejo transportada ilegalmente en una
valija desde Ecuador. Iguamente una ensalada de langostinos servida en
un vuelo de Buenos Airesa Los Angeles con escala en Lima en febrero
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de 1992 causo €l colera a 97 de los 336 pasgjeros y a 17 de los 20 tripu-
lantes.

LA TRANSMISION POR EL AGUA USADA PARA BANOS

Mas raramente se puede producir la transmision a bafarse en
agua de mar o dulce. Aunque, no haya nadado y sin que aparentemente
no SE haya tragado agua, entra en el bafista casi sisteméticamente por
nariz y por boca 10 a 50 ml de agua, pero debido ala baja concentracion
de patdgenos por la dilucién es raro que entre la dosis infectante incluso
en aguas muy contaminadas.(salvo que a bafiarse hayan consumido mo-
luscos encontrados en la arena. Hay que tener en cuenta que al bafarse se
remueve el sedimento. En 1958 se produjo un brote de tifoidea en Perth
(Australia); el caso inicial fue un nifio de 12 afios que estuvo nadando en
la playay luego aparecieron otros 15 casos de los que 10 se habian bafia-
do en la misma playa. Se aislaron en los enfermos 10 cepas de 5 fagoti-
pos lo que indica probable contaminacion fecal ya que los casos provoca
dos por portadores suelen pertenecer a un mismo fagotipo; sin embargo
no se logré aidar la Styphi ni de las aguas residuales ni en ladel mar. No
obstante no deben utilizarse para el bafio agua contaminadas. En las pis-
cinas se transmiten Chlamidias productoras de conjuntivitis y adenovirus,
las amebas de vida libre (Is amebas Limax pueden albergar bacterias
entéricas Jadin 1978). Son saprofitas las del género Vanella Las Vanella
Miray platypodia son las mas frecuentes en piscinas (Bovee 1965), in-
cluso en las de servicios de rehabilitacion, en los refrigeradores, en agua
para enjuagar la boca en odontologia,. Arizay cols. (1989) encuentran las
especies simplex, platypodia,mira'y miroides en agua dulce que pueden
causar encefalitis. En los bafios el agente entra por viaoral pero hay casos
en los que penetra activamente como pasa con las leptospiras del agua
contaminada por la orina de diversos animales como ratas, ratones, bovi-
dos,(cada ml de orina puede contener 100 millones de leptospiras) équi-
dos, suidos etc. Si el ph no es acido, las |eptospiras persisten semanas en
el agua. El germen entra por mucosas entre ellas la conjuntival, larespira
toriay la digestiva si se bebe el agua pero especialmente a través de la
piel con minimas soluciones de continuidad (heridas, excoriaciones) o
por la simple maceracién causada por € agua. La infeccion se puede pro-
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ducir por contacto con aguas residuales (empleados en la limpieza de
alcantarillas), con agua de rios o canales (pescadores, excursionistas, em-
pleados en la limpieza de canales o acequias), o terrenos encharcados
(trabgjadores del campo, empleados en mataderos, mineros, poceros
etc.).. En Veluwe (Holanda) se presentaron tres casos por contaminacion
a partir de las aguas residuales. El agua de piscinas, balnearios etc. puede
servir de vehiculo de micosis como el Pié de atleta en |os bariistas.

La Acanthamoeba spp. puede causar queratitis con infiltracion,
ulceracion, opacificacion e hipopidn con intenso dolor y para cuyo trata-
miento se requiere instilar durante cuatro semanas colirios a base de
derivados de propamidina, imidazoles, hexamidina, aminoglucosidos y
polimixinas. Jones y cols. (1995) describieron el primer caso originado
por el lavado con agua de un rio, de un ojo lesionado debido ala A. po-
liphaga y uveitis con meningoencefalitis letal; desde entonces se han
publicado algunos otros casos especiamente en portadores de lentes de
contacto entre ellas una acaecida en dos pacientes canarios en los que en
el raspado de sus lesionesy en €l agua en la que se conservaban las lenti-
[las Miguel y cols.(199) encontraron trofozoitos y quistes de Acant-
hamoeba, ademas de Proteus mirabilis en uno y de E coli en otro.

La Guia para la “Elaboracion de normas respecto a Medio en Aten-
cion Primaria de Salud” clasifico las aguas costeras respecto a bafio se-
gun € ndmero de E.coli contenidas en 100 ml como : 1° Aptas. Si tienen
menos de 100, 2° Tolerables las que contienen entre 100 y 1.000 y 3° No-
civas las que tienen mas de 1.000. En cada zona de bafio se analizaran,
ademés de los coliformes fecales, los estreptococos fecales y clostridios
sulfito-reductores para confirmar el origen de la contaminacion fecal (re-
mota o proxima). debiendo tener por litro menos de 10 mg de materia
organica 0,5 mg de amoniaco, de 0,5 de nitritos, 100 de nitratos. Los ana-
lisis deben efectuarse segn los métodos oficiales de andlisis microbiol 6-
gico dispuestos en la Orden de 27 de julio de 1983 del Ministerio de Sa-
nidad.

LA TRANSMISION DE PROCESOS POR AEROSOLES DE AGUA

Otro mecanismo de transmision relacionado con el agua es lain-
halacion de aerosoles de agua contaminada con virus o con legionellas.
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Los aerosoles de 0,2 a 2 micras pueden contener hasta 100 bacterias, lle-
gar a los avéolos (los mayores se quedan atrapadas en el moco de las
vias respiratorias superiores) atravesando su pared. El agua especialmente
las negras sobre todo en las estaciones depuradoras a inyectar aire, des-
prenden burbujas de gases a cuya cubierta liquida se adhieren particulas
conteniendo microorganismos que se concentran en ellas mas de 100
veces. También e viento arranca de las superficies hidricas, aerosoles
que pueden vehicular microorganismos. El riego por aspersion transfor-
ma entre el 0,1 al 1 % del agua segun e aparato, la presiéon y la veloci-
dad, en aerosoles que pueden ser transportados por el viento a mas de
2000 metros (Parker y cols. 1977 las encuentra a 25 km.). Estos aerosoles
pueden infectar al hombre por via respiratoria y como los casos quedan
dispersos no se suele atribuir al agua el origen del cuadro. Los enterovi-
rus se pueden transmitir por este mecanismo. Katznelson y cols.(1976)
vieron en Isragl que los habitantes de viviendas cercanas a plantas de tra-
tamiento de aguas residual es que regaban por aspersion con e efluente de
los estanques de oxidacion tenian 2 a 4 veces més tifoidea, salmonellosis,
shigellosis y hepatitis que los controles. EI mecanismo habitual de
transmision de la Legionella pneumophilla y de las otras legionellas, es
por aerosoles de agua que contienen legionellas que se habian
desarrollado en acondicionadores de aire, griferias y alcachofas de
duchas.L os humidificadores de aire también pueden contaminarse con ac-
tinomicetos, hongos que producen anticuerpos precipitantes. Se ha encon-
trado Naegleria gruberi en reservorios de aguay en € polvo de una fa-
brica de rayon causando alveolitis alérgica extrinseca.

Los taladros de alta velocidad y otros aparatos odontol6gicos a
base de ultrasonidos puede producir aerosoles contaminados por el agua
suministrada aunque esté clorada pues puede haber muy poco cloro en €l
grifo.
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ENFERMEDADES Hi-
DRICAS.

1° Los brotes y epidemias hidricas afectan solo o de modo predominante
a los consumidores del agua contaminada por 1o que tienen una distribu-
cion geogréfica determinada..

2° Clésicamente las enfermedades hidricas afectaban a muchas personas
en un corto tiempo (holomianticas) ya que si se contamina un abasteci-
miento se infectarén todos |os que beben ese agua produciendo un brote o
epidemia holomiantica, caracteristica clasica de las enfermedades trans-
mitidas por € agua. En e caso de una contaminacion Unica cuando ha
transcurrido e periodo de incubacion minimo empiezan a aparecer casos
gue aumentan a medida que se llega al periodo de incubacion medio. Por
g. en e caso de la tifoidea empiezan a aparecer casos a los 9 a 15 dias
con méximo alos 24 a 30 dias; se mantiene el nUmero més o menos cons-
tante unos cuantos dias, para ir descendiendo més lentamente. Si la con-
taminacion es continua la evolucion de la epidemia es menos escarpada
Una gran inclinacion de la gréfica de los casos incidentes implica una
tnica fuente, mientras que si hay varias, lalinea es mas tendida. Cada vez
son menos probables las epidemias holomiénticas pues actualmente el
agua contiene pocos bacterias y desde luego virus de modo que la dosis
infectante la reciben muy pocas personas y de estas no hay muchos sus-
ceptibles de modo que los casos son esporédicos. La Dosis infecciosa en
teoria es un solo microorganismo viable, pero hay que aumentar esté nu-
mero supere las barreras defensivas del operador, de modo que una dosis
infectante de un solo germen, la tienen muy pocos microorganismos, co-
mo los enterovirus, mientras que la mayoria tienen un DICTsp entre 10 a
10.000 y varios miles en el caso de las bacterias.

Una vez inicia una epidemia, brote o incluso un solo caso
transmitido por el agua, pueden seguir apareciendo casos, agunos proso-
demicamente, por contagio desde los enfermos o desde los portadores
gue se han ido produciendo llegando a hacer irreconocible el origen
hidrico de lamisma. Los agentes causales no siempre se transmiten por el
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aguay los que se excretan por las heces se pueden transmitir por las ma-
nos sucias causando enfermedades prosodémicas que se extienden en
mancha de aceite 0 contaminando alimentos.

3° A menudo se aisla el agente en el agua de abastecimiento . Sin embar-
go aveces ha desaparecido cuando se toman las muestras. Tampoco basta
la presencia de un microorganismo como una salmonella, una shigella o
una E. coli en un agua para achacar a este la etiologia del brote o epide-
mia ni al agua su transmision. Incluso a menudo la contaminacion se de-
be alos casos infectados por otros mecanismos.

4° La supresion de la fuente o la depuracion del agua suprime o al menos
disminuye laincidencia

5° Las bacterianas suelen presentarse mas en verano, pues aungue € frio
conserva a los gérmenes, el calor suministra mejores condiciones para
multiplicarse

6° Hay pocas diferencias en cuanto a edad, sexo y condicion social, labo-
ral etc. de los afectados respecto alos no afectados. Si influye la cantidad
de agua bebida

7° Los gastrectomizados, o los que toman alcalinos son mas susceptibles
a las infecciones bacterianas hidricas como €l colera. El agua favorece el
trénsito por la calle gastrica sin apenas contactar con el jugo gastrico.

8° Los agentes, especiamente los virus determinan mas infecciones in-
aparentes gque casos clinicos

9° Las bacterianas y las viricas producen inmunidad absoluta como la
hepatitis A o relativa como la tifoidea, de modo que los inmigrantes a
zonas endémicas sufren mas la enfermedad que los indigenas.

10° La transmision de las enfermedades hidricas es en la mayor parte de
los casos antropogénica, teniendo por ello un papel importantisimo la
conducta humana. Mas que un problema médico lo es de educacién de las
personasy de las autoridades sanitarias y politicas.

Aungue, en general, cualquier bacteria patégena puede llegar a
aguay propagarse por este medio, en la practica esta posibilidad se limita
aun corto niumero de gérmenes que, a eliminarse por las heces u orinade
los enfermos o portadores, tienen mayores probabilidades de llegar a las
aguas en cantidad suficiente para producir enfermedades que pueden ma-
nifestarse en forma epidémica.

29



MANUEL DOMINGUEZ CARMONA ANAL. REAL ACAD. FARM.

TIFOIDEA. Latifoidea, con € colera, es la enfermedad hidrica
por antonomasia. Whipple atribuyd en 1908 al agua el 40 % de los casos
de tifoidea y a finales del XIX la mortalidad por tifoidea en las grandes
ciudades superaba a 0,5 por 100 pero cada vez hay menos epidemias
hidricas de tifoidea debido ala vigilancia de | os abastecimientos de modo
que précticamente solo se producen brotes en los pueblos en donde la
cloracion se efectiamal. La S. typhi pervive en el agua un tiempo varia-
ble segun € clima, las condiciones del agua especialmente la concurren-
cia bacterianay latécnica empleada. En 1847 se atribuy6 a agua un bro-
te de tifoidea en la ciudad Suiza de Llauren. En Lausane en 1872 se
produjo una importante epidemia hidrica de tifoidea. Desde octubre de
1914 hasta principios de 1915 se produjo otra en Barcel ona entonces con
600.000 habitantes que causod 7.507 casos con casi 2,300 defunciones por
contaminacion de las aguas de Moncada procedentes de galerias filtrantes
delosrios Besos y Ripoll. En Méaga se dio otra epidemia de tifoidea en
1951 por contaminacion con aguas residuales y otra en Madrid en 1959
con 1.600 casos. Un portador urinario gque trabajaba en €l depdsito de
agua de Croydon ocasiond en 1937, una epidemia con 3.100 casos y 43
defunciones. En las 80 ciudades més populosas de USA laincidencia de
tifoidea en 1903 fue de 700 por 10° habitantes En 1910 cuando ya se
habian instalado filtros no superaron los 100 y poco después con la clora-
cion bajé a 22 casos en 1920 y en 1935 con la adopcion de otras medidas
como €l control de los portadores laincidencia fue minima.

En Caluso, cerca de Turin se hospitalizaron en diciembre de 1984
unas 800 personas con fuertes dolores abdominales, vomitos y diarreas
por haberse contaminado el pozo que servia ala ciudad por la rotura ac-
cidental de una conduccion por las obras parainstalar unatuberia de gas.

GASTROENTERITIS El agua origina anualmente unos 900 millones
de casos de gastroenteritis que matan a 3 millones de personas. En 1975
se produjo un brote de gastroenteritis por aguaen Sewickley (Pennsilva-
nia) con 5.000 casos. En agosto de 1979 la averia del clorébmetro ocasio-
no en Azpeitia (Guiplzcoa) un brote de gastroenteritis que afecté a me-
nos a 70 escolares..En los primeros dias de octubre de 1982 se produjo en
Urnieta (Guipuzcoa) una epidemia de gastroenteritis con intensa diarrea,
fiebre y vémitos que afectd a unos cincuenta adultos y a sei scientos nifios
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de los que hubo que hospitalizar a 15 debido ala contaminacion del agua
de bebida a parecer por algun afectado de Andoain localidad en la que
pocos dias antes se habian dado dos brotes en |os trabajadores que habian
comido en los comedores de dos fébricas coincidiendo con una averia
en €l sistema de cloracion por unatromba de agua que cayo €l dia 5.

A menudo de achaca a agua €l origen de toxiinfecciones en las
gue se ignora el mecanismo de transmision pero no cabe duda que el agua
puede constituir el mecanismo de transmision de gastroenteritis.

L os agentes causales pueden ser salmonellas no typhi que ocasio-
nalmente pueden ser vehiculadas por el agua a contaminarse por las ex-
cretas de los animales de abasto o por las aves. Aungue en el agua pervi-
ven entre varias semanas a tres meses no suelen alcanzar la dosis infec-
tante y por ello e mecanismo habitual es a través de los alimentos en
donde se pueden multiplicar. En 1965 en Riverside (California) se infec-
taron con la S, typhimurium 16.000 personas de un total de 133.000 que
afectd especialmente a los nifios mas sensibles porque tienen menor DI.
La epidemia nueve dias antes debido a un corte de suministro para hacer
una nueva conexion y durante 42 horas se estuvo utilizando agua de po-
zos en los que se aido e germen. Rose y cols (1966) dedujeron gue bas-
taban unos pocos gérmenes para causar € cuadro. Molinero y cols
(1998) estudiaron la gastroenteritis producida por la Salmonella ohio que
causo un brote en 59 escolares que hicieron un excursion a Villabuena
(Alava) pueblo de 363 habitantes siendo la tasa de ataque en los que be-
bieron agua de la fuente de 67,8%.Garcia Villanova y cols. (1986) anali-
zaron 181 muestras de agua de riego de la vega de Granada encontrando
como media en 100 ml Bacterias aerobias 3,1 x 10%,1 x 10’ como NMP
de coliformes totales, 5,1 x 10° NMP de E. Coli, 8,9 x 10° de estreptoco-
cos fecalesy 2,7 x 10* de clostridios encontrando 31 tipos diferentes de
Salmonellas no typhi. La E. coli enterotoxica , importante en la patogenia
de la diarrea del vigiero puede transmitirse por €l agua. Palmer y cols en
1983 describieron un brote que persistio ocho semanas, de gastroenteritis
por campilobacter que afectd a 234 alumnos 'y a 23 empleados de un in-
ternado debido al agua de un deposito en la que se encontro el bacilo) etc.
y €l C. jguni causd en Vermont una epidemia hidrica que causod, segin la
CDC, cerca de 3.000 casos de gastroenteritis en 1978. También es posible
la transmision por el agua de la Yersinia enterocolitica'y de las aeromo-
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nas. En las shigellosis el contagio se establece fundamentalmente por las
manos sucias, mientras que la transmision por e agua tiene muy poca
importancia aunque las shigellas resisten mucho en ese medio (Vincent
encontré que la Sh shigae persistia 14 dias en agua destilada) El propio
Shiga observd una epidemia holomiantica en Japon. Latransmision hidri-
ca de las shigerllosis es un epifenomeno de la transmisién por contacto
directo. En septiembre de 1978 se produjeron 150 casos de disenteria
clinica por $h. sonnei en Puentedeume en cuya agua se encontro el ger-
men. La deficiencia de agua potable dificulta la profilaxis, pues es € me-
dio més importante para eliminar el material infeccioso (lavado de ma-
nos, utensilios, algamiento de excretas, etc.)

Las leptospiras se pueden transmitir por el agua. En Veluwe
(Holanda) se presentaron tres casos por contaminacion a partir de las
aguas residuales. La Lysteria monocytogenes es una sapronosis hodroté-
lurica. Ocasionalmente el agua puede transmitir el tétanos. La P. tularen-
sis contamina a partir roedores, castores, ratas almizcleras al agua; pare-
ce que & germen se puede reproducir en el barro y materia organica de
las orillas. La P. Turalensis ha ocasionado seguin Jellison y cols (1942,
1950) casos de tularemia en los que bebieron ese agua. Se ha sugerido la
transmision por el agua del Helicobacter pylori.

El agua puede contener los resistentes bacilos de Koch a la que
Ilega procedente de los esputos y en algun caso de las heces. Se le en-
cuentra en las aguas residuales, especialmente en las proximidades de
hospitales y sanatorios, donde la contaminacion puede llegar a ser eleva-
da. Coiny cols. (1964) lo aislaron en & 30 % de muestras de agua resi-
dual en las proximidades de sanatorios,. Se han descrito raros casos
humanos de tubercul osis causada por €l M. bovis el cual se ha encontrado
en agua estancada contaminada por ganado enfermo. También puede el
agua jugar algun papel en la infeccion por mycobacterias atipicas entre
ellas el B. marinum. Andreu y cols (1983) encontraron M. gordonae, che-
lonel, scrofulaceum en aguas residuales que concentran por Millipore y
siembran en medio liquido También se ha aislado del agua el M. kansasii.
Fischeder y cols. (1991 encontraron que €l 80 % de 33 muestras de agua
procedente de depuradoras y en el 72% de la del grifo tenfan entre 10% a
10° unidades formadoras de colonias por litro. La identificacion de las
especies por bioguimica 'y por cromatografia en capa fina demostré que
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se trataba de Myco. fortuitum en la depuradora'y de M. gordonae, chelo-
nae, flavescens y kansasii en € agua del grifo. Cuando la concentracién
es baja no parece que supongan riesgo para la salud; solo tal vez en los
trabajadores de depuradoras que manejan cienos.

Las conducciones de agua (y los sistemas de refrigeracion) son €l
habitat adecuado para el desarrollo y diseminacion de la Legionella
pneumophila. EI germen se encuentra en agua de rios y lagos sin causar
brotes Hierro y cols (1985). lo encontraron en aguas de Cantabria en el
verano de 1984 a 20-30 cm de profundidad. En el agua resiste entre 3 'y
12 meses y a veces mas. Se ha sefidado que podrian abergarse en las
Naeglerias y reproducirse en ellas. Sin embargo en e agua natural no
encuentran las legionellas condiciones adecuadas para reproducirse y por
ellos los brotes se asocian a sistemas artificiales de conduccion de agua

VIRUS Z. Hay més de 129 tipos de virus entéricos es decir que se multi-
plican en € tubo digestivo y se eliminan con las heces que contienen por
g una 200 x 10° UFP. Entre ellos tenemos a componentes de |as familias
Picornaviridae (Polio 1,11 111, Coxsackie A y B, virus ECHO) Rheoviri-
dae (Rheovirus | a 3, Rotavirus 1 a 3), Coronaviridae (Coronavirus), Ca-
licivirus y Astrovirus humanos y animales, Parvoviridae (Parvivuruas
Agentes Norwalk posibles parvovirus), Adenoviridae (Mastadenovirus y
los Adenovirus humanos 1 a 35) siendo los mas importantes |os agentes
de la poliomiglitis.y los de las hepatitis A y E. Los enterovirus se €imi-
nan por e tubo digestivo y menos veces por e tracto respiratorio del
hombre, desde donde pueden llegar al agua. La cantidad de virus del
agua depende de la prevalencia de infectados, del grado de saneamiento
ambiental del nivel educativo y socioecondémico de la poblacién, y de las
condiciones ambientales (clima, pluviosidad, caracteristicas del terreno
etc.)

Por ello los enterovirus especiamente los virus de la poliomielitis, Cox-
sackiey Echo se encuentren constantemente en las aguas residuales Berg
(1971) encuentra en USA, durante los meses frios en aguas superficiales
concentraciones por litro de 30 a 100 upf por litro, mientras que contiene
5 a 500 x 10° coliformes y en las utilizadas para bebida una concentra-
cion media por litro de 100 ufp. (Berg 1984). Hay que tener en cuenta
gue las técnicas de deteccidn de virus en el agua son poco sensibles de
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modo que la cantidad real de virus del agua es superior ala que se puede
demostrar por los métodos actuales. La cantidad varia seguin la poblacion
y laépoca del afo. En Israel, Shuval (1970) encuentra por término medio
de 500 a 600 unidades viricas (PFU) por litro de agua, correspondiendo
los resultados mas elevados a las poblaciones con condiciones econémi-
co-sociales deficitarias. Los virus se adhieren mucho a las particulas s6-
lidas del agua soslayando asi los efectos del cloro (Stagg y cols 1978)
Pueden entrar en el organismo con el agua através de faringe ; atraviesan
sin pérdida el estomago pues resisten el pH acido y entran en las células
intestinales en donde se multiplican habiéndose encontrado por g de
heces mas de 10° viriones durante muchos dias.

Los virus necesitan células vivas para multiplicarse y no se ha en-
contrado ninguin virus humano que lo haga en las células de los organis-
mos acuaticos por lo que €l agua es desfavorable para su persistencia
aunque pueden persistir 1apsos variables segin su estructura, y las carac-
teristicas de las aguas como temperatura, pH y contaminacién bacteriana
concomitante. Los virus no son atacados por fagos ni por las mixobacte-
rias aunque hay bacterias marinas que |os destruyen.

Rao y col. (1984)encontraron estos resultados

Tipo de producto Numero | Porcentgje | ufp por litro
de positivos

Enterovirus Agua 35 14 3al2
Sedimento compacto 35 6 7al10
Sedimento superficial 15 47 39a398
Particulas sblidas suspendi- 18 72 4a40
das

Rotavirus Agua 31 16 119a1.000
Sedimento compacto 6 12 1.200
Sedimento superficia 15 40 800 a3.800
Particulas solidas suspendi- 18 50 1800 a 4980
das

Ribasy cols. (1983) estudiaron en 12 muestras del LIobregat |a presencia
de enterovirus en 1982
Estacion Concentracion mediadeente-  Desviacion
rovirus tipica
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Invierno 0,9 18
Primavera 4.8 11,6
Verano 0,6 (minimo en julio) 1,3
Otofio 11,9 (mé&ximo en noviembre) 14,6

Las diferencias estacional es representan mas que la pervivenciade
los enterovirus los aportes de los mismos a rio. Los enterovirus persisten
entre 2 y 168 dias en aguas corriente, 2.130 en la del mar (25 a 125 dias
en € suelo y mas de 90 en ostras)

Los virus entéricos son muy susceptibles al calor ala desecacion
y alos UV pero resisten al éter, a cloroformo, a la bilis, al bajo pH es
decir €l jugo géstrico. Los virus son més resistentes a la autodepuracion
natural y a los sistemas artificiales que las bacterias. Por €. € virusde la
hepatitis A resiste e contacto con 23 ppm de cloro durante 30 minutos
(Neefey cols. 1945). En 1947, Neefe y cois. observaron que €l virus de la
hepatitis A se podiainactivar en €l agua por la presencia de 0,4 p.p.m. de
cloro libre, a condicion de que el agua hubiera sido sometida previamente
a métodos de depuracion fisica poco eficaces para eliminar el virus pero
S para desembarazar al agua de sedimentos con virus y de materia orga
nica que protege alosvirus del cloro..

El papel del agua en la transmision depende de la capacidad in-
fectiva del virus. Katz y Plotkin (1967) demostraron que la dosis minima
infectiva de los enterovirus por via oral para al hombre se corresponde
con la més pequeiia cantidad de virus que puede ser detectada por cultivo
en !as células sensibles

Pese ala gran dilucion que sufre el agua residual en su vertido a
los rios, es posible detectar virus més abajo de los puntos de vertido,
habiéndose aislado del 38,2 % de muestras ddl rio Illinois (Lamb, 1964),
en el 24 % de las del Sena (Coin, 1964), en € 9,1 % de las del Meurthe
(Foliguet, 1966), en e 26,2 % de las del Ruhr (Primavesi, 1966), en el 46
% de las del Tamesis (Poynter, 1968). Pero ademas se han aislado virus
de lugares muy alejados; Berg en e Missisipi, encontrd en un litro entre
60 a 50.000 coliformes mientras que contenia 1 a 19 unidades viricas, sin
gue hubiera relacion entre las concentraciones de los virus y las de las
bacterias de modo que habia mas virus en las aguas que tenian menos
gérmenes. En Madrid, Cabo (1970) aisla enterovirus en € rio Jarama a 44
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kilébmetros de la dltima contaminacion importante. Ribas y cols (1983)
concentran los enterovirus en un aparato que contiene polvo de vidrio del
cua los eluyen después y cuantifican por cultivo en células BGM.. Yala
Reunién de laOMS'y de la American Public Health Association celebra-
daen México en 1974 establecié como limite aceptable provisional una
unidad infecciosa de viriones por 37,85 | de agua para fines deportivos y
menos de una en 378,5 para agua de bebida

La poliomidlitis se transmite fundamental mente por contagio in-
terpersonal pero € agua sigue teniendo una gran importancia. En 1929
Kling, director del Instituto Nacional de Bacteriologia de Estocolmo, con
sus colaboradores emitieron lateoria de que € agua era el origen de todas
las epidemias de poliomielitis, pero no se han podido objetivar muchas
epidemias hidricas. Entre ellas tenemos la de Edmonton (Canada) en
1954 y lade Huskerville (U.S.A.) en 1957. En Espafia se produjo en 1969
un brote en Tarrasa con 19 casos y cuatro defunciones, por la contamina-
cion de una terminal del abastecimiento de aguas, producida por succién
de aguas residual es durante un corte en el suministro por averia. Nosotros
observamos en 1948 una sucesién de casos clinicos que iban apareciendo
secuencialmente en el tiempo y en los pueblos por 1os que pasa & Segura.

Los ECHO, Coxsackie, rotavirus, los agentes tipo Norwalk, Den-
ver, Hawai etc. pueden producir diarreas agudas epidémicas. Knocke
(1966) aislo reovirus en el 34 % de 382 muestras de agua probablemente
contaminadas por las aguas residuales de mataderos, ya gue los animales
de abasto se encuentran muchas veces infectados por reovirus. Malherbe
(1965) aido reovirus (ademés de enterovirus y adenovirus) de las aguas
residuales del matadero municipa de Johanesburgo

Las hepatitis A y E se pueden transmitir por el agua.. La epidemia
mas importante fue por €l virus E (largo tiempo tenida como causada por
el virus A) en 1955 en Nueva Dehli, donde, a consecuencia de lluvias
torrenciales y de las inundaciones subsiguientes, se contaming el abaste-
cimiento de aguas de la ciudad, A pesar de la cloracion del agua, se de-
clararon en un mes 28.745 casos de hepatitis (Chuttani y cols., 1966).

En la provincia de Barcelona se presentaron en 1965 dos brotes de
hepatitis en las localidades de Calaf, con méas de 100 casos, y Prats del
Rey, con 30, producidos por consumo de agua a partir de pozos contami-
nados. siendo € virus de las hepatitis A y E los que presentan una mayor
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capacidad de resistencia frente alos agentes ambientales y desinfectantes,
como €l cloro.

Las normas EEC (1977) indican que no debe aislarse ningun virus
patdgeno en 10 litros de agua y algunos exigen que debe aumentarse a
500 y hasta 1000 |. Para la vigilancia de los virus en €l agua deben con-
centrase |os existentes en grandes vol Umenes de agua ultrafiltracion sobre
filtros solubles, por circulacion tangencial continua, osmética o bajo pre-
sion, por precipitacion de los virus con Oxido férrico o con hidroxido
aluminico, por adsorcion en membranas de celulosa -en gasas cortadas o
plegadas de formas diversas sumergidas 24 a 48 horas que luego se ex-
primen-, de nitrato, de fibra de vidrio-resina epoxi lograda bajando € pH
y aumentando la salinidad seguida de elucion en un volumen pequefio de
liguido subiendo €l pH y diluyendo la salinidad; algunos solutos pueden
disminuir la adsorcion y puede haber interferencias en la elucion. La elec-
troforesis forzada permite que los virus se absorban sel ectivamente sobre
membranas de didisis semipermeables o pasar por membranas de ésmo-
sis. El recuento se hace determinando la ultima dilucién gque es positiva,
por el nimero mas probable o por e nimero de unidades formadoras de
placas.

PROTOZOOS

En e agua se encuentran quistes de amebas que pueden infectar
al hombre. En 1933 se produjo un brote en Chicago debido a un fallo de
las conducciones que causd mas de 1.000 casos con 58 defunciones.
Afecta a paises templados aunque mucho mas en los tropicales proba-
blemente por la mala higiene mas que por las condiciones climéticas.
Chandler en 1955 describi6 una epidemiaen el puerto de Murmansk en la
peninsula de Kola mas a N del circulo polar artico que afectd a 60 %
habitantes. L os quistes de amebas resisten mucho a cloro de modo gie en
las zonas afectadas la depuracion fisica debe hacerse con criterios muy
exigentes y utilizar en abastecimientos pequefios desinfectantes quimicos
como €l yodo. Diversas especies de Naeglerias, Hartmanellas y Acant-
hamoeba de colecciones de agua como embalses, pantanos, aguas resi-
duales etc. piscinas, pues son de vidalibre, producen infecciones.
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Se han descrito numerosas epidemias hidricas por giardias. En
1954 se produjo una epidemia en Portland que causo 50.000 casos clini-
cos . Brown estudié una en Colorado en 1968 debida a una conexion
entre e alcantarillado y €l agua de abastecimiento. Entre 1971 y 1979 se
sefidlaron en USA 31 brotes con mas de 17.000 casos clinicos. En Roma
en el Estado de Nueva Y ork se produjo en 1974 un brote con 4.800 casos
de giardiasis. Craun (1979), Wolfe (1979), Meyer y col. (1980) etc. co-
munican casos semejantes. La giardia puede proceder de animales y co-
MO sus quistes pueden persistir mucho tiempo en el agua, puede ser esta
un mecanismo importante de diseminacion. Hay que recordar que los
quistes son muy resistentes al cloro.

L os quistes de toxoplasmas eliminados por |as heces de los felinos
pueden contaminar €l agua y pasar a hombre. La criptosporidiosis es
una zoonosis cuya incidencia humana aumenta debido a los cambios
tecnologicos en granjas, en laaimentacion y en la higiene de los anima-
lesy con la estabulacién masiva. Se puede transmitir por contagio directo
con excretas animales, por alimentos pero también por € agua. La con-
taminacion de origen anima lleva a agua quistes de criptosporidios.
Afecta a personas normales pero los inmunodeficientes sufren cuadros
mas graves y con importantes complicaciones. En febrero de 1989 se
produjo un brote de criptosporidiosis de origen hidrico en Oxfordshire-
Swindon por agua depurada (Dick 1989). Hayesy cols. (1989) describie-
ron un brote importante por agua depurada por floculacién y cloracion en
Carrllonton (Georgia); aunque solo se hallo el parésito en heces de 58
afectados se calcula que hubo unos 13.000 afectados por la encuesta tele-
fonica, de los que 147 debieron ser hospitalizados. El brote se produjo en
enero y febrero de 1987 aunque es mas frecuente en primavera
D"Antonio y cols. (1985) vieron un brote en Texas por agua que habia
recibido agudas residuales. Smih y cl. (1988) otro en Scotland por agua
gue recibio efluentes de agua superficial Afecta alos que bebieron agua
y atodos las edades La latencia entre laingesta de agua y la diarrea es de
3a7dias

La Cyclospora es un protozoo parasito. En Nepal es endémico
causando diarreas entre mayo y octubre.. El 7 % de los procedentes de
ese pais tienen cyclospora en sus heces. En junio de 1994 enfermaron con
diarrea persistente 12 de 14 soldados ingleses y personal relacionado con
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ellos, estacionados en un pequefio destacamento militar en Pokhara (Ne-
pal). Se encontrd la ciclospora en las heces del 75 % de los afectados. El
agua era mezcla de la del rio y del abastecimiento local que se filtraba,
aunque no daba garantias de que retuviera las ciclosporas pues el agua
seguia conteniendo coccidios que miden 8 a 10 micras. segun vieron Ra-
bold y cols. (1994) por filtracion en Millipore aunque fue negativa lain-
vestigacion de coliformes. Se clord dejando 0,3 a 0,8 ppm de cloro resi-
dual. El parésito es muy resistente al cloro

En 1990 se produce un brote de ciclosporas en personal médico de un
hospital de Chicago causado por € agua de bebida segln €l estudio epi-
demiolégico aunque no se encontrd € parésito en e agua incriminada
(Ortega y cols.1993). También pueden transmitirse por el agua coccidios
y baantidios.
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Plan de Saneamiento y depuracion de aguasresi-
dualesdela Comunidad de Madrid

IGNACIO LOPEZ-GALIACHO PERONA
Director General de Calidad Ambiental

1.- EL RECURSO AGUA EN LA COMUNIDAD DE MADRID

El agua es en la Comunidad de Madrid un recurso critico, pues
no es facil abastecer en cantidad y calidad adecuadas un territorio que,
con menos de 8.000 km? concentra una poblacién de cinco millones de
habitantes, |a plataforma de servicios terciarios mas importante y desarro-
[lada de Espafia y la segunda zona metropolitana mas industrializada del
pais. Tampoco es facil proteger los riosy su entorno del impacto produ-
cido por el vertido de esas aguas, una vez usadas.

La estructura de demanda de agua es radicalmente distinta a la
media nacional. Asi, mientras en Madrid el consumo urbano e industrial
representa el 67% del consumo total y la agricultura sdlo consume un
33%, a nivel nacional estos consumos representan respectivamente el
19%y €l 81% del total.

Las aguas superficiales de la Comunidad drenan en su mayor
parte por los afluentes y subafluentes del rio Tgjo, en direccion Norte-
Sur. El rio principa es, pues, € Tajo que bordea por el Sur € territorio y
recibe a todos los demés rios de la provincia que conforman una malla
drenante en forma de “espina de pez”.

Los caudales naturales de todos estos rios, asi como la calidad
de sus aguas quedan modificados por la singularidad de la demana. Asi
en el sistema hidrico de Madrid pueden distinguirse cinco zonas (Gréfico
1), clasificadas segun €l uso del medio hidrol6gico, homogéneas y clara-
mente delimitadas:

1.- Una Zona productora de agua limpia, que ocupa e Norte y Noreste
de la Comunidad, constituida por las cabeceras de los afluentes y sub-
afluentes del rio Tgjo, en donde se captay almacena el agua.
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2.- Una Zona de cur sos medios cuyos caudales circulantes son muy re-
ducidos por ser captados aguas arribay con un poder de autodepuracion
minimo.

3.- Una zona consumidora, formada por la capital y los municipios del
Area Metropolitana, donde se utiliza masivamente el recurso y se devuel-
ve al sistema deteriorado.

4.- Una zona receptora, Situada aguas abajo del foco consumidor, que
sufre los vertidos de aguas residuales. Las posibilidades recreativas y de
uso de las riberas quedan drasticamente reducidas.

5.- Una zona de reserva de agua, constituida por la cuenca del Alberche,
que puede ser utilizada por e Area Metropolitana mediante un costoso
bombeo entre cuencas, cuando |os embal ses de |a franja productora bajan
denivel.

Quedan, pues, modificados los caudales naturales de todos los
rios de la Comunidad. El rio Manzanares, como caso més significativo de
esta distorsion, tiene un caudal aguas abajo del Embalse del Pardo de 0,5
m>/seg., pero nada més atravesar la capital recibe 16 m*/seg del caudal
cas constante procedente de los vertidos de més de 3 millones de habi-
tantes. Esto puede considerarse como un verdadero trasvase de las cuen-
cas dltas de los rios Lozoya, Jarama, Guadalix y Guadarrama al cauce
bajo del Manzanares.

2.- LA EXPERIENCIA DE LA COMUNIDAD DE MADRID

Al crearse la Comunidad Auténoma de Madrid en 1983, sola-
mente uno de sus 179 municipios habia abordado seriamente la depura-
cion de sus aguas residuales. En efecto, el Ayuntamiento de la villa de
Madrid habia puesto en marcha a finales de la década de los 70 su “Plan
de Saneamiento Integral de Madrid” (PSIM), conformando un sistema de
siete grandes Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDARS) que
en 1984 conseguian tratar la practica totalidad de los vertidos generados
por sus tres millones de habitantes.

El resto de las instalaciones de depuraciéon construidas hasta
esas fechas, eran pequeiias depuradoras correspondientes a urbanizacio-
nes, pequefios municipios y algunas industrias. Pero la escasa adecuacion
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de los disefios a las necesidades y, sobre todo, la minima atencion a la
explotacion y mantenimiento de las plantas, dio como resultado la obso-
lescencia, € abandono o el mal funcionamiento de la mayoria de dichas
depuradoras.

En 1984 la calidad de las aguas de los rios y embalses de la
Comunidad de Madrid no alcazaba, asi, 10s niveles minimos aceptables:
los embal ses de la zona productora se caracterizaban por su eutrofia (Pe-
drezuela, Vamayor y Las Nieves), 0 su mesotrofia creciente (Pinilla,
Puentes Vigjas, Santillana...); en la zona de cursos medios |os escasos
caudales de estigje no permitian la autodepuracion de los vertidos; final-
mente los cursos de las zonas consumidora y receptora presentaban unas
pésimas condiciones, en especial los rios Guadarrama, Jaramay Henares.

Con este panorama, la Comunidad de Madrid se planted la ne-
cesidad de una gestion integral del agua en su &mbito territorial, que unie-
ralos conceptos de cantidad y calidad, con €l fin de conseguir no solo un
abastecimiento eficaz a todos los madrilefios sino también un saneamien-
to que minimizase €l impacto medioambiental sobre los rios y embal ses.
Asi, en diciembre de 1984 fue aprobada la Ley 17/1984 reguladora del
abastecimiento y saneamiento de agua en la Comunidad de Madrid, que
establece los tres pilares basicos para la gestion del agua.

1°) Declara de “interés de la Comunidad” los servicios de aduccién
(abastecimiento en alta) y de depuracion, mientras potencia € in-
terés municipal de los servicios de distribucion y alcantarillado.

2°) Encarga la explotacion de todas | as infraestructuras hidraulicas de
la Comunidad, existentesy futuras, ala empresa publica Canal de
Isabel 11, que contaba ya con més de un siglo de experiencia en
abastecimiento de agua alos madrilefios.

39 Regulalatarifadel agua, que debe ser Unica, incluyendo todos los
servicios; igual, de forma que e mismo servicio debe costar igual
a todos los usuarios; progresiva, penalizando € despilfarro, y su-
ficiente, con el fin de garantizar un buen servicio.

Con esta cobertura legal, la Comunidad elabor6 el Plan Integral
del Agua en Madrid (PIAM), aprobado en 1985, con €l fin de ordenar y
jerarquizar las medidas legidlativas, reglamentarias y de gestion, asi como
las inversiones necesarias en el medio hidraulico en base a los siguientes
principios:
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Launidad del ciclo hidrolégico

La interdependencia de los conceptos de cantidad y cali-
dad del agua

La consideracion del agua como bien de dominio pablico.
La solidaridad entre los pueblos y regiones para la admi-
nistracion del agua, dada su desigual distribucion en e es-
pacio y en el tiempo.

La necesidad de considerar el proceso de Ordenacion Te-
rritorial en la definicion de planesy programas.

El PIAM se fij6é como objetivos la mejora del bienestar colectivo,

la contribucion al desarrollo regiona y la mejora de la calidad ambiental.
Para €llo estructurd sus previsiones en cinco programas de actuacion:

Coordinacion, legislacion y gestion.
Mejora de abastecimientos
Infraestructura hidraulica municipal
Depuracion de aguas residuales y
Recuperacion de mérgenes.

La mayor dotacion de recursos econdmicos (12.200 millones de

pesetas) correspondié al Programa de Depuracion, acelerando las inver-
siones en |os primeros afos del Plan.

La eleccion del tipo de tecnologia de las EDARs se acomodo a la

diversa problemética existente:
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En la zona productora del Norte y Noroeste, donde las
aguas residuales alcanzan los embal ses de abastecimiento
y donde se ubica una parte significativa de la poblacién es-
tacional, el disefio de |as plantas constaba de un tratamien-
to fisico-quimico previo a tratamientos biol 6gicos capaces
de reducir nitrégeno. Con €llo se eliminan los nutrientes
causantes de la eutrofizacion de los embalses, y se pueden
tratar correctamente las fuertes fluctuaciones estacionales
de carga organiza.

En la zona consumidora, con vertidos de fuerte componen-
te industrial, se disefiaron también procesos fisico-
guimicos previos al tratamiento biolégico, para poder ac-
tuar sobre los metales pesados y otros componentes toxi-
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cos inhibidores de los procesos de sintesis y descomposi-
cion bioldgica

- En € resto de las zonas, con municipios pequefios o me-
dianos, se eligieron tratamientos blandos o tratamientos de
bajo consumo energético como filtros verdes, lechos de
turba, lechos bacterianos y biodiscos.

- Se contempl6 en todos los casos la posibilidad de unir me-
diante emisarios e interceptores los vertidos de varios ni-
cleos en una solo EDAR con € fin de aprovechar la eco-
nomia de escalay garantizar una gestion técnicay econo-
micamente eficaz.

- Finalmente, los emisarios se dimensionaron para una dilu-
cion 5:1 (cinco veces € caudal medio de aguas negras),
con €l fin de limitar la contaminacién producida por el-
desbordamiento de las aguas de tormenta.

Con estos criterios se construyeron en los primeros diez afios el
sistema integral de saneamiento de la Comunidad de Madrid, que, a di-
ciembre de 1994, se componia de mas de 500 km de emisarios y 59 nue-
vas EDARS, alas que hay que sumar las 7 EDARSs del sistema PSIM del
Ayuntamiento de Madrid (Gréfico 2) dando servicio a un total de 86 mu-
nicipios, y una capacidad de 7.459.000 habitantes equivalentes.

La inversion realizada figura desglosada por afios en € Gréfico 3,
ascendiendo en el periodo 1985-1994, a 28.760 millones de pesetas fi-
nanciados con cargo a los presupuestos anuales de la Comunidad de Ma-
drid.

Este conjunto de infraestructuras de saneamiento y depuracion
permitio reducir drasticamente la contaminacion vertida a los rios y em-
bal ses madrilefios, tratando en 1994 alrededor de 700 Hm® de aguas resi-
duales con una reduccion media ponderada del 90% de la DBOs (deman-
da bioquimica de oxigeno), del 91% de los sdlidos en suspension (SS) y
del 86% de la DQO (demanda quimica de oxigeno).
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3.- EL PLAN DE SANEAMIENTO Y DEPURACION DE LA COMUNIDAD DE MA-
DRID (1995-2005)

A pesar del gran esfuerzo inversor realizado y el ato grado de
cobertura del servicio de depuracion alcanzado, con més de un 95% de la
poblacién censada conectada a los sistemas de saneamiento y depuracion,
acontecimientos como los periodos de sequia que periddicamente sufri-
mos, la aparicién de normativa europea (Directiva 91/271), €l proceso de
elaboracion del Plan Hidrolégico Nacional y del Plan Hidroldgico del
Tajo, asi como la necesidad cada vez més acuciante de reutilizar tanto las
aguas depuradas como los fangos generados, aconsejaron la elaboracion
de un nuevo Plan para ordenar y definir las actuaciones a llevar a cabo
en e periodo 1995-2005, manteniendo los principios inspiradores del
PIAM e incrementando el enfoque medioambiental y de reutilizaciéon de
recursos.

La promulgacion en 1991 de la Directiva de la Union Europea
sobre tratamiento de aguas residuales urbanas exige la implantaciéon de
nuevos sistemas de saneamiento y depuracién y la adaptacién de los exis-
tentes en los 15 Estados miembros, con unas disposiciones muy estrictas
en cuanto a los plazos y limites de emision. Y aunque la responsabilidad
formal del cumplimiento de los requisitos de esta Directiva es de los Go-
biernos centrales, en Espafia, € disefio, construccion y explotacion de las
infraestructuras sanitarias es abordado por los municipios y las Comuni-
dades Auténomas en uso de sus respectivas competencias.

Para atender las obligaciones que se derivan de la Directiva sobre
tratamiento de aguas residuales urbanas y del Plan Hidrol6gico del Tajo,
la Consgjeria de Medio Ambiente y Desarrollo Regional esta desarrollan-
do e Plan de Saneamiento y Depuracion, que tiene un periodo de vigen-
ciade 11 afios, desde 1995 al afio 2005.

Este Plan, el PSD, dentro de una politica genera de proteccion de
las aguas, tiene dos objetivos fundamental es:

e El Primero de ellos garantiza la adecuada depuracién de todas las
aguas residuales generadas en la Comunidad de Madrid, de acuer-
do con los criterios de la Directiva, que lo expresa mediante €l
concepto de HABITANTES EQUIVALENTE (1h.e. = 60 g
DBOs/dia). Asi, aunque € porcentgje de poblacion censada co-
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nectada a sistemas de saneamiento y depuracion es, como ya se ha
comentado, superior a 95%, a hablar de cargas contaminantes,
frente a un total de 12.250.684 habitantes equivalentes son debi-
damente tratados 10.225.814 h.e., o que supone aproximadamen-
te el 85% del total.

e El otro gran objetivo es asegurar que en las zonas sensibles de la
Comunidad de Madrid, declaradas a los efectos de la Directiva de
aguas residuales, y que abarcan las zonas de captacion de agua en
el Norte y Oeste de nuestra region, se alcanzan objetivos de pro-
teccion ambiental mas estrictos, limitando los aportes de nutrien-
tesalas aguas.

Para conseguir estos objetivos ambientales, el PSD se estructura
en cuatro programas:

- Programal: EMISARIOS Y DEPURADORAS

- Programa 2: SANEAMIENTO MUNICIPAL

- Programa3: REUTILIZACION DE AGUAS DEPURA-

DAS
- Programa4: DISPOSICION Y REUTILZACION DE
FANGOS DE DEPURACION
El primer programa EMISARIOS Y DEPURADORAS incluye €
grueso de las actuaciones del Plan, tanto en nimero como en inversion
necesaria, ordenadas en |os siguientes subprogramas:

- Nuevas estaciones depuradoras para la totalidad de los
nucleos urbanos que carezcan de ellas. Dentro del segmen-
to de aglomeraciones urbanas de mas de 15.000 habitantes
equivalentes pueden destacarse por su importancia las de
Boadillall, Villaviciosa de Odon, Majadahonda, Torrejon,
San Sebastian de los Reyes (arroyo Quifidnez), Torrel odo-
nes-Galapagar y EDAR conjunta del arrojo Guatén. Las
actuaciones ya en realizacion superan los 3.000 millones
de pesetas, coste que ha sido financiado en un 80% por los
Fondos de Cohesion.

Una actuacion destacable por su importancia es €l
Saneamiento del Arroyo Culebro, que discurre por los
municipios del Sur del Area Metropolitana. Esta actuacion
supone la construccion de 2 depuradoras, Cuenca Mediay
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Cuenta Baja, y un amplio sistema de colectores y emisa-
rios que presta servicio a las courbanizaciones de la zona,
con una capacidad de tratamiento de dos millones de habi-
tantes equivalentes.

Las obras se estén gjecutando en dos fases. La pri-
mera de ellas, ya en g ecucion, tiene un coste de 7.000 mi-
[lones de pesetas.. La segunda fase, que se iniciara este
ano 1999, tendra un coste aproximado de 12.000 millones
de pesetas.

El coste de esta actuacion es financiado por el Mi-
nisterio de Medio Ambiente y la Comunidad de Madrid.
Ampliaciones de estaciones depuradoras. En funcién
del grado de saturacion actual de las depuradoras existen-
tes y de las previsiones de desarrollo urbanistico de los
nucleos urbanos se han acometido las obras de ampliacién
y/o mejora de las depuradoras ya existentes. Como actua-
ciones mas destacadas podemos citar la ampliacién de la
EDAR de Arroyo del Soto en Méstoles, que ha supuesto
unainversion de mas de 1.100 millones de pesetasy las de
los Escoriaes, € Plantio, Navalcarnero, Algete, Casaque-
mada, AlcalaIndustrial, Aranjuez y La Poveda.

El Importe de las actuaciones ya realizadas o en
marcha desde 1996 hasta hoy es de unos 4.000 millones de
pesetas.

Otralinea de actuacion es la dotacion de tratamientos de
eliminacion de nutrientes, complementando y mejorando
los existentes en 14 depuradoras ubicadas en “ zonas sensi-
bles’, que se ha iniciado en la depuradora de Bustravigo
para continuar a lo largo de 1999 con actuaciones en otras
cinco depuradoras de la zona.

Emisarios. En concordancia con las actuaciones en depu-
radoras, se han programado todos |os nuevos emisarios y
colectores interceptores de las aguas residuales a tratar
hasta las instalaciones correspondientes. Las actuaciones
gjecutadas 0 en marcha han supuesto unainversion de méas
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de 3.500 millones de pesetas, habiéndose ya redactado
desde 1995 hasta hoy 41 proyectos de emisarios.

- Otro aspecto a que la Consgjeria de Medio Ambiente y
Desarrollo Regional presta gran atencion es a la garantia
dela calidad del servicios de depuracion, paralo que es-
tan dotando a las depuradoras de dobles lineas de alimen-
tacion eléctrica, interconexion hidraulica de plantas, dota-
cion de capacidad de reserva de tratamientos por sistemas,
balsas de tormenta, etc. Todo ello con €l fin de reducir el
nimero de fallos en la explotacion de las depuradoras por
debajo de los limites admitidos por la Directiva Europea.

El Gréfico 4 recoge la situacion actual de las EDAR en la Comu-
nidad de Madrid.

El segundo programa del PSD es € programa de Saneamiento
Municipal que tiene como objeto la renovacion, mejoray ampliacion de
los alcantarillados urbanos. Sin embargo, dado que la competencia en
materia de saneamiento es municipal, la programacion y construccion de
estas infraestructuras es abordada por 10s respectivos Ayuntamientos, con
la ayuda técnica y financiera de la Comunidad de Madrid, a través del
Patronato Madrilefio de Areas de Montafia (PAMAM) en |os municipios
de la Sierra Norte y de la Consgjeria de Medio Ambiente y Desarrollo
Regional en € resto de municipios.

Con este fin, la Consgjeria y los distintos Ayuntamientos estén
acometiendo inversiones en Redes Urbanas de abastecimiento y sanea
miento de aguas’ dentro del plan PRISMA, incorporando asi |os objeti-
vos del Plan de Saneamiento y Depuracion y en particular el cumplimien-
to de los requisitos exigidos para los sistemas colectores por |a Directiva
91/271/CEE.

Asimismo la Comunidad de Madrid ha extendido, a todos los mu-
nicipios la regulacion de los vertidos liquidos industriales a los alcantari-
[lados municipales, mediante la aprobacién de laLey 10/1993 sobre ver -
tidos liquidos industriales al Sistema Integral de Saneamiento y sus
Decretos de desarrollo. Con esta legislacion se completa €l proceso de
ordenacion y control de los vertidos liquidos industriales, estableciendo la
prohibicion de vertido de determinados productos y compuestos (mezclas
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explosivas, colotantes, sustancias corrosivas, residuos peligrosos, etc.) y
limitando el vertido de otras sustancias contaminantes. Con estas medidas
se protegen las instalaciones de saneamiento, mejorando la explotacién y
conservacion de las depuradoras existentes y, con ello, los recursos
hidraulicosy € medio ambiente.

El programa de reutilizacion de aguas depuradas prevé una se-
rie de actuaciones, algunas de €ellas a corto plazo, con € fin de hacer rea-
lidad la reutilizacion de aguas tratadas en las EDARS para usos compati-
bles con la salubridad publica como €l riesgo agricola, de zonas verdes y
campos de golf, la refrigeracion y otros usos industriales, el manteni-
miento de caudales ecoldgicos, etc. En el PSD estén previstas instal acio-
nes para la reutilizacion de las aguas depuradas en las EDAR de Fuenla
brada-Culebro, El Plantio, Arroyo de la Vega (Alcobendas), Casaguema-
da, Cuenca media del Guadarrama, Boadilla del Monte, Pozuel o-HUmera,
etc. El Plan de Saneamiento Integral de Madrid establece una inversion
de tres mil millones de pesetas pararegar 21 parques con aguas proceden-
tesdela EDAr delaChina

Finalmente, el PSD incluye un programa de disposicion y reutili-
zacion de fangos de depuracién para dar solucion a los lodos que resul-
tan del proceso de depuracion de las aguas. En estos momentos se prevé
la construccion de 2 plantas de secado térmico de fangos, para la obten-
cion de fertilizantes agricolas, y una planta de compostgje. Con estas ac-
tuaciones se da a los fangos el destino més apropiado para este tipo de
residuos cuya utilizacion en la agricultura en nuestra region se regula por
un Decreto del afio 1998. Un aspecto importante a destacar es que en nin-
gun caso se van a construir vertederos para los fangos de depuracion.
También es importante destacar que parte de los fangos generados se van
atratar conjuntamente con la materia organica de la basura en las plantas
de biometanizacion de residuos urbanos, ya que esta mezcla favorece los
procesos de metanizacién de la materia organica y la produccion de bio-
gés para su aprovechamiento energético.

Las inversiones necesarias para €l conjunto de todas estas actua-
ciones definidas en e Plan de Saneamiento y Depuracion ascienden a
132.970 millones de pesetas desglosados por afos y programas en la Ta-
bla 1.
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El programa que precisa una mayor inversion es, como ya se ha
comentado, € de Emisarios y depuradoras, con una inversion de
100.010 millones, 1o que supone un 75% del total, la inversion en Sa-
neamiento municipal es de 25.551 millones (19%) y para reutilizacion
de recursos, agua depurada y fangos, se destinan 6.609 millones (6%).

Estas inversiones permitiran alcanzar en el afio 2005 los requeri-
mientos establ ecidos en la Directiva de aguas residual es urbanas.

4 - FINANCIACION DEL PLAN

Los elevados costes de inversion que implica la puesta en marcha
de las actuaciones propuestas en € Plan de Saneamiento y Depuracion,
hace necesaria la participacion financiera de la Administracion Central.
Asi, en el Plan Nacional de Depuracion, aprobado en 1995, se establece
la ayuda estatal en un 25% de las necesidades de inversion de cada auto-
nomia. En e caso de la Comunidad de Madrid, esta aportacién se concre-
ta en 27.003 millones, procedentes de los fondos de Cohesion europeos 'y
de los Presupuestos Generales del Estado. Dicha aportacion se regula
mediante la firma de un Convenio de Cooperacion entre ambas adminis-
traciones, habiéndose desarrollado en un 80%, quedando pendiente de
concretar lacifra de 4.000 millones de pesetas.

L as actuaciones mas relevantes que se han realizado en el marco
de este convenio ha sido el Saneamiento y Depuracion del Arroyo Cule-
bro, con un coste total de unos 19.000 millones de pesetas. En otras ac-
tuaciones se han invertido otros 4.500 millones de pesetas, financiados en
el 80% por fondos de cohesion.

El grueso de los recursos necesarios (gréfico 5) seran, sin embar-
go, aportados por la Comunidad de Madrid (Consgjeria de Medio Am-
biente y Desarrollo Regional y Cana de Isabel 1), para € programa de
emisarios y depuradoras, y por los Ayuntamientos para los colectores
municipales, con €l auxilio también de la Comunidad a través del Pro-
grama PRISMA y e Patronato de Areas de Montafia.

Finalmente, la reutilizacion de recursos y las ampliaciones de
EDARs para los nuevos desarrollos urbanisticos, seran financiados en
parte por vias extrapresupuestarias a través de acuerdos en la Comunidad
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de Madrid con otros agentes inversores publicos y privados (Los
Ayuntamientos y los promotores de |0s nuevos desarroll os urbanisticos).

5.- STUACION ACTUAL

Después de 3 afios de aplicaciéon de Plan de Saneamiento y Depu-
racion de la Consgjeria de Medio Ambiente y Desarrollo Regional ha
iniciado |os trabajos para su revision.

Estarevision es necesaria alaluz de tres factores fundamental es.

e La aprobacion del Plan Hidrolégico del Tgo, que establece los
objetivos de calidad de las aguas y obliga a modificar algunas ac-
tuaciones del PSD paralograr esos objetivos.

e La aparicion de nuevas necesidades en materia de saneamiento y
depuracion, consecuencia de los fuertes desarrollos urbanisticos
gue se han producido en algunas zonas de nuestra region.

e Lanecesidad de acomodar € ritmo inversor previsto en el afio 95,
gue ha sufrido un desfase que aconseja redefinir los horizontes in-
versores de |os proximos afios.

Los objetivos generales de la Actualizacion y Revision del PSD
son tres:

e El conocimiento del grado de g ecucion, alafecha, del PSD.

e El diagndstico de la calidad de las aguas superficiales de la Co-
munidad de Madrid.

e Y laactualizacion del PSD
Para toda revision, actualizacion o, incluso, modificacion de una

planificacion, es obligado conocer en primer lugar 1o que de ella ha pasa-
do arealizacién. Sera necesario saber a continuacion el nivel de cumpli-
miento de los realizado respecto a lo planificado y deducir si € objetivo
gue se pretendia ha sido satisfecho, técnica, socia y econdmicamente.

El primer objetivo enunciado comprendera necesariamente qué ha
sido gjecutado, como ha dado solucién, parcia o totalmente, al problema
gue lo motivaba y en ultimo término qué inversion ha exigido, citando la
financiacién de lamisma.

Conocido el grado de gecucion del PSD estrictamente y de forma
simple, si no se tuvieran en cuenta otras circunstancias, se podria plantear
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una revision que recogiera sencillamente las actuaciones pendientes de
llevar ala préctica.

Sin embargo, la revision y actualizacion que ahora se pretende,
seguira una filosofia mas amplia que, partiendo necesariamente del obje-
tivo de grado de gjecucion del PSD, contemplara el conocimiento de cali-
dad de las aguas superficiales, que es precisamente el segundo objetivo a
alcanzar.

Lograr este segundo objetivo permitira conocer la calidad de las
aguas en e momento presente y su evolucion en € tiempo, pudiendo
comprobar la respuesta habida de las actuaciones ya operétivas. Este se-
gundo objetivo debera incluir un diagndstico que sera base para acometer
laactualizacion fina del PSD.

La herramienta para el cumplimiento del conocimiento de la cali-
dad de las aguas, ademas de la informacion facilitada por 1os organismos
relacionados con el aguay de los estudios realizados por la propia Conse-
jeria de Medio Ambiente y Desarrollo Regional, consistira en una cam-
pafia de muestreo definida por una tipologia especifica, sobre una red de
puntos representativay la correspondiente analitica de diferentes parame-
tros que permitan evaluar la calidad del agua. Estas determinaciones se
complementaran con € uso de modelos mateméticos que permitiran la
determinacién del estado del agua de lared fluvial de nuestraregion.

El tercero, ultimo y fundamental objetivo, se beneficiard del éxito
de los dos anteriores y definird la actualizacion propiamente dicha del
PSD.

Ademas, de la seleccion, presupuesto y programa de actuaciones,
comprendera necesariamente un Programa de Seguimiento del PSD ac-
tualizado que incorporard, como elementos nuevo e indispensable, un
modelo de simulacion que facilite la respuestay conocimiento de la cali-
dad de las aguas circulantes frente a situaciones modificativas, modelo
gue se aplicaraya en la propiarealizacion del Presente Estudio.

Se pretende en definitiva actualizar y revisar € Plan de Sanea
miento y Depuracion (1995-2005) manteniendo € mismo periodo de vi-
gencia pero incorporando datos, conocimientos y normativa procedentes
de distintas fuentes que permitiran fijar metas mas adecuadas a la reali-
dad presente y con criterios gustados a las nuevas normativas.
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Por tanto, no se pretende, ni ha de ser, un nuevo Plan de Sanea
miento y Depuracion; sino que dentro de su causalidad y fines, se revise
el punto de partida y se redefine, es decir, se actualicen las actuaciones
generadas, infraestructuras, estudios, seguimiento y normativa que ayude
a su desarrollo. Todas estas actuaciones, ya en marcha, deberan comple-
tarse antes del final de este afo.

Otra linea de actuacién de la Consgjeria de Medio Ambiente y
Desarrollo Regiona en materia de saneamiento y depuracion es la aplica-
cion en su integridad de la Ley 10/1993, de Vertidos Liquidos Industria-
les a Sistema Integral de Saneamiento. El cumplimiento estricto de esta
Ley redundara

En una mejora de los rendimientos de las depuradoras, a dismi-
nuir los aportes de elementos como |os metales pesados y otros productos
guimicos que interfieren en los procesos de depuracion.

e Unareduccioén de los metales pesados en |os lodos de depuracion,
lo que reducira e volumen de lodos que no pueden utilizarse en
agricultura

e Unamegoradelacaidad del agua vertida desde las depuradoras a
los cauces publicos, que se traducira en una mejora del medio
ambiente y de salud publica.

Para conseguir estos objetivos, la Direccion Genera de Calidad
Ambiental vaareforzar de forma importante las unidades administrativas
relacionadas con la gestion de las aguas.

6.- CONCLUSION

El plan de Saneamiento y Depuracion de la Comunidad de Ma-
drid, es e instrumento fundamental de la politica de calidad del agua,
dando respuesta a la necesidad de compatibilizar €l desarrollo econémico
con la calidad ambiental del medio urbano y con la preservacion del me-
dio natural (desarrollo sostenible) y su objetivo es €l de evitar la contami-
nacién del agua, garantizando una adecuada calidad de los rios y embal-
ses de la Comunidad de Madrid y facilitando la reutilizacion del agua
depuraday el ahorro de este recurso natural, tan valioso como escaso.
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El Agua: Un Recurso Agotable

SEGUNDO JMENEZ GOMEZ.
Dela Real Academia de Farmacia.

1. INTRODUCCION

Hace tiempo que diversos Organismos I nternacionales, gravemen-
te preocupados por los problemas del suministro y consumo de agua, tra-
tan de difundir con variadas actividades, las cuestiones relacionadas con
ellos. Entre sus acciones esta la celebracion anual del Dia Mundia del
Agua, alaque esta Real Academia de Farmacia quiere sumarse con este
acto, no solo por razones de solidaridad, sino porque a mismo tiempo
sirve alos fines que le son propios.

Quiz4 habria que comenzar preguntandose si ¢son necesarias este
tipo de actividades? La contestacion afirmativa surge de inmediato con
solo saber que 1200 millones de la poblacion mundial, en este momento,
no puede beber agua sin riesgo de contraer enfermedades, e incluso morir;
cifra nada despreciable que no deja de ser una grave deuda moral y una
falta de compromiso politico. Pero aln hay mas; con las previsiones de-
mogréficas actuales, y a pesar de que ha disminuido un poco el crecimien-
to, para el afo 2025 la poblacion habra aumentado en méas de 3000 millo-
nes de personas, 1o que, estadisticamente, Ileva implicito que la cuota de
agua“ per capita’ se habrareducido al 66% de la actual.

Surge a continuacion otra pregunta ¢Esta todo dicho sobre €l
agua? Sinceramente, creo gque no. Por lo pronto, se reclama a gritos que la
cuestion sea objeto de un enfoque politico y econdémico, con criterios
holisticos, es decir con unavisién amuy largo plazo y extendida ala tota-
lidad del planeta. El correcto conocimiento del medio solo puede lograrse
S se concibe como un todo integrado, en el que cada una de sus partes se
analice y valore en el seno de aquel, pues, como decia von Humbold
hace ya casi dos siglos, “en la gran cadena de causas-efectos ninguna cosa
ni ninguna actividad debera ser tomada aisladamente”.
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Pero alin queda una tercera pregunta: ¢Esta todo suficientemente
difundido entre la poblacion? Y aqui e no es todavia més rotundo. La
vida del hombre esté sal picada de paradojas, pero ladel agua es, sin duda,
la més incomprensible de todas. De una parte, y alo largo de toda la His-
toria, el hombre lucha por € agua, se pelea con sangre y con safia; 1o que
yo llamarialas hidroguerras estan ala orden del dia; los rios internaciona-
les, o rios compartidos, de los que solo en los paises en vias desarrollo
hay més de 200 cuencas, son un continuo semillero de problemas.

Limitandonos a cuestiones de hoy, basta mirar el Oriente Medio,
dénde € Nilo y e Jordan son causa de inestabilidad en sus respectivas
zonas. La presencia israeli en los Altos del Golan, aunque quiza no se
diga, puede encontrar también sus motivos en que es alli donde se en-
cuentran buena parte de los cauces que alimentan el Jordan y €l lago Tibe-
riades. Las aguas del Nilo, por su parte, proceden de territorios distintos a
Egipto, y abastecen a nueve paises de los cuales Egipto es e ultimo en
recibirlas. Incluso en la zona de los rios Tigris y Eufrates, a pesar de su
mayor abundancia, existen problemasy han fracasado |os acuerdos entre
Irak, Siriay Turquia para hacer un reparto equitativo de las disponibilida-
des. Las naciones, las familias y los individuos han competido siempre
por e agua, que es sin duda condicion necesaria para la paz, aungue no
sea suficiente.

En contraposicion, y ahi es donde esta la paradoja, quienes dispo-
nen o disponemos de €ella la derrochamos sin tino ni tasa, de la manera
MAas inconsciente e incongruente. Se usa'y abusa como si sobrara en todas
partes, y €l consumo es tanto mayor cuanto mas comodo sea el suminis-
tro. EI Banco Mundial ha denunciado con insistencia que una buena parte
de los habitantes de paises africanos, asiaticos 0 suramericanos, tienen
gue desplazarse mas de 500 o 1000 metros de su punto de residencia habi-
tual para conseguir € agua que necesitan para beber, con lo que ello aca
rrea de incomodidad y pérdida de tiempo y de esfuerzos. Pues bien, no
hace tantos afos, menos de 50-55, que muchos moradores de pueblos
espafioles tenian que desplazarse esas distancias, e incluso més, para te-
ner una minima cantidad de agua con la que satisfacer sus necesidades
béasicas.

Bastarian estos hechos parajustificar la Sesion de hoy.
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2. DISPONIBILIDADES.

L as disponibilidades de agua, al menos estadisticamente son, préc-
ticamente, fijas. Como es conocido, la sabiduria de la Naturaleza, deter-
mina que la cantidad de agua evaporada de |os mares sea superior alaque
lalluviales devuelve, en tanto que ocurre al contrario en las areas de tie-
rra firme del planeta. Esta diferencia, a la que se da el nombre de ciclo
hidrol6gico del planeta, es la que los seres vivos, no sdlo el hombre, pue-
de utilizar y si gasta mas es a costa de consumir parte de o que constituye
el equilibrio de la Naturalezay ala postre ha de ir en detrimento de ésta.
Asi es de sencillo.

A escala mundia el ciclo hidrolégico medio suministra un caudal
de 45.000 km>por afio, y con ellahay que atender a

a) Mantenimiento de los ecosistemas: caudal ecol égico.

b) Consumo doméstico.

c) Consumo agricola.

d) Consumo industrial y minero.

€) Transferencias a mar, a otros territorios, o a acuiferos

subterraneos.

Nuestro particular ciclo hidraulico presentala siguiente estructura:
PrecipitaCion. .......c.ceveveeeeeeeenees 346 km*/afio
EvaporaCion...........ccceeevveneennnne 235 *
Diferencia.......ccccceeeverenesenenne 111~

Esta diferencia, se descompone de la siguiente forma:

Escorrentia superficia.................. 182 km®afio
Recarga de acuiferos.................... 29 -
Transferencias (al mar o aotros

LI (100 g L0 1S 2 °

Suponiendo que o que va a la recarga de acuiferos se recupera,
guedan 109 km3/afio que, sobre la base de 39 millones de habitantes, pro-

65



SEGUNDO JMENEZ GOMEZ ANAL. REAL ACAD. FARM.

porciona una disponibilidad media de 2795 m%persona y afio; pero no se
puede olvidar que lo disponible no es lo consumible, puesto que hay que
atender a caudal ecoldgico, de cuya conservacion depende la sostenibili-
dad del sistema global.

Merece la pena, antes de seguir adelante, comentar algo sobre el
caudal ecolégico. Como tal se entiende € caudal minimo que es necesa-
rio mantener en los cauces para garantizar la biocenosis y la conservacion
del Medio Natural, o dicho de manera mas breve: es el cauda necesario
para mantener la vida, en su méas amplia concepcion. Tan importante es,
gue en Espafa, algunas Confederaciones Hidrogréficas o consideran
prioritario, después del abastecimiento de la poblacion. Esta prioridad es
comprensible desde la perspectiva de la opinion publica. Pero si el caudal
ecoldgico tiene la suprema funcion de garantizar la conservacion del Me-
dio Natural, ni siquiera el abastecimiento de la poblacion puede ser con-
dicionante més ala de situaciones coyunturales, 0 meramente puntuales.
Una situacion continuada de esta naturaleza no seria aceptable, pues su-
pone la incapacidad de los organismos responsables de garantizar € su-
ministro.

El problema del caudal ecolégico, esta en la falta de claridad para
definir el criterio que establezca su cuantia. Para los més exigentes, cual
es el caso del World Resources Institute (“ Toward Sustainable Develop-
pement” Oxford U.P. 1992) el caudal ecoldgico debe de ser el 80% del
flujo de agua puesto en juego en €l ciclo hidroldgico; en este supuesto a
escala mundial solo podrian utilizarse 9000 km® afio, y la disponibilidad
media por persona para la poblacion actual del Planeta serfa de 1550 m®/
afo. Paralos menos conservadores, €l caudal ecolégico, puede disminuir-
se hasta el 50%, quedando otro tanto paralos restantes consumos. En todo
caso, parece evidente, que e porcentaje ha de ser variable y €l indice de
referencia se ha de modificar en funcién del area geogréfica que se consi-
dere, de forma que en las zonas secas ha de ser mas inflexible que en las
himedas.

En toda la gestion del agua habria que partir de un axioma invio-
lable: El agua solo serd un recurso renovable si se protegen todos agque-
Ilos factores que contribuyen a mantener el ciclo hidrol égico.
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El consumo mundial de agua se hatriplicado desde 1950. En la ac-
tualidad se eleva a unos 4500 km®/afio, y el consumo contintia aumentan-
do, con todos los riesgos que ello implica. Por otra parte, el consumo “per
cpita’ solo ha crecido un 50%, o que no es una cifra positiva, sino que
pone de manifiesto la influencia de la presion demograficay que la
poblacién crece a mayor ritmo que los suministros. Esto, explica que las
tensiones en torno a agua alcancen también a los paises de recursos
abundantes.

La desigua distribucion geogréfica de los recursos es, junto al
crecimiento demografico, otro factor no menos preocupante en cuanto al
riesgo de agotabilidad. Citaré solo el caso de China que con més del
22% de la poblacion del planeta dispone solo del 8% de los recursos
mundiales de agua; y, también aqui, €l consumo sigue creciendo.

En lo que a Espafia se refiere nuestro consumo es de 1174 m*/ per-
sonay ano, equivalentes al 42% de la disponible. Nuestro caudal ecol 6gi-
Co es, por tanto, el 58% del flujo hidrolégico; es decir, proximo al limite
inferior, lo cual es preocupante en un pais como el nuestro, donde buena
parte de la zona centro, centro-este y sur forman la Espaiia seca, en laque
debiera mantenerse un caudal ecologico proximo a limite superior del
80% del flujo hidroldgico.

3.- SINTOMASESCASEZ Y DE IRREVERSIBILIDAD.

El agotamiento de recursos esta precedido por la irreversibilidad
de recuperacion, y se llega siempre que la demanda de |os seres vivos, no
solo del hombre —naturalmente-, es superior a la oferta de la Naturaleza,
gue tiene su limite en el mantenimiento de la biocenosis.

Por otra parte, e mundo desarrollado tiene una deuda social, con
los paises en vias de desarrollo del que ha de derivarse un proximo cre-
cimiento del consumo, pues esta obligado a suministrar agua tanto a la
poblacion gue hoy no latiene, o no latiene cerca, como al incremento de
habitantes que se produzca en un futuro inmediato. También habra de
mejorar el consumo de los pueblos de menor nivel de vida, que hoy dis-
ponen de poco mas, o de poco menos, que la cantidad justa para subsistir.
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Y, ademés, deberd contar con los desequilibrios de recursos que se pre-
sentan alo largo de la geografia mundial, cual es €l caso de China, citado.

Hay una serie de paises o0 areas geograficas, en los que el proble-
ma serd més acusado: En Oriente Medio la poblacion va a pasar de 215
millones en 1995 a 443 millones en el 2030. Los paises norteafricanos
Marruecos, Argelia, Libia, Tunez y Egipto, pasaran en el mismo periodo
(1995 a2030) de 137 millones a 234 millones. El Africa subsahariana, en
analogo periodo pasara de 600 millones a 1370. En Pakistan la poblacion
crecera, también en € periodo citado de 126 millones a 224 millones. La
India tiene en este momento (1999) 1000 millones y alcanzaré los 1400
millones en e 2030. Se estima gque en menos de cinco afios todos estos
paises, y alguno méas del Africa Oriental, tendran renovaciones anuales de
aguainferiores ala media de la demanda.

Esta es, pues, la tonica. De agui que en el Documento de las Na-
ciones Unidas, de abril de 1997, titulado “Evaluacion Completa del Agua
Dulce’, no se haya dudado en sefialar que una tercera parte de la pobla-
cion mundial viven en paises que tienen una escasez entre moderada y
alta, pero que esa proporcion podria alcanzar las dos terceras partes en el
2030.

El contraste est4 en los 1000 millones de personas que tenemos un
consumo elevado, que esta en clararelacién con e grado de desarrollo de
los paises, como se puede observar en laTablal.

TABLA |
Grupo de Consumo anual Distribucion sectorial del consumo

Paises "Percapita’ m’

Agricola Industrial | Doméstica
Espaia 1174 80 7 13
Ingreso bajo 386 91 5 4
Ingreso medio 453 69 18 13
Ingreso dto 1.167 39 47 14
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Fuente: Instituto Mundial sobre Recursos. 1.990

Como se puede apreciar, Espafia, que aln siendo un pais desarro-
[lado no estd entre los de cabeza, puesto que nuestra renta “per capita’ es
inferior a 90% de la media de los paises de la U.E., tiene un consumo que
esta ligeramente por encima de la media de los paises de ingreso ato.
Esto indica claramente que nuestro consumo “per capita’ no debiera cre-
cer.

La renta “per capita’, ademés de ser un indicador de consumo, lo
es también del porcentaje de poblacion que dispone 0 no de agua potable.
En la Fig-1- se puede observar que en aquellos paises donde la renta es
superior alos 10.000 $, esté servida la préctica totalidad de la poblacion,
pero por debajo delos 1000 $ la poblacion carencial es superior al 40%.

Poblacién sin agua potable
Porcentaje
100

30 F
60
40
20 |~

U 1 1
100 1.000 10.000 100.000

Ingreso per cdpita (d6lares, escala logaritmica)

Fig -1-

4.- CAUSASDE LA ESCASEZ.

L os tres sectores de consumo estan fuertemente afectados por la
demografia, pero quiza los de mayor incidencia sean € domeéstico y el
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agricola, sin que esto signifique descartar €l industrial. En e doméstico
por lo que obliga a aumentar las areas urbanas 'y en el agricola por la ma-
yor demanda de alimentos, lo se traduce en el aumento de las tierras de
cultivo o en el incremento de su productividad.

En uno y otro ambito, la causa més inmediata son las pérdidas.
Hay redes de suministro doméstico en las que se pierde més del 25%, y en
las agricolas se llega a 40%, o que puede suponer no menos de 2.600
km?®/afio, cantidad suficiente, para aliviar |as graves situaciones carencia-
les del momento, a menos en términos de val ores medios.

Con independencia de las pérdidas, €l consumo agricola es siem-
pre elevado. La propia reaccion de fijacion fotosintética implica un con-
sumo real de agua, pero ademas la evaporacion y transpiracién gercen un
papel decisivo. Por gemplo, € cultivo de 1 kg de trigo, en una regién
espafiola de méxima radiacién, solo por evaporacion, origina unas pérdi-
das 500 litros de agua. Y ahi estan los cultivos de algoddn, con necesidad
de10 m*kg, el de arroz con 4 m*/kg, o e de cafia de azucar con 1 m¥/kg.

Los cultivos de regadio son especialmente consumidores. Su ma-
yor productividad, e incluso los habitos alimentarios, han sido determi-
nantes para que, a lo largo del siglo que termina, las superficies de rega-
dio se hayan incrementado en un 500%. No obstante, el ritmo de creci-
miento ha disminuido en los Ultimos afios a causa de que las practicas de
riego incorrectas, la pérdida de suelos adecuados 0 su progresiva saliniza-
ciony lacarestiay competenciaen lacompradel agua, han hecho temer
por sus rendimientos futuros. Las areas de regadios estan creciendo solo a
un ritmo del 1%, lo cual, contribuira a no aumentar el consumo de agua.
Pero esto tampoco es bueno, porque como la poblacion mundial crece a
ritmo del 1,7%, es decir, superior a de los regadios, se compromete la
produccion y suministro de alimentos. En todo caso, hacia el futuro, la
condicion bésica para implantar regadios ha de ser |a sostenibilidad de
los acuiferos que les sirvan.

Sin embargo, si parece conveniente cambiar los habitos alimenta-
rios en e sentido de acortar la cadenatrofica. EI 38% de los cereales pro-
ducidos en e planeta se usa para la alimentacion y cebo del ganado de
consumo, gque ademas consume forraje, que es de regadio; de esta manera,
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iproducir un kg de carne de consumo puede haber necesitado mas de 20
m® de agual

A laindustria se le suele acusar de ser gran consumidora de agua;
pero esto no es demasiado exacto, al menos en la actualidad, pues el sec-
tor mantiene una viva preocupacion por disminuir su consumo. Laindus-
tria papelera ha sido una de las mas destacadas. A principios de siglo se
precisaba un m® de agua por cada kilogramo de papel, hacia 1990 se
habian reducido a 64 litros/kg de papel, y en lo que va de década, en
Alemania, todavia se ha disminuido hasta 20-30 litros/tonelada de papel.
Tan espectacular reduccién se debe, por supuesto, a mejoras técnicas,
pero también ala modificacion de tarifas de vertido de las aguas residua-
les. Lafig-2- es suficientemente expresiva:

1900 - 1974 1976 1985 1991 1995
promedio Alemania molino papelero moderno
Figura 2-
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Junto con la industria papelera, la quimica, € petroleo, la siderur-
gicay las de obtencion de metales, son de las mas consumidoras. La side-
rdrgica, pese a haber disminuido mucho e consumo, ain emplea 14 m*
por tonelada de acero. También son buenas consumidoras las hilaturas de
algoddn, que hasta hace poco necesitaba 5000 litros de por cada kg de
fibray, después, su transformacion en ropa, requeria otros 165 litros més,
sin embargo, a lo largo de esta década se han disminuido los consumos
en un 80% Yy los vertidos de aguas residuales en un 92%.

El consumo doméstico no tiene por qué ser demasiado elevado.
Aun siendo e agua imprescindible para la vida, 10 que intrinsecamente
necesita e hombre es un litro diario por cada 30 kg de peso, es decir,
por término medio le bastan 2,5 litros/persona y dia. La realidad es otra
pues hay otros motivos de consumo —higiene, limpieza, manipulacion
domeéstica de alimentos, etc- que le elevan a méas de 90 I/dia, equivalentes
a unos 30m°/ persona y afio; pero tampoco esto es valido, pues en los
paises con alto nivel renta, como USA, se llega hasta los 300 |/dia, equi-
valentes a casi 110 m¥/afio. Y la cifra que normalmente se maneja para
tener en cuenta las necesidades urbanas, derivadas de la vida en sociedad,
incluidas |as pérdidas en los suministros, es la de 300 m*/persona y afio.
La redidad es que de lo gue una persona necesita a lo que por término
medio consume hay una gran diferencia, sobre la que ser& necesario eco-
nomizar.

5. BUSQUEDA DE SOLUCIONES.

Durante mucho tiempo la politica seguida para satisfacer una de-
manda creciente hasido incrementar las captaciones, recurriendo a pun-
tos aguas arriba de los cauces; con € correspondiente coste economico y
en sostenibilidad del recurso.

La solucién més inmediata fue recurrir a las aguas subterraneas.
Todo hace suponer que, en la mayoria de los casos, esto se hizo sin valo-
rar los indices de reposicion, lo que constituia e mejor camino para ago-
tarlas. Arabia Saudi, China, India, México, y otros paises, incluidos USA
y nuestra propia nacion, se lanzaron ala extraccion y consumo de agua de
forma, a menos, dudosamente correcta.
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Arabia Saudi, esta metida en la aventura de producir trigo, en can-
tidad suficiente para autoabastecerse y para exportar. Emplea para ello
aguas subterraneas fésiles, con miles de afios de antigiiedad. Mediante
una extraccion de 5.200 millones de m¥/afio cubre el 75% de sus necesi-
dades, 1o que hace prever su agotamiento en 50 afios.

En China hay mas de diez ciudades cuyos niveles de aguas freati-
cas bajan de uno a dos metros por ano.

En e sur de laIndia (Estado de Tamil Nadu) tras de 10 afios de
extraccion de agua se han producido descensos de niveles fredticos de 25
metros, circunstancia que se afade a hecho de tener ocho o nueve meses
de sequiay tres o cuatro de inundaciones.

El abastecimiento de Mexico DF se hace en buena parte con
aguas subterréneas, pero €l ritmo de extraccion es un 40% superior a de
reposicion.

En la zona Noroeste de Texas méas de la cuarta parte de las reser-
vas estan ya agotadas.

Y es bien conocido el caso espafiol del acuifero de La Mancha,
donde se han llegado aincendiar las turberas de Daimiel a desecarse por
la bajada de niveles fredticos.

Se esta recurriendo, también, a trasvases en gran escala -como el
del rio Yangtse al Amarillo-, a obras de ingenieria enormes, y de tal alto
coste, que muchas de ellas se queden en la fase de proyecto, como parece
ha sucedido con el fantastico acueducto submarino de Alaska a Califor-
nia

La desalinizacion de aguas marinas es una moderada realidad. Y
digo moderada porque en e mundo hay unas 8.000 plantas desalinizado-
ras, con una produccion global de agua dulce de poco més de 5 km?®, es
decir el 5% del ciclo hidrolégico espariol. El proceso no tiene problemas
técnicos, pero si econdmicos, por lo que, de momento, no es una solucion
generalizada, aunque sea vélida para zonas turisticas secas y areas insu-
lares.

Hay soluciones mas modestas, de alcance local y bajo coste, como
es mantener la capacidad de retencion de agua del suelo, hacer pequefias
presas para recoger aguas de superficie, frenar la erosién con bancales,
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explanaciones y pequefios muros de piedra, segun curvas de nivel, etc.,
todo lo cual contribuye a allegar algun recurso y evitar pérdidas.

De todas maneras, las crisis del petrdleo de los afios 73 y 78, tu-
vieron lavirtud de hacer ver ala humanidad algo tan elemental como es €l
gue la mejor manera de mejorar la demanda es el ahorro. Los programas
de ahorro energético de aquellos afios proporcionaron unos resultados
espectaculares, por 1o que el sector industrial los trasladé al agua en muy
poco tiempo. Esta muy claro que es mas barato ahorrar agua que buscar
nuevas fuentes de suministro.

Para ahorrar agua hay que comenzar por evitar las cuantiosas pér-
didas; pero no es solo esto, sino que, ademés, hay que depurar, reciclar y
reutilizar. Estas son las Unicas directrices que pueden racionalizar € uso
del aguay convertirla en un producto sostenible.

Incluso sin necesidad de penalizaciones, ni de grandes incentivos
econdmicos, laindustria ha optado con decision por €l reciclado. Buena
parte del aguaindustrial se usa para refrigeracion, por o que para su reci-
clado sblo precisa ser enfriada. En otros casos, y dadas las exigencias que
hoy se imponen a los vertidos, |os costes de tratamiento para su reciclado
son inferiores alos de suministroy depuracion previaasu vertido.

El sector industrial es donde més claro y arraigado esta el concep-
to de productividad del agua, y hay subsectores, como los de Informética,
Electronica, Aeronautica, Automocion, Pinturay Alimentacion, y en oca-
siones, también, la Industria Farmacéutica, que en los Ultimos afios han
logrado excelentes resultados. Hoy, en toda industria actualizaday a dia,
se deben depurar y reciclar, précticamente, todas las aguas residuales, de
manera que solo sea necesario reponer |a evaporacion.

En el sector agricola las cosas no estan claras. Esta superado el
riego a manta, aunque no del todo abandonado, e incluso el de aspersion.
Este tiene de comin con aguel que se empape gran parte del suelo no
sembrado, con el inconveniente afadido de las elevadas pérdidas por eva-
poracion.

En el riego a manta hay una variante conocida como “riego por
impulsos’, que consiste en hacer primero un empape breve que satura los
poros, y poco después €l riego real, que ahorra agua al evitarse una pro-
longada infiltracion, aunque tampoco tiene una gran aceptacion.
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La gran novedad en los sistemas de riego ha sido €l riego por go-
teo; técnica desarrollada por Israel en los afios 60-70, que consiste en dis-
tribuir € agua en los campos de cultivo a través de tuberias terminadas
por un gotero gque se coloca muy proximo a la raiz de la planta, o que
permite aprovechar no menos del 90% del agua aportada, puesto que se
evitan las pérdidas por filtracion y por evaporacion. El disefio de los gote-
ros permite regular y homogeneizar €l caudal en todos los puntos de apor-
te, modificando las pérdidas de carga segun la distancia a que estén si-
tuados del punto de alimentacién. Por otra parte, gracias a uso de siste-
mas automatizados mediante ordenadores, el suministro de agua se hace
en el momento y en la cantidad adecuada. Incluso es un buen sistema para
fertilizar por fertirrigacion.

Hay una aternativa més econémica basada en canalizar €l agua a
través del cultivo mediante tubos porosos que riegan por exudacion, o
bien se practican orificios puntuales en los tubos, aintervalos coinciden-
tes con los lugares donde se encuentra la planta, cual remedo de los gote-
ros. El control del agua aportada por este camino es menos eficiente que
con |los goteros auténticos.

Otro medio decisivo para mejorar la economia del agua agricola es
usar para €l riego las aguas residuales urbanas. Es una préctica antigua,
abandonada por las exigencias sanitarias, pero que puede ser recuperada
s se adoptan las debidas precauciones para eliminar 10s patdgenos persis-
tentes. Utilizadas en bruto para regar horticolas consumibles en crudo,
son causa de enfermedades bien conocidas, como tifus, colera, etc. Por
ello, no se puede prescindir de un minimo tratamiento depurador, aungque
para algunos cultivos, como el maiz o €l trigo, baste con mezclarlas con
agua de lluvia en una proporcién de 20 a 50%.

La OMS autoriza su Uso Sin restricciones siempre gque no se sobre-
pasen los 1000 coliformes fecales por mililitro. Los tratamientos prima-
rios convencionales de depuracion del agua rebajan el contenido de coli-
formes desde 100 millones por mililitro hasta un millén, lo que es insufi-
ciente, pero en los estanques de estabilizacion, se alcanza el limite reco-
mendado por laOMS.

Como se sabe, se trata de unas balsas donde se retiene el agua re-
sidual entre 10 y 40 dias, seglin su carga organica, experimentando una

75



SEGUNDO JMENEZ GOMEZ ANAL. REAL ACAD. FARM.

doble depuracion, aerobia en la superficie y anaerobia en la parte inferior.
Es un sistema de mantenimiento econdémico, aunque Costoso en espacio,
pues se necesitan 30 hectéreas por cada 100.000 habitantes.

El riego con aguas residual es urbanas es un enfoque agrosanitario,
gue abrevia €l ciclo de uso y consumo del agua. Israel utiliza el 70% de
sus aguas residuales, parcialmente depuradas, para regar una 19.000 hec-
tareas, o que ha permitido que la Agricultura ceda a las zonas urbanas el
38% de su cuota de agua. El beneficio es, pues, doble: mayor disponibi-
lidad de agua urbanay aprovechamiento de |os nutrientes agricolas conte-
nidos en las aguas residual es.

Y todavia he de citar otra via para aumentar la eficiencia del riego,
mas en vanguardia que las anteriores, que consiste en la modificacion
genética de las especies para aumentar |a proporcion de fotosintato Util y
disminuir la proporcion de residuo. Hasta no hace mucho la proporcion
de semilla en los cereales no era superior a 20% de la planta; en la actua-
lidad €l indice de cosecha, de fotosintato Util, es superior a 50% para €l
trigo, arroz y maiz.

Y queda por comentar €l ahorro en el ambito urbano y doméstico.
Aqui las medidas de ahorro son mas probleméticas, pues dependen en
buena parte de la concienciacion ciudadana. Decia Benjamin Franklin
(“El dltimo Oasis. Sandra Postel. Ediciones Apoéstrofe. Barcelona 1993)
gue “sabemos o que el aguavale cuando el pozo se ha acabado”.

L as medidas de ahorro se concretan en homologacién de equipos e
incentivos econdmicos, apoyadas en campafias de informacion publica.

La homologacion de equipos domésticos de bajo consumo, como
cisternas, inodoros, duchas, lavadoras, lavavgjillas, etc puede llegar a
disminuir hasta e 30% del consumo. Las cisternas son los elementos de
mayor consumo, no menos de 10-15 litros, y las que con mayor liberali-
dad se utilizan. En la actualidad se estan homologando en México, las que
usen no més de 6 litros.

En 1992 el consumo domeéstico en USA era de 300I/ personay dia,
pero un Decreto de aquel afio obligd a bajarle, mediante la homologacién
de equipos domesticos, a 190 litros, es decir un 35%. En el periodo com-
prendido entre 1987 y 1991, los dispositivos de ahorro y las camparias de
concienciacion, lograron disminuir € consumo en Boston, un 20%. Es
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decir, con este tipo de medidas se pueden conseguir disminuciones sensi-
bles del consumo.

Yo creo que € tema el de los incentivos econdmicos no tiene es-
pecial interés en este marco, porgue lo fécil es caer en la propuesta de una
subida de tarifas, aspecto que puede ser incompatible con muchos crite-
rios, incluidos los religiosos, pues el islamismo, por gemplo, estima que
el agua debe ser gratis ,y asi sucede en buena parte del &rea musulmana.
Sin embargo, no puedo dejar de referirme a un sistema implantado en
algunos Estados USA conocido como feebates, palabra que procede de
fee (multa) y rebate (prima o bonificacion), que consiste en premiar la
eficienciay multar laineficiencia

Pero también los regidores municipales deben ahorrar. A €llos,
ademés de sugerirles que estudien las posibilidades de ampliar las zonas
verdes regables con aguas residual es parcialmente depuradas, hay remitir-
les al paisajismo xerofitico (xeros=seco), que consume de un 30 a un 80%
menos de agua gque los més tradicionales.

6. CONCLUSIONES.

Parece evidente que si la humanidad desarrollada mantiene el ac-
tual comportamiento en cuanto a derroche del agua, se terminara su
sostenibilidad. Las Naciones Unidas, en e Documento de Evaluacion de
1997, hablan de que dos tercios de la poblacién mundial padeceran caren-
cias entre moderada y ata dentro de 25 afios. A ese ritmo, en € siglo
XXII puede gque esté comprometida toda la poblacion mundial, lo que es
unasituacion mas grave que el previsible agotamiento del petroleo, pues
éste podra ser sustituido, pero el agua no.

De especial urgencia es dotar de agua a quienes carecen del mini-
mo vital, aunque seria un grave error que a mismo tiempo en que vayan
consiguiendo la disponibilidad no se les edugue suficientemente para evi-
tar que adquieran los mismos vicios derrochadores de las sociedades de-
sarrolladas.

En paralelo, no después, por supuesto, son imprescindibles las
medidas de ahorro, pero para su aceptacion responsable hay que difundir,
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hasta lareiteracion, el conocimiento de o que e agua significaen todo €
entramado vital del planeta. El destino de los seres vivos, no solo € del
hombre, esta ligado a agua. Se necesita concebir el agua como un patri-
monio comun, integrado en el amplio campo de la biosfera, y aceptar la
premisa de que nuestras necesidades han de adecuarse a los imperativos
ecoldgicos, de los que la especie humana también es participe.

En la Cumbre de la Tierra de Rio de Janeiro, se dijo que “la esca-
sez generalizada de recursos de agua dulce, su destruccion gradual y su
creciente contaminacion,........ exigen ....... una ordenacion integrada de los
recursos hidricos’, solicitandose de los Estados y de las Naciones Unidas
gue para el afo 2.000 establezcan programas eficaces de aprovechamiento
del agua paralograr sistemas sostenibles.

jEstamos a pocos meses del afio 2000!, y tengo la impresion de
las Naciones Unidas han dado un cierto avance con el Documento de
Evaluacion, que hay que aplaudir, pero que no es mas que €l prélogo para
evitar situaciones criticas en e futuro.
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EDUARDO RODRIGUEZ ROVIRA
Vicepresidente Ejecutivo de la Fundacion José Casares Gil

Excmo. Sr. Director
Excmas. Sras. Y Excmos Sres. Académicos
Serioras y Seriores

Es para mi. un honor, y en cierto sentido una satisfaccion, aunque sea
esta una ocasion luctuosa, dirigirme desde este estrado a todos Vds, para
recordar al Excmo. Sr. D. Rafael Caddrniga Carro como Fundador y pri-
mer Presidente de la Fundacion José Casares Gil de Amigos de la Real
Academia de Farmacia.

Mi contacto inicial con la Real Academia de Farmacia fue precisamen-
te con el Profesor Cadorniga, cuando era Director de la misma, a través
de Juan Manuel Reol. Como es natural nos conociamos desde hace mu-
chos afios como consecuencia de nuestras respectivas actividades profe-
sionales, pero era eso conocimiento mas que amistad.

Rafael me expuso la intencidon de poner en marcha la idea original de
los Académicos Otero y Lopez Azcona de crear una fundacién para esta-
blecer una relacion mas fluida entre la realidad cultural y cientifica de la
Academia y el medio social y politico en el que se desarrolla su actividad
y con el que necesariamente tiene que convivir. Esa idea se habia plasma-
do ya en un Acta de Constitucion firmada ante el Notario de Madrid D.
José Luis Alvarez el dia 16 de Mayo de 1994 por los Académicos de Nu-
mero Caddrniga, Doadrio, Segundo Jiménez, Portolés y Vian, pero faltaba
todavia ponerla en funcionamiento, y Rafael Cadérniga me pidi6 que fue-
ra yo quien se hiciera cargo de la funcion ejecutiva de la Fundacién y en
consecuencia ponerla a funcionar.

Todos conociais a Rafael y su capacidad de trabajo y entusiasmo. Me
convencid. Era un proyecto ambicioso y estimulante. Se trataba de vincu-
lar a la Real Academia de Farmacia., a través de la Fundacion, a persona-
lidades del mundo y la economia, de la Farmacia, de la Industria Farma-
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céutica, del ambito de la ciencia y la cultura; de establecer lazos de coope-
racion con el mundo de la Universidad; de fomentar y seguir los progre-
sos que se produzcan en las ciencias y las tecnologias relacionadas con la
farmacia y de mantener una estrecha colaboracion con los centros de in-
vestigacion y otras fundaciones cientificas y culturales.

En realidad estos son los fines recogidos en el articulo 3° de los Estatu-
tos de la Fundacion y a ellos nos dedicamos desde el comienzo.

El Patronato que se constituyo, y que ha sido ya renovado, esta forma-
do por cinco académicos y por representantes cualificados de la Farma-
cia, la Distribucion farmacéutica, la Industria farmacéutica y el mundo
econoémico. La Fundacion se convierte asi en un Foro en el que concurren
la Academia vy las instituciones relacionadas con la farmacia en su senti-
do maés abierto y la sociedad en general.

La Fundacion inicié su andadura colaborando con las Jornadas Ibe-
roamericanas de Ciencias Farmacéuticas organizadas en el 50 aniversario
de la incorporacion de la R.A.F. al Instituto de Espafa, celebradas en Ju-
nio 1996.El excelente programa de las jornadas estaba ya cerrado gracias
a la ingente labor desarrollada por el Académico Emilio Fernandez-
Galiano. A la Fundacion le correspondié fundamentalmente dar la cober-
tura de Prensa y en palabras de Rafael en su discurso de clausura ““ asu-
mir, como su primer compromiso formal, apoyar y tutelar dicho proce-
$0”.Su primer acto caia dentro de lo que los Estatutos establecian como su
primera funcién,”impulsar y gestionar los proyectos que la Real Acade-
mia de FARMACIA. le proponga”

Recuerdo que el Prof. Cadoérniga qued6é muy contento con el resultado
de las Jornadas y satisfecho con la colaboracion de la Fundacion, espe-
cialmente en las relaciones con la Prensa. Precisamente en ese mismo mes
Enrique Granda y Luis Miguel Esteban publicaban un articulo en la Re-
vista Jano, en el que decian “se diria que las Academias (de Farmacia)
guardan un prudente silencio y no poco rubor a aparecer en los medios de
comunicacion y a promocionarse fuera de su ambito”.Pues bien en el
mismo acto de clausura de las Jornadas me correspondié a mi hacer la
presentacion de la Fundacion y explicar su cometido. Quizas anticipan-
dome a este comentario que todavia no conocia y recogiendo el sentir del
propio Rafael Cadorniga, yo afirmaba que “ Es necesario desterrar una
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infundada idea que considera a las Reales Academias como encerradas en
si mismas y desconectadas de la realidad, lo que trasmite una imagen de
cierto aislamiento respecto al tejido social”...”.Las Reales Academias,
como la de Farmacia, no se limitan a ser un arca donde se guardan los
tesoros de la ciencia y la cultura”...”sino que por su especial tarea histo-
rica estan en permanente contacto con las instituciones que tienen como
fin, precisamente, el estudio y andlisis de los acontecimientos que les ata-
fien. Pero ademas las Reales Academias con talante vital y vanguardista
son un foco que ilumina la actualidad, manteniendo una capacidad de
analisis y discriminacion al margen de sectarismos y modas”

Lo cierto es que se celebraron varias ruedas de prensa muy concurridas
y aparecieron bastantes referencias de las Jornadas en los medios de co-
municacion. Recuerdo el comentario explicito de Rafael sobre su satisfac-
cion por ello.

Uno de los aspectos quizd mas interesantes del valor de la Fundacion
en relacion con la Academia, es precisamente el que estd haciendo mas
relevante la presencia de la R.A.F. en la sociedad, como piden nuestros
Estatutos. No solo por los anuncios de convocatorias o resefias de actos
que alcanzan la prensa especializada sistematicamente, sino porque al-
canzan lo que es mas importante la prensa y medios generales. Las con-
vocatorias que se difunden a varios miles de personas significadas, supo-
nen que la Academia, cuyo nombre y escudo figura como se establecio
desde el principio en todos los folletos, libros y publicidad de actos, se
difunde entre los sectores afines y los medios periodisticos con mas ex-
tension que anteriormente. Esta fue una consigna dada por Rafael que se
esta cumpliendo.

Seria prolijo describir las actividades de la Fundacion, que por otra
parte son bien conocidas por la mayoria de los presentes. A partir de las
Jornadas ,la actividad de la Fundacion fue incesante bajo la égida de Ra-
fael Cadorniga y esta actividad ha proseguido con su sucesor Julio Ro-
driguez Villanueva desde que el dia 12 de Febrero de 1998 es elegido
Director de la Real Academia de Farmacia. y por tanto le corresponde ser
Presidente de la Fundacion..

.En la Comisién Ejecutiva de la Fundacion, celebrada el 10 de Febrero
de 1998 consto en acta lo siguiente: ”El Profesor Cadorniga ha sido siem-
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pre un eficaz impulsor del Patronato, bajo su mandato se ha cubierto una
dificil primera etapa y su cordialidad fue siempre una constante. Se
acuerda invitarle al proximo pleno para hacerle publico el testimonio de
gratitud”.Asi ocurrio en el primer Pleno, presidido por el Profesor Rodri-
guez Villanueva y el Profesor Cadorniga en contestacion al nuevo Presi-
dente “expresé al Patronato su voluntad de seguir contribuyendo al que-
hacer de la Fundaciéon que ha visto nacer y a la que ha dedicado esfuerzo
y tiempo con absoluta entrega los afos en que ha sido presidente”.

Efectivamente fue el creador y gran impulsor de la Fundacién y, como
prometio, hasta el final siguié colaborando con la misma, asistiendo a sus
actos, participando de ponente, interviniendo en los coloquios.

Las palabras se las lleva el viento .El infierno estd empedrado de bue-
nas intenciones. Pero las obras quedan. Y una de sus obras, la Fundacion
José Casares Gil de Amigos de la Real Academia de Farmacia, sigue en
pié, con nuevo Presidente, nuevo Patronato.

Soy testigo de privilegio también de alguna de sus otras obras que ha
dejado. El pasado mes de Diciembre tuvo lugar en el Ministerio de Sani-
dad y Consumo y presidido por el Sr. Ministro, un acto en su honor, a
iniciativa del Instituto de Salud Carlos III, la Agencia Espaiola del Me-
dicamento y la Fundacion Casares Gil En dicho acto el Profesor Tamargo
presentd la ultima obra que escribio el Prof. Cadorniga, “Interacciones
Medicamentosas”,que tuve la oportunidad de patrocinar y editar, siendo
Presidente de SB.

En aquella ocasion terminé mi intervencion diciendo que aquel era mi
homenaje a un gran profesional, un buen amigo, una excelente persona.

.Permitanme que como Vicepresidente Ejecutivo de la Fundacion José
Casares Gil de Amigos de la Real Academia de Farmacia, pueda repetirlo
también ahora en homenaje de quien cre6 y puso en marcha la Fundacion
Casares.






Rafael Cadorniga: La huella del Maestro

EXCMO. SR. D. ALFONSO DOMINGUEZ-GIL HURLE
Acadeémico de Numero

Excmo. Sr. Director
Excmos Srs. Académicos
Serioras y seriores:

Ha sido para mi un honor aceptar la representacion de la Real
Academia de Farmacia en este acto en memoria del que fue destacado
miembro de esta Docta Corporacion y su director entre 1991 y 1997, el
Excmo. Sr. D. Rafael Caddrniga Carro.

Durante los tltimos meses hemos asistido a varios actos, algunos
muy emotivos, en los que se destacaron las cualidades profesionales y
humanas que adornaban la figura del Prof. Cadorniga. Para cuantos nos
formamos a su lado y compartimos con €l el trabajo de cada dia, este re-
conocimiento es motivo de un legitimo orgullo y a la vez un compromiso
con su aportacion a la universidad espaiola y a la profesion farmacéutica
en el Ultimo medio siglo.

Glosar la figura de D. Rafael nos llena de tristeza y nos hace revivir
los dolorosos momentos que siguieron a su inesperada desaparicion. Pero
volver la mirada al pasado también nos trae sentimientos entrafiables de la
vida universitaria con proyectos, aspiraciones, suefios cumplidos y sobre
todo, agradecimiento.

No es mi intencioén resumir hoy la labor desempefiada por el Prof.
Cadorniga en la Universidad y su proyeccion en la vida profesional. Rela-
tar su “Curriculum Vitae” seria demasiado frio, ... a €l no le gustaria.
Quiero sin embargo destacar el impacto que nos causo a quienes fuimos
sus discipulos, lo que aprendimos de ¢€l, lo que nos ha dejado, lo que de-
bemos trasmitir a quienes continlien nuestro trabajo. Me gustaria que ¢l
estuviera aqui, como hace pocos meses, cuando leia mi discurso de ingre-
so en esta Real Academia y podia disfrutar de los buenos momentos que
le habia dado su magisterio en la Universidad. Hoy, su sillon estd vacio y
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su recuerdo, como decia Flaubert no puebla su ausencia, la hace mas
grande.

Quisiera también no dejarme arrastrar por los sentimientos propios
del discipulo que le debe cuanto es y lo que atn es mas importante, cuan-
to quiso ser. Siempre decia D. Rafael que su prestigio era el de sus disci-
pulos, entonces no entendiamos esta sentencia que atribuiamos a su insul-
tante modestia. Ahora, transcurridos 30 afios de una vida dedicada a la
Universidad, ya entendemos aquel mensaje.

Conoci al Prof. Cadoérniga en 1965, hace ya 35 afios, cuando yo era
un estudiante en la Facultad de Farmacia de Santiago de Compostela.
Como a muchos de mis compaiieros la figura de D. Rafael nos cautivo
desde el principio. Era como un soplo de aire fresco en el viejo caseron de
Fonseca cuando préximos a finalizar nuestros estudios de licenciatura
teniamos las primeras inquietudes sobre nuestro futuro profesional. El
largo camino recorrido desde nuestra llegada a Santiago parecia ahora
difuso y lleno de dificultades. La Facultad de Farmacia, anclada en el pa-
sado, no podia y, sobre todo, no sabia dar respuesta al compromiso de
formar farmacéuticos comprometidos con el cuidado y prevencion de la
salud. De aquella primera clase, cuando comenzaba a llover sobre Santia-
go, aun recuerdo, con impagable frescura, como ¢l nos hablaba de una
nueva Farmacia que se anunciaba entonces en las escasas publicaciones
estadounidenses que llegaban a la Facultad en momentos de recordada
penuria. Faltaban casi 20 afios para la explosion de la informacion en la
literatura cientifica internacional pero recuerdo a D. Rafael leyendo con
avidez los primeros niimeros del Drug Intelligence Clinical Pharmacy,
una publicacion entonces insolita en una Facultad todavia inmersa en el
estudio de las ciencias de la Naturaleza.

Actualmente los analistas industriales tienen entre sus objetivos
prioritarios definir lo que ellos llaman “core business”, el ntcleo del ne-
gocio, para asegurar la calidad de sus productos y servicios. Hoy dia, si
sabemos que el principal objetivo de una Facultad de Farmacia, su “core
business”, es formar expertos dentro del campo de la terapéutica farmaco-
logica, desde el area industrial, hasta el que se deriva de su utilizacion
clinica. Rafael Caddérniga nos mostraba la verdadera identidad de lo que
deberia ser el ejercicio de la actividad farmacéutica en un futuro que ya es
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presente. En este sentido es importante destacar su valiosa contribucién
en la modificacion de los planes de estudios de Farmacia.

Este cambio en la forma de entender la Farmacia ilusion6 a D. Ra-
fael que supo entender desde un principio las enormes posibilidades que
se abrian para el mundo universitario y para el ejercicio profesional. Ello
fue posible gracias a una excelente formacion en disciplinas basicas como
la Biofisica y la Fisico-Quimica apoyada en el rigor metodoldgico y en la
evidencia experimental. Diez afios antes, su maestro, el profesor Otero
Aenlle, entonces catedratico de Fisico-Quimica en Santiago y figura de
especial recuerdo para esta Corporacion, habia iniciado a D. Rafael en el
estudio de los fendmenos de superficie y en la fisico-quimica de las mo-
nocapas lipidicas. Ello aportaba una valiosa informacion cuando Gerard
Levy en EE.UU. acufiaba el término Biopharmaceutics, uno de cuyos
principales objetivos era conocer la absorcion gastrointestinal de los far-
macos y los factores que la regulaban. En unos apuntes de clase, que atin
conservo, D. Rafael nos hablaba en 1965 de conceptos tales como, dispo-
nibilidad fisioldgica e inequivalencia terapéutica, se trataba de la primera
aproximacion que se produce en las Facultades de Farmacia en Espafia a
los problemas que se derivan de la utilizacion clinica de los medicamen-
tos. Su formacién en cinética quimica le habia introducido primero en el
campo de la estabilidad de medicamentos y posteriormente en la farmaco-
cinética, a partir de los estudios de Torzen Teorell, biofisico sueco verda-
dero iniciador de esta disciplina en Europa. La Farmacocinética permitio
a D. Rafael profundizar tanto desde el punto de vista conceptual como
metodoldgico en el desarrollo de la Biofarmacia.

Esto solo era el inicio pero aun habia que recorrer un largo camino
lleno de dificultades. En 1968 se vio obligado a intervenir en la Junta de
Facultad para explicar “aquellas cosas” que trasmitia a sus alumnos de
Farmacia Galénica y que muchos compaiieros de claustro consideraban
que se apartaba de la linea tradicional de las ensefianzas que impartia la
Facultad. Algunos manifestaron que “aquello” debia ser de competencia
exclusiva de los médicos y podria llegar a causar “problemas”. Se postulo
incluso que la actividad profesional del farmacéutico finalizaba con la
preparacion y control de los medicamentos. ;Qué pensarian ahora cuando
después de 30 afios nuestros alumnos estudian Fisiopatologia, Biofarma-
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cia y Farmacocinética, Farmacologia y Terapéutica, Farmacia Clinica y
Farmacocinética Clinica? ;Como interpretarian las nuevas actividades de
los farmacéuticos en la atencioén primaria, los hospitales o incluso en la
propia oficina de farmacia? ;Entenderian la corriente desatada por la
Atencion Farmacéutica entre los jovenes profesionales?

En 1959, el entonces joven doctor iniciaba sus estudios sobre el
efecto de los agentes tensoactivos en el rendimiento de la extraccion de
alcaloides de drogas vegetales. Sus conocimientos en ciencias basicas le
estaban preparando de nuevo para desarrollar un trabajo apasionante sur-
gido de una dificultad técnica inesperada en el desarrollo de las primeras
experiencias; la formacién de micelas coloidales. D. Rafael cambio su
objetivo inicial al vislumbrar las posibilidades que se abrian en torno a la
concentracion critica micelar que por entonces era lo primero que apren-
dian los estudiantes que iniciaban su trabajo en el departamento de Far-
macia Galénica de la Universidad compostelana. En 1961 Rafael Cador-
niga obtiene el premio de esta Real Academia de Farmacia por su trabajo
“Formacion de complejos entre agentes tensoactivos y alcaloides”. Estos
estudios cristalizaron con el disefio de formulaciones de liberacion modi-
ficada formadas por asociacién entre tensoactivos anidnicos y medica-
mentos cationicos. El Prof. Caddrniga incorporaba conceptos fisico-
quimicos a la tecnologia farmacéutica para modular la respuesta terapéu-
tica mediante cambios en el perfil biofarmacéutico. Representaba el cam-
bio, como decia ¢l del “hagase seglin arte” de las viejas recetas al “hagase
segun ciencia”. Eran las primeras experiencias en el disefio de “Drug De-
livery Systems” o formulaciones de liberacion modificada. Son los avan-
ces de la formulacion farmacéutica moderna que constituyen un area fun-
damental, por ejemplo, para la administracion de péptidos y proteinas en
la utilizacidén de vacunas, hormonas, inmunomoduladores, etc. obtenidos
por Biotecnologia.

En una de sus publicaciones, a finales de los afio 60, Cadérniga dis-
cute, por primera vez, en la bibliografia espafiola el significado del térmi-
no “availability” al que diversos autores estadounidenses daban la maxi-
ma importancia por ser responsable, en definitiva, de modular la respuesta
de los principios activos. El introduce por primera vez el término disponi-
bilidad transformado posteriormente en disponibilidad fisiologica y fi-
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nalmente en biodisponibilidad cuyo significado llega a todos los rincones
del mundo sanitario en nuestros dias con la introduccioén de los medica-
mentos genéricos, una decision de la Administracion Sanitaria apoyada en
un concepto basico de calidad farmacéutica: la bioequivalencia.

Rafael Cadodrniga hace un analisis critico del concepto de biodispo-
nibilidad desde su relacién con los estudios de velocidad de disolucion
hasta su aplicacion en la prediccion de la respuesta terapéutica. En este
sentido llega a plantear una relacion entre pardmetros farmacocinéticos y
respuesta cuando apenas se habian esbozado las relaciones farmacocinéti-
ca-farmacodinamia que constituyen hoy dia un objetivo prioritario en el
desarrollo de nuevos medicamentos. Esta relacion se apunta como de gran
utilidad en la planificacion de la dosificacion individualizada de medica-
mentos que ampliaria sus expectativas, poco después, con la introduccion
de la monitorizacién de farmacos. En 1972 inicia con el Prof. Pefa Gui-
tian, entonces catedratico de Pediatria en la Universidad de Santiago, un
programa dirigido al estudio de la farmacocinética de Fenobarbital en
nifios. Segin comentaba el ilustre pediatra, este tipo de estudios se esta-
ban realizando en el Children’s Hospital de Boston, que habia visitado
recientemente, y era notable su contribucion en la mejora de resultados en
el tratamiento de nifios epilépticos. D. Rafael planifico las pautas de dosi-
ficacion de farmacos antiepilépticos, en base a criterios farmacocinéticos,
mucho antes de que se convirtiese en una practica habitual en el control
de los tratamientos realizada en centros especializados. Rafael Cadorniga
sefiala también entonces la importancia de la variabilidad interindividual
de los parametros farmacocinéticos y concretamente de la biodisponibili-
dad. Esta variabilidad, cuya repercusion clinica fue reconocida reciente-
mente, ha permitido explicar los fracasos terapéuticos en el tratamiento
de enfermedades infecciosas con agentes antimicrobianos, el rechazo en
pacientes trasplantados tratados con inmunosupresores o la pérdida del
control de la presion arterial en el tratamiento con fairmacos antihiperten-
sivos. Sus aportaciones en este campo se producen con anterioridad a los
enunciados de Sheiner en la Universidad de San Francisco que permitiri-
an posteriormente el desarrollo de la Farmacocinética de poblaciones.

Dentro de pocas semanas acudirdan a Salamanca mas de 150 exper-
tos internacionales en esta disciplina pertenecientes al Population Ap-
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proache Group of Europe para celebrar su IX Congreso. Entre sus objeti-
vos figuran los avances metodolégicos de la farmacocinética de poblacio-
nes aplicables al desarrollo clinico de nuevos medicamentos en un intento
de mejorar su rendimiento terapéutico. Que lejos nos parece ahora aque-
llos primeros contactos con la Farmacocinética cuando cada dia apren-
diamos algo nuevo y todo eran expectativas y sorpresas.

El Prof. Cadorniga fue pionero en el desarrollo de la Biofarmacia y
Farmacocinética en Espafia y esta aportacion ha sido reconocida en todo
el ambito sanitario como recordaba, con especial sensibilidad, en un acto
recientemente celebrado en el Ministerio de Sanidad y Consumo uno de
sus buenos amigos, el ilustre farmacélogo y destacado miembro de esta
Real Academia, el Prof. Juan Tamargo Menéndez. En 1984 el Prof. Ca-
dorniga recibia la medalla de honor del Scientific Commitee of European
Congress of Biopharmaceutics and Pharmacokinetics en reconocimiento a
sus importantes aportaciones que forman ya parte en la historia de estas
disciplinas.

En 1970 el Prof. Cadorniga inicia una serie de publicaciones con el
sugestivo titulo: “La formulacion, factor condicionante de la eficacia tera-
péutica” donde escribia “Hasta hace pocos aiios, la formulacion de un
medicamento, en determinada forma de dosificacion, se supeditaba ex-
clusivamente a sus propiedades extrinsecas evaluadas por ensayos “in
vitro” sin tener en consideracion su capacidad de absorcion, la distribu-
cion y la eliminacion que son factores fundamentales en la eficacia tera-
péutica”. Por ello Cadorniga define a la forma farmacéutica como “e/
producto resultante del proceso tecnologico que confiere al medicamento
las condiciones adecuadas para su administracion, correcta dosificacion
v eficacia terapéutica”. Poco antes Campagna citaba el caso de un pa-
ciente que evolucionaba favorablemente a un tratamiento con prednisona.
En el curso del tratamiento sustituye los comprimidos que estaba tomando
por otros, también de prednisona, con igual contenido en principio activo
y siguiendo el mismo régimen de dosificacion, produciéndose una inte-
rrupcidn en la evolucion favorable del proceso, el cual se renueva cuando
se vuelve a recurrir a la formulacién inicial. Era una clara expresion de los
problemas que se derivaban de la inequivalencia terapéutica. Al referirse
al papel de los excipientes Cadorniga senalaba “no se trata de simples
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soportes materiales que facilitan la administracion de los principios acti-
vos, es necesario que no afecten a la actividad terapéutica (compatibili-
dad y estabilidad) ni a la biodisponibilidad”. Ello le lleva a estudiar el
envejecimiento de las formas de dosificacion de medicamentos asi como
sus consecuencias llegando a acuiiar el término “caducidad biofarmacéu-
tica” asociada a un descenso de la biodisponibilidad sin que la integridad
quimica de los principios activos se viera afectada. Al analizar los facto-
res tecnologicos, fisiologicos y patologicos que pueden modificar la bio-
disponibilidad Rafael Cadorniga, sentencia, aplicando la conocida expre-
sion de Ortega y Gasset: “el medicamento no es solo €l, es €l y sus cir-
cunstancias”

Rafael Cadorniga fue, sobre todo, un profesor universitario. Creyd
en una idea, tenia capacidad para desarrollarla, ilusion6 a un grupo de
investigadores, impulso un objetivo comun y cred una escuela. Su trabajo
justifico su vida universitaria y forjo su capacidad de lucha por todo aque-
llo en lo que creia y que trasmitia a cuantos estabamos a su lado. Era, en
palabras de Nietzsche, una piedra en el estanque de nuestra vida, el circu-
lo reducido iba creando ondas cada vez mayores. El Prof. Cadoérniga vol-
c6 su generosidad especialmente hacia sus discipulos muchos de los cua-
les ejercen hoy cargos de responsabilidad en diferentes areas del mundo
sanitario. No es posible citarlos a todos pero algunos de ellos tienen espe-
cial protagonismo tanto por ser los iniciadores de su escuela como por su
propio prestigio profesional. Entre ellos figuran el Profesor Vila Jato, Ca-
tedratico de la Universidad de Santiago, la Profesora Berta Cufia, Jefa del
Servicio de Farmacia del Hospital Juan Canalejo de la Coruia, y actual-
mente Directora General de Farmacia de la Xunta de Galicia, el Dr. Isaac
Arias, Jefe del Servicio de Farmacia del Hospital Xeral de Vigo, el Profe-
sor Matias Llabrés, Catedratico de la Universidad de la Laguna, el Profe-
sor Jiménez Torres, Catedratico de la Universidad de Valencia y el Dr.
Jose Luis Lastres, Catedratico de la Universidad Complutense. Sus ense-
flanzas se transmiten hoy en 7 facultades de Farmacia en Espana (Com-
plutense, Santiago de Compostela, Salamanca, Barcelona, La Laguna,
Pais Vasco y Valencia) en las que ya se ha incorporado una segunda ge-
neracion de discipulos como profesores universitarios. Muchos son ya
destacados especialistas de reconocida valia en el campo de la Tecnologia
Farmacéutica, la Biofarmacia y la Farmacocinética. Son aquellos farma-
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céuticos en quien D. Rafael pensaba en los afos 60, los que dan prestigio
a la profesion y son orgullo para sus maestros. Todos deben saber que un
dia fueron solo una ilusidon nacida alli donde termina el mas grande de los
caminos de la vieja Europa.

La actividad docente de D. Rafael en hispanoamérica se incremento
notablemente durante los Gltimos 15 afios, especialmente en las universi-
dades de Chile y Argentina. Para el Prof. Aquiles Arancibia, director del
Departamento de Ciencia y Tecnologia Farmacéutica en la Universidad
de Santiago, el Prof. Cadorniga ha sido un cientifico ilustre y un compa-
fiero entrafiable que contribuyo decisivamente al desarrollo de la Biofar-
macia y Farmacocinética en Chile. Rafael Cadoérniga fue designado
miembro honorario de la Academia de Ciencia Farmacéutica de Chile, de
la Academia Argentina de Bioquimica y Farmacia y de la Academia Ibe-
roamericana de Ciencias Farmacéuticas.

El magisterio del Prof. Caddrniga sobrepaso las aulas y laboratorios
de la Universidad. Sus conocimientos sirvieron de impulso a una especia-
lidad farmacéutica que progresaba a pasos agigantados; la Farmacia Hos-
pitalaria. Su prestigio profesional le llevo a ocupar en 1966 la Presidencia
de la Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria. Sus contactos con la
industria farmacéutica nacional e internacional fueron constantes. El Prof.
Cadorniga era particularmente apreciado por su amplia vision del comple-
jo mundo de los medicamentos y por su profundo conocimiento en Tec-
nologia Farmacéutica y en Terapéutica adquirido éste a través de una lar-
ga experiencia hospitalaria. Son importantes, también, sus servicios a la
Administracion Sanitaria durante mas de 40 afios, hasta que en 1995 fue
elegido por unanimidad Presidente de la Comision Nacional de la Real
Farmacopea Espafiola. Culminaba asi, una prolongada carrera dedicada a
la ensefianza universitaria, a la investigacion cientifica y a la asistencia
sanitaria. E1 Excmo. Sr. Ministro de Educacion y Cultura otorgaba el pa-
sado mes de Julio al Prof. Caddrniga su tltima distincion, la Gran Cruz de
Alfonso X el Sabio, con el reconocimiento de la sociedad a quien tan ma-
gistralmente sirvio.

Rafael Cadorniga habia sido respetuoso con la trilogia de funciones
atribuidas a la Universidad que definen, con precision, su esencia: crear
ciencia, transmitir ciencia y aplicar ciencia. Es la huella del maestro.
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Permitidme finalmente dirigir unas palabras a quienes realmente
compartieron su vida, a la Excma. Sra. D* Irene Valifio y a los hijos y
familiares de D. Rafael que nos acompafian en este acto. Quienes nos
formamos a su lado hemos contraido con vosotros una deuda permanente,
nuestro tiempo era parte del vuestro, nuestras preocupaciones y contrarie-
dades aparecieron como intrusos en vuestra familia, en definitiva os qui-
tamos un poco de D. Rafael. Todos deseamos que la tristeza que os
acompafia sea mitigada por el orgullo que debéis sentir de haber vivido
junto a un hombre excepcional, cientifico ilustre, amigo entrafiable y un
ejemplo a seguir para aquellos jovenes universitarios que acuden cada dia
a nuestras aulas.

Muchas gracias.
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""Rafael Cadorniga Carro, Académico y Director"

EXCMO. SR. D. ANTONIO PORTOLES ALONSO
Academico de Numero

Excmo. Sr. Director,

Excmo. Sr. Presidente del C.S.1.C.

Excmos. Sras y Sres. Académicos,

Ilmos. Sras y Sres.

Sras. y Sres. Familiares y Amigos del Prof. D. Rafael Cadorniga:

En la sesion de esta tarde, triste jornada en la que todos
participamos, nuestra Corporacion ha querido rendir un singular y publico
homenaje a la memoria del que fue uno de sus miembros distinguidos y
Director de esta Corporacion durante varios afios.

En la primera intervencion, el Dr. Eduardo Rodriguez Rovira, nos
ha dado a conocer la positiva labor del Prof. Cadérniga en la creacion,
puesta en funcionamiento y desarrollo de la Fundacion "José Casares Gil"
de Amigos de la Real Academia de Farmacia que, durante unos cuantos
afios antes, no habia logrado ser mas que el esbozo de un proyecto de no
facil realizacion. Seguidamente, la intervencion del Prof. Dominguez Gil-
Hurlé, miembro de esta Corporacion, nos ha llevado de la mano por la
extensa biografia que pone de manifiesto la extraordinaria personalidad
docente y cientifica de su maestro el Prof. Cadorniga; su exposicion, con la
minuciosidad de un hombre de laboratorio y el calor de su amistad, ha
demostrado claramente que a quien hoy aqui recordamos, nuestro querido
compaiiero Rafael Cadorniga, realizé una fecunda labor en el desarrollo de
la Farmacia Galénica, aplicando sus muchos conocimientos de Fisico-
Quimica al campo de la cinética y "biodisponibilidad" de medicamentos,
término este ultimo que junto con el de "bioequivalencia" fueron acufiados
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e introducidos en el léxico farmacogalénico por el propio Prof. Cadérniga,
siempre preocupado por el empleo correcto del castellano, costumbre que
quiza se iniciara en su juvenil paso de estudiante de Bachillerato por las
ciudades de Leon y Valladolid, firmes bastiones del buen decir castellano.

Esta extraordinaria ejecutoria profesional, tanto en la ensefianza
como en la investigacion de una avanzada y moderna Farmacoterapia,
légicamente habria de conducirle a participar en tareas académicas. No es
de extrafiar, por tanto, que los Doctores Otero, Doadrio y Mosqueira, en
1.981, presentaran su candidatura a una vacante de Académico Numerario
en esta Institucion en la que se amalgaman tan distintas corrientes
investigadoras: desde la Quimica a la Biologia, pasando por la Terapéutica,
y acompafidndose también, de la Genética y la Biotecnologia, aplicables,
todas ellas, a esa Ciencia del Medicamento en la que el Dr. Cadérniga ya
resultaba ser un ejemplar y aventajado especialista por todos reconocido y
cuyo bagaje cientifico habria de venir a potenciar las actividades de la
Tercera Seccion de la Academia, dedicada al estudio y desarrollo cientifico
de la Farmacologia y Farmacotécnia.

Parece logico que sea yo, su colaborador en tareas rectoras de
nuestra Corporacion durante el periodo en que actué como Director, el
encargado de rememorar su paso por esta Real Academia de Farmacia y asi
me dispongo a hacerlo recordando, en primer lugar, aquella sesion a la que
asisti como Académico Correspondiente: era la tarde del 14 de Abril de
1983, cuando el Prof. Cadorniga Carro leyd su preceptivo discurso de
ingreso en esta Corporacion bajo el titulo de "Vigencia de la Educacion
Farmacéutica. Posible proyeccion hacia un futuro"; fue contestado por el
Prof. Otero Aenlle, el entonces Vicedirector de esta Academia y
considerado por el recipendiario como su maestro y guia desde sus tiempos
de universitario en la Cétedra de Fisico-Quimica en la Facultad de
Farmacia de Santiago de Compostela y con el que, mas tarde, mantendria
una eficaz colaboracion cientifica que habria de terminar en entrafiable
amistad.

El discurso constituyé una verdadera leccion magistral sobre
actividades medicamentosas en relacion con los problemas de equivalencia
o inequivalencia, biologica y terapéutica, y con otros muy diversos factores
entre los que destacan la solubilidad, absorcion y caducidad, que el
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Farmacologo debe ponderar y utilizar o excluir con el fin de que el
medicamento alcance con dptima actividad su objetivo en el organismo y a
los que el autor consideraba incluidos dentro del término de
"bioequivalencia" y al que tantas veces se ha referido en su Catedra.
También se ocupaba en este trabajo de lo que entonces constituia la
frontera de la investigacion farmacogalénica, como era el disefio y empleo
de portadores medicamentosos de accion selectiva, ya fuera en forma de
nanoparticulas, de liposomas en estado paracristalino, de membranas de
eritrocitos o de otros elementos celulares, capaces de producir en el
organismo una correcta respuesta bioldgica. En todo el estudio pudo
apreciarse, ademads, su preocupacion porque el Farmacéutico recibiera una
formacion humana, cientifica y profesional adecuada, con posibilidad de
conseguir una preparacion actualizada de conocimientos que mantuvieran
viva y dindmica su actividad profesional. Termind su disertacion
reclamando a los docentes, a los compaiieros, a las autoridades sanitarias y
a la sociedad en general un examen de conciencia que hiciera posible este
comportamiento.

El Prof. Cadérniga, durante su permanencia como Académico
Numerario, fue un asiduo asistente a las sesiones cientificas con destacada
intervencion en las discusiones y comentarios sobre los temas mas
diversos. Le recuerdo con su facil y preciso don de palabra preocupado por
defender, en los laberinticos tecnicismos de la Ciencia, el correcto uso de
nuestro idioma para que las traducciones fueran siempre un fiel reflejo de la
realidad cientifica espafiola. Su dinamismo y capacidad de trabajo, vestidos
de una aparente tranquilidad en su cordial saber estar, nunca le permitieron
dejarse tareas sin terminar, ni excusarse de otros trabajos "extra" que
pudieran llegarle y que con seguridad le iban a restar tiempo de su descanso
y disfrute convivencial en familia. Por eso, en este recuerdo del transcurrir
de la vida académica de nuestro compafiero Rafael, es de justicia
mencionar también a la persona que le proporcionaba esa hogarefia
tranquilidad y sosiego, que tan necesarios son para mantener la creatividad,
especialmente en lo cientifico y cultural. A ella, a su esposa, Diia. Irene
Valino, que también fue una sobresaliente companera en la profesion
farmacéutica, hemos de reconocer aqui su ejemplar colaboracion con el que
de una forma inesperada, en poco tiempo, y con la serenidad que le
caracterizaba, nos abandond para siempre; por ello, a mi vez, quiero
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recordarla que en esta casa siempre tendra otra familia, la gran familia
académica, donde siempre serd bien recibida.

En cuanto al nombramiento de Director, queda explicitamente
indicado en la Memora Académica correspondiente, que en Diciembre de
1991, "al cumplirse el plazo para la renovacion reglamentaria de cargos,
el Excmo. Sr. D. Rafael Cadorniga Carro resulto elegido Director de esta
Academia para ocupar la vacante dejada por el Excmo. Sr. D. Angel
Santos Ruiz"; cargo en el que fue reelegido tres afios mas tarde, para
continuar en este puesto hasta el mes de Febrero de 1998 en que al
efectuarse otra preceptiva renovacion fue sustituido por el actual Director
que hoy nos preside, Excmo. Sr. D. Julio Rodriguez Villanueva. Esta
continuada permanencia del Dr. Cadoérniga en su cargo de Director le ha
valido el merecido honor de que su imagen al 6leo, pintada por su paisano
Carlos Lopez Boano, figure perdurablemente en nuestro salén de sesiones
cientificas junto a otros Directores de esta Real Academia de Farmacia,
formando parte asi de nuestra galeria de Farmacéuticos ilustres. Esta
galeria, que si bien es modesta en cuanto al nimero -pues s6lo son seis los
miembros que la integran-, es grande en cuanto a las aportaciones al
conocimiento de las Ciencias Farmacéuticas efectuadas por los personajes
que en ella figuran.

Si continuamos nuestra reflexion sobre tan interesante galeria,
podremos comprobar la circunstancia de que la mitad de sus miembros
(Dres. Casares, Montequi y Cadorniga) vieron sus primeras luces en las
brumosas, fecundas y entrafiables tierras de Galicia; asi mismo, aunque
solo sea "in mente", nos atrevemos a formar una "ampliada galeria virtual”
afiadiendo a ella la labor de otros ilustres galaicos como el Dr. Carracido,
que de no haber muerto antes de la creacion de la Academia Nacional de
Farmacia (Institucion que precedid a la nuestra actual), también figuraria
junto a los anteriores; y al Dr. Otero, que pertenecio al equipo rector de esta
Academia como Vicedirector desde 1.977 hasta el 31 de marzo de 1.992 en
que fallecio. Ello nos lleva a elucubrar sobre la posibilidad de que se
hubieran establecido indisolubles lazos de hermandad entre el histdrico
palacio santiagués de Fonseca , donde todos ellos iniciaron su formacion
universitaria, y el noble edificio académico de Madrid que hoy nos acoge,
al que también todos ellos llegaron después de un largo periplo como
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docentes, estableciendo amplias rutas de circunnavegacion por las Ciencias
Farmacéuticas desde las postrimerias del siglo XIX hasta finales del XX.
Tengo para mi, que se ha cumplido el deseo timidamente formulado por el
Dr. Cadorniga al terminar su discurso de ingreso en la Real Academia de
Doctores, en el que parece reclamar un puesto de preferencia a la calida
sombra de dos de estos Académicos -Carracido y Casares- que le
precedieron forméandose en la antigua Facultad de Fonseca, ..... querido
Rafael, ya podras estar tranquilo, porque seguro estoy de que, a juicio de
todos, lo que formulaste como deseo el 11 de Mayo de 1.994 ya lo habras
visto cumplido, pues para ello sobrados méritos hiciste.

Durante su periodo como Director es de resaltar que su método de
trabajo fue siempre en equipo, y con una perfecta coordinacion dentro de la
Comision Permanente de Gobierno, cuyo recuerdo me hace sentir nostalgia
por aquellas frecuentes reuniones en las que Director, Secretario y Tesorero
siempre estabamos de acuerdo. En aquellos tiempos, la Academia hubo de
realizar visibles cambios, como fue la recuperacion del espacio colindante
ocupado por el Instituto de Toxicologia; con ello se pudo ampliar la
superficie dedicada a Museo y se crearon nuevas salas para reuniones y
sesiones cientificas; asi, cuando se celebrdé el famoso "Dia de Puertas
Abiertas" en el afio 92, en este recién remodelado edificio -que fue muy
visitado-  se recibieron bastantes felicitaciones y pudo causar verdadera
admiracion entre muchos habitantes del barrio que, entonces, pudieron
conocer los "ocultos encantos" del recinto con el que habian mantenido una
prolongada vecindad.

Por otra parte, el aumento progresivo de los ingresos permitid
realizar mayor nimero de actividades y celebrar algiin congreso de caracter
internacional, en tanto que se iban acumulando trabajos "extra" como el
derivado de la entrada en funcionamiento de la Fundacion "José Casares"
de Amigos de la Real Academia de Farmacia; lo cual, fue a recaer
particularmente sobre el Prof. Cadorniga, cuya actividad académica se vio,
ademas, incrementada con la reactivacion de la Comisién Nacional de la
Real Farmacopea Espafiola y Formulario Nacional a cuyo frente figuraba;
"item mas" la preparacion del discurso de inauguracion correspondiente al
afio 93 y del que no le parecié correcto evadirse, pese a sus muchas
actividades. En este trabajo, titulado "El Universo del Medicamento", volco
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muchos de sus conocimientos y teorias sobre Biofarmacia y
Farmacocinética, consiguiendo resaltar el caracter multidisciplinar e
interdisciplinar de las Ciencias Farmacéuticas aplicadas a la génesis,
preparacion y desarrollo de un nuevo farmaco. El Prof. Cadoérniga, en su
condicion de Director, también sera recordado siempre por todo el personal
que trabaja en esta Academia, como una persona de amable trato, con una
incansable laboriosidad y manteniendo la firme autoridad de su cargo sin
que se hiciera notar.

La personalidad académica del Prof. Cadorniga no quedd
circunscrita a los limites de nuestra Corporacion, sus muchos saberes
cientifico-culturales habrian de ser reclamados, también, por otras
Instituciones y asi fue distinguido con otros nombramientos de Académico
en Espafia, siendo Miembro Numerario en la Real Academia Nacional de
Medicina (1988) y en la Real Academia de Doctores (1993), asi como
Académico de Honor de la Academia Ibero-Americana de Ciencias
Farmacéuticas (1995); también ha sido Miembro Honorario de la
Academia de Ciencias Farmacéuticas de Chile (1988) y Académico
Honorario de la Academia Argentina de Farmacia y Bioquimica (1944); y
finalmente, por ser su ultima distincion académica internacional, también
ha sido distinguido con el titulo de Miembro Correspondiente de la German
Pharmaceutical Society, segiin aprobd su Comité Central el pasado 27 de
Sep. Es probable que tramites legales, interrumpidos en el periodo
vacacional, hicieran que esta noticia no pudiera recibirla en vida el Dr.
Cadorniga; por ello, la entrega del correspondiente Diploma, habra de
hacerse a titulo podstumo, coincidiendo con algin acto académico
sobresaliente.

Por sus aportaciones cientificas, basicas y aplicadas, al campo de la
Biofarmacia, recibié numerosos Premios, Medallas y distinciones de las
que tan solo citaremos aqui la mas sobresaliente, concedida por Real
Decreto de 25 de Junio del pasado afio, la Gran Cruz de la Orden Civil de
Alfonso X El Sabio y cuya entrega, por su lamentable ausencia que hoy
aqui nos reune, hubo de hacerse a titulo podstumo, entregando la
Condecoracion a su esposa en la Sesion Solemne de Apertura de Curso el
pasado 20 de Enero.
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Finalmente, no quisiera terminar esta Sesion, sin expresar mi
homenaje personal al excelente compafiero y amigo que siempre fue, desde
que nuestros diferentes senderos de investigacion se cruzaran en reuniones
cientificas internacionales organizadas por la Sociedad Mediterranea de
Quimioterapia. Para mi fueron caracteristicas de la hombria de bien de
Rafael Cadorniga su amplia humanidad rebosante de cordialidad, su
ocurrente inteligencia y el que siempre mantenia una actitud consecuente
entre lo que pensaba, lo que decia y lo que hacia; nunca regateaba su saber
ni su afan por despertar curiosidades y cumplié a la perfeccion con la
parabola de los talentos: lo que recibid, lo aplicéd y multiplicéd en bien de los
demas, fue excelente Director y buen compafiero al que desde aqui,
resignadamente, siempre recordaremos con respeto y afecto: ........ Rafael
Cadorniga, descanse en paz.
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