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ABSTRACT

The transforming growth factor-f (TGFB) family is particularly prominent
among growth factors controlling cell proliferation and differentiation, and fosters
tissue growth and morphogenesis during embryogenesis in organisms as diverse as
the nematode, fruit fly, and human. To elucidate the basis for the great diversity
of TGFP responses in different cell types, we delineated the pathway linking
membrane TGFp receptors to target genes. TGFB assembles a receptor complex in
which the type II receptor kinase phosphorylates and activates the type I receptor.
This type I receptor phosphorylates and activates Smad transcription factors. A
receptor-activated Smad complex enters the nucleus to find partners for the
recognition and regulation (activation of repression) of specific genes. TGFp
signaling decreases CDK activity and causes the repression of several growth-
promoting genes. The TGFB pathway, when altered, plays an essential role in
tumorigenesis and metastasis.

Key words: TGFB.—Smad.—Cyclins.—CDKs.—Cell cycle.—Metastasis.

RESUMEN
La via del TGFP en oncologia basica

La familia del factor de crecimiento transformante-p (TGFB) se destaca parti-
cularmente entre los factores de crecimiento como regulador de la proliferacion y

" Revisién realizada con motivo de la toma de posesién como Académico de Honor
de la Real Academia Nacional de Farmacia, Madrid, 17 de mayo de 2005.
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diferenciacion celular. El TGFB promueve el crecimiento de los tejidos y la mor-
fogénesis durante la embriogénesis en organismos tan diversos como nematodos,
mosca de la fruta y humanos. Para elucidar las bases de esta gran diversidad de
respuestas del TGFf en diferentes tipos celulares, hemos trazado la via que comu-
nica los receptores de membrana del TGFf con los genes diana. El TGFB forma un
complejo receptor en el cual la quinasa del receptor tipo II fosforila y activa el
receptor tipo 1. Este receptor tipo I fosforila y activa los factores de transcripcion
Smad. Una vez activados, los factores Smad entran en el ntcleo con el fin de
formar complejos para el reconocimiento y regulacién (activacién o represién) de
genes especificos. La senalizacién del TGFB hace disminuir la actividad CDK y
provoca la represién de distintos genes promotores del crecimiento. La via del
TGFB, cuando se altera, juega un papel esencial en la tumorigénesis y en la me-
tastasis.

Palabras clave: TGFB.—Smad.—Ciclinas.—CDKs.—Ciclo celular.—Metastasis.

INTRODUCTION

The basic functions of a metazoan cell- its metabolism,
proliferation, differentiation, integration into the tissue structure,
and eventual death- are controlled by a dense network of polypeptide
growth factor signals. The transforming growth factor-f (TGFp)
family of growth factors is particularly prominent among this type
of signals. TGFp fosters tissue growth and morphogenesis during
embryogenesis in organisms as diverse as the nematode, fruit fly,
and human (1). In the adult, however, TGFB delivers cytostatic and
cell death signals. These responses help maintain tissue homeostasis,
and their loss contributes to tumor development (2). Cancer cells
that avert TGFB-mediated cytostasis may then use this factor with
impunity to exacerbate their own proliferative, invasive, and
metastatic behavior. We are defining the mechanism by which TGFp
and related factors achieve growth control, and how normal control
is disrupted in cancer and results in metastasis.

THE TGFp PATHWAY
To elucidate the basis for the great diversity of TGFp responses
in different cell types, we delineated the pathway linking membrane

TGFp receptors to target genes. At the cell surface, TGFp activates a
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protein complex comprising subunits known as the type I and
type II receptors (Figure 1) (3). Both subunits are serine/threonine
kinases. Phosphorylation by the type II receptor enables the type I
receptor to recognize and phosphorylate Smad2 and Smad3 (4, 5).
Phosphorylation by the TGF receptor releases the Smad proteins
from cytoplasmic retention, allowing their translocation into the
nucleus, where they form transcriptional regulatory complexes
(Figure 1). These complexes generate hundreds of immediate gene
activation and repression responses. Structural analysis of these
components has shed light into how they interact and become
activated in response to TGFp (Figure 1) (3). We are now identifying
how the TGFp pathway is integrated into the signaling networks of
the cell.
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FiGure 1. The TGF[S/Smad pathway. The ligand TGFfS assembles a receptor
complex in which the type II receptor kinase phosphorylates and activates the type
I receptor. Receptor I phosphorylation by receptor II in the regulatory region
(GS region) creates a double pS/T-x-pS motif, turning an inhibitor (FKBPI12)
binding site into a substrate binding site (18, 19). This allows the type I receptor
to phosphorylate and activate Smad transcription factors. Smad phosphorylation
by receptor I creates a C-terminal pS-x-pS motif for formation of Smad dimers
and trimers that nucleate transcriptional complexes (20-22). A receptor-activated
Smad complex enters the nucleus to find partners for the recognition and
regulation (activation of repression) of specific genes.
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THE TGFB CYTOSTATIC PROGRAM

How does an activated Smad complex regulate different genes in
different cell types? And how does it activate certain genes while
repressing others in the same cell, at the same time? A general
framework for the resolution of these important questions is
provided by the hypothesis that Smads function in association with
different protein partners (6). Each Smad-partner combination
would target a particular subset of genes, depending on the DNA-
binding specificity of this combination. The availability of such
cofactors, which may vary depending on the cell type, partly
determines the gene responses to TGF in each cell type. Identifying
Smad partners therefore is essential for delineating cell-specific
programs of TGFP action and their integration in the signaling
networks of the cell.

We have pursued this general problem in the context of
delineating the TGF cytostatic program. This program involves
transcriptional activation of the cyclin-dependent kinase inhibitors
p21°?" and p15™* and repression of the growth-promoting
transcription factors c-myc and Idl (Figure 2) (7). The increased
levels of p15 and p21 lead to the mobilization of p27 Kipl, a key
CDK inhibitor that blocks the cyclin-Cdk2 complexes (Figure 3) (8).
Cooperatively, these responses arrest the cell division cycle. We
recently identified DNA-binding cofactors that in association with
TGFp-activated Smad target these genes for activation or repression.
A Smad-FoxO complex targets p21“?' for activation (9), whereas
Smad-E2F4/5 and Smad-ATF3 complexes target c-myc and Idl for
repression, respectively (Figure 2) (10, 11). c-Myc plays an integrative
role in this process: when present at high levels, as in mitogen-
stimulated cells, c-Myc binds to the p27*" and p15™* promoters via
the zinc finger protein Miz-1, interfering with activation of these
genes by TGFp, the tumor-suppressor p53, and other signals (12,
13). c-Myc down-regulation therefore renders p21°?' and pi15™k#*
competent for activation.

The resulting working model of TGFP action is that each one in
a vast repertoire of DNA-binding cofactors endows the Smad complex
with the ability to recognize a limited subset of target genes. This
model, which is being extended and verified in other gene response
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programs, may explain the diversity of responses that each member
of the TGFpP family can induce in different cell types (6). It also
provides a framework for interventions to alter one TGFf response
without affecting others.
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FIGURE 2. The TGF[S/Smad cytostatic program. In the nucleus, receptor-activated
Smad3/4 complexes containing FoxO factors as partners, activates genes encoding
CDK inhibitors pl15Ink4b and p21Cipl. The increased levels of p15 and p21
cooperate with another CDK inhibitor, p27Kipl, to block cyclin-dependent protein
kinases. The crystal structure of the p27-cyclinA-cdk2 complex reveals how a CDK
inhibitor docks on the cyclin subunit to direct its CDK inhibitory domain to
disrupt the catalytic center of the CDK kinase (23). Through this mechanisms,
TGFf signaling decreases CDK activity while, through Smad complexes with E2F4/
5 and ATF3 as partners, TGFf signaling causes the repression of the growth-
promoting genes Myc and IDI.

MECHANISMS OF METASTASIS

Having shed light on the cytostatic action of TGFp, its underlying
molecular mechanisms, and their disruption in cancer, we are also
directing our attention to aberrant gene responses that enable
invasion and metastasis in tumor cells. More generally, we are
interested in elucidating mechanisms mediating tissue-specific
metastasis. Metastasis is the most devastating complication of
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cancer, being responsible for a vast majority of deaths from solid
tumors. Tumor cells become metastatic by the progressive
acquisition of functions enabling invasion, survival and growth under
adverse conditions in distant organs. Metastasis, a complex process
caused by elaborate interactions between tumor cells and the
surrounding normal tissues in different vital organs. The molecular
and cellular mechanisms that lead primary tumors to form
metastases must be understood in order to better address this major
life-threatening problem. Previous work provided a sense of the
complexity of the metastasis process (Figure 3), but it did not explain
how and why metastasis occurs, what mechanisms make metastasis
a tissue-specific process, what events allow dormant metastases to
become active and lethal many years after removal of a primary
tumor, and what metastasis-mediating genes would eventually
constitute worthy therapeutic targets. As a result of such limitations,
progress to date has been frustratingly slow.

Our experimental approach is based on the use of moderately
metastatic cell lines and a mouse model system for the selection of
highly metastatic subpopulations. Live-animal-imaging techniques
are used to track the spread, homing, and outgrowth of the
metastatic cells in different organs. After harvesting metastatic
lesions and verifying that highly metastatic cells have been selected,
we use genome-wide transcriptomic profiling to identify metastasis-
linked genes. Gene transfer techniques are then used to assess the
contribution of individual genes to various steps (invasion, homing,
outgrowth, angiogenesis, and stroma adaptation) of the metastasis
process. With this approach, we have recently identified different
sets of genes that cooperatively mediate breast cancer metastasis to
the bone and to the lung (Figure 3) (14, 15). Ongoing studies are
directed at establishing the clinical relevance of these findings and
identifying additional tissue-specific metastasis genes in other tumor
types and for other metastasis sites.

FROM TUMOR SUPPRESSOR TO METASTASIS MEDIATOR

Metastatic functions may be acquired by abnormal utilization of
cellular pathways that otherwise play important roles in normal
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tissue development and maintenance. One of these is the TGFp
pathway, which induces cytostasis and apoptosis under normal
conditions and is disabled by inactivating mutations in the TGFp
receptors or the signal transducer Smad transcription factor in
various types of tumors.
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FiGURE 3. Mechanisms of metastasis. 1) TGF-B limits the growth of normal
epithelium and early-stage tumors. 2) Loss of growth inhibitory responsiveness by
loss of TGF-p receptors or Smad proteins, or by specific loss of cytostatic gene
responses, selects for more aggressively growing tumors, facilitating the acquisition
of additional oncogenic mutations. 3) Tumor cells that have lost the cytostatic
response but retain TGF-B signaling components can undergo epithelial-
mesenchymal transdifferentiation in response to TGF-B, becoming more invasive.
4) Tumor-derived TGF-B creates an immunosuppressive environment by
suppressing T cell function, allowing tumor cells to escape CTL-mediated clearance.
5) TGF-B can induce an angiogenic response, facilitating the recruitment of new
blood vessels that sustain tumor growth and systemic spread. 6) Adherence of
tumor cells to the endothelium and/or extravasation of tumor cells at sites of
metastasis, such as the lung, can be augmented by TGF-b signaling. 7) TGF-f3
stimulates the expression of genes such as the osteoclast differentiation factor IL11
and the angiogenic factor CTGF, which promote osteolytic bone metastasis by
breast cancer cells. Genes that mediate organ-specific metastasis by breast cancer
cells have been identified by a combination of in vivo selection of metastatic cells,
bioinformatics identification of metastasis-linked genes, functional verification of
the metastatic activity of these genes, and clinical validation of their relevance to
human disease (15).

531



JoAN MASSAGUE AN. R. Acap. Nac. Farwm.

Often, however, the strong selective pressure for loss of TGFpB
growth inhibitory responsiveness in cancer leads to the accumulation
of defects in cytostatic mechanisms downstream of the Smads.
Tumor cells that become resistant to antimitogenic control in this
manner may display a corrupt sensitivity to TGFB undergoing
tumorigenic progression in response to this cytokine (2). Patients
whose pancreatic or colon tumors express TGFp receptors fare less
well than those with low or absent TGFp receptor expression in the
tumor. In mouse models of breast cancer, TGFp signaling promotes
extravasation of circulating tumor cells in the lung (16) and
formation of bone metastasis by human breast cancer cells (17).

The TGFp signaling mechanisms that foster metastasis and their
relevance in human cancer, are important open questions. In the case
of osteolytic bone metastasis by breast cancer cells, it has been
proposed that TGFP released from the decaying bone matrix
stimulates neighboring tumor cells, establishing a vicious cycle
that exacerbates the growth of the metastatic lesion. The role of
TGFp as a pro-metastatic factor raises questions about the signal
transduction pathways involved. Probably owing to selective pressure
against this cytostatic action in cancer, SMAD4 (also known as Deleted
in Pancreatic Carcinoma locus 4, DPC4) and, to a lesser extent SMAD2
are mutationally inactivated in cancers of the colon, pancreas and
other sites (7). Because Smads function as quintessential tumor
suppressors, one might think that the pro-invasive and metastatic
effects of TGFPB are mediated by Smad-independent pathways.
However, the possibility that the Smad pathway may mediate
metastatic effects has not been ruled out, nor has it been tested in vivo.

Among the bone metastasis genes that we recently identified, two
genes, interleukin 11 (IL11) and connective tissue growth factor
(CTGF) are of special interest (14). IL11 is an enhancer of osteoclast
differentiation and osteolysis, and CTGF is an angiogenic and
growth-promoting factor. IL/1/ and CTGF are inducible by TGFp,
providing a possible mechanism for the pro-metastatic activity of
TGFp in breast cancer. Our work has shown that the Smad pathway
mediates ILI/] and CTGF activation and the development of bone
metastasis in breast cancer (14). Thus, the tumor suppressor Smad
pathway becomes corrupted in breast cancer, acting as a mediator
of metastasis.
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Through this combined approach, and encouraged by its recent
validation in clinical samples, we hope to provide a better
understanding of the mechanisms mediating metastasis, a better
definition of the role of corrupt TGFp signaling in this process, and
a better rationalization for the therapies that could be applied.
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Svvisicn

Aceleracion y frenado de la proliferacion
celular’

CONSUELO DE LA TORRE GARCIA-QUINTANA
Académica Correspondiente de la Real Academia
Nacional de Farmacia

RESUMEN

Las células de plantas poseen analogos estructurales y funcionales de los com-
plejos CDK-ciclina de levaduras y animales que permiten iniciar o avanzar la pro-
liferacion celular. Las células vegetales presentan ademas versiones especificas de
CDKs vy ciclinas sin homologia con las del hombre, tales como las implicadas en
citocinesis, un proceso que difiere en ambos reinos. Finalmente, las plantas no
solo poseen homoélogos de la CAK humana (CDKDs) que activan otras CDKs por
fosforilacion de una treonina situada en su lazo T, sino también otra segunda CAK
(CDKF1) y un grupo de ciclinas, las P, que son homélogas de las existentes en
levaduras. Ello apoya una historia de endosimbiosis ocasional entre levaduras y la
célula precursora de plantas, con transmision horizontal de genes. Las plantas
también conservan los mecanismos de frenado por rutas de chequeo que retrasan
la activacién de CDKs, generalmente al evitar la defosforilaciéon de la treoninal4
y la tirosina 15 mediante inhibicién de la fosfatasa Cdc25 o sus homoélogos funcio-
nales, cuando las condiciones de la propia célula son inadecuadas para afrontar sin
riesgos una transicion irreversible entre fases consecutivas del ciclo.

Palabras clave: Quinasas dependientes de ciclinas.—Ciclinas.—Transmisién de
sefiales antimitogénicas.—Rutas de chequeo.

* Revisién realizada con motivo de la Toma de Posesién como Académica Corres-
pondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia el 20 de enero de 2005.
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ABSTRACT
Acceleration and brake of cell proliferation

Plants possess the structural and functional homologs of the yeast and human
CDK-cyclin complexes, apart from some specific ones as those that participate in
cytokinesis, a process that differs essentially in plant and animal cells. Apart from
the human CAK homologue that activates CDKs by phosphorylating the threonine
residue in the T-loop, plant cells have an additional CAK (CDKGF1) and a whole
group of cyclins, the P ones, that are orthologues of the yeast ones. This unveils
an occasional endosymbiotic process with a horizontal gene transfer between yeast
and plant genomes. Plant cells also possess the braking mechanisms that prevent
CDK activation to face an irreversible transition between subsequent cycle phases
when the cell is not completely ready for it. Such mechanisms mostly prevent CDK
activation by inhibiting dephosphorylation of the CDK threoninel4-tyrosinel5
residues brought about by the Cdc25 phosphatase plant homolog.

Key Words: Cyclin-dependent kinases.—Cyclins.—Antimitogenic signal
transduction.—Checkpoints.

EXTENSIVE ABSTRACT

Most cyclin-dependent kinases and cyclins found in plant cells are structural
and functional homologs of those found in human cells. However, other
components of the cycle machinery are plant specific, as the plant Bl-type CDKs
that co-localize with the microtubular assemblies responsible for the division of
cytoplasm, i.e. the preprophase band of microtubules and the phragmoplast.

In relation to the general principle of CDK activation by phosphorylation of the
T160 residue mediated by the CAKs (CDK-activating kinases), plant cells have the
peculiarity of possessing, in addition to the CDK type D catalytic subunits of CAKs
homologue to those in man, an alternative CDK type F subunit and a whole group
of cyclins (the P ones) that are homologues to those in yeast. They may result from
horizontal transmission of genes from yeast to plant cells by occasional
endosymbiosis, one of the recently postulated motors of evolution.

Plant cells possess as many CDKs and more cyclins than do mammalian cells.
Cyclins integrate the transcriptional control into the proliferative cycle. This is
because of their synthesis in precise times of the cycle. In the case of the mitotic
cyclins, this is supported by the presence of a Myb-like element in their promoters
that is shared by other mitotic proteins. Additionally, cyclins are labile because
they are targeted to proteolysis by the proteasome by the binding of poly-ubiquitin
tails shortly after their synthesis. Our group has shown that the B2;2 cyclin is one
positive rate-limiting regulator of late interphase progression, with a role in the
induction of mitotic chromosomal condensation similar to that played by the A-
cyclin in mammals. Their proteolysis coincides with the entry into the irreversible
portion of prophase in both plant and animal cells.
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Superimposed to the CDK-induced activation of cycle progression, plant cells
also possess a series of checkpoint controls that ensures safe irreversible
transitions. They depend on sensor molecules and specific kinases working early
in checkpoint signal transduction such as the ATM/ATR ones. By the way, the lack
of the ATM kinase induces the ataxia-telangiectasia in humans, a cancer-prone
condition. This kinase is also present in plants. The checkpoint response is followed
by a signal transduction chain that is completed by the effector kinases CHK1 and
CHK2 that may prevent the activation of the CDK.

The major checkpoints recognised in plants are the following: 1) one that
controls the transition from quiescence to proliferation, under the so-called
retinoblastoma (RB) pathway 2) the one controlling the onset of replication (G1 to
S transition), 3 and 4) two intra-S checkpoints (at the start of elongation of the
newly synthesized DNA chains from both early and late replicating origins,
respectively), 5) the G2 checkpoint controlling entry into mitosis, and 6) the spindle
checkpoint that regulates the metaphase to anaphase transition.

The physiology of checkpoints in plant cells has shown, first, that checkpoint
signal transduction mechanisms are dispensable at the first cycles after the
stimulation of cell proliferation in previously dormant tissues. At each checkpoint,
multiple cellular conditions are checked to give rise to a single mitogenic or
antimitogenic output. The content in positive rate-limiting molecules as plant cyclin
B2;2 is also computed by checkpoints. Moreover, there are redundant checkpoint
routes for each single irreversible transition between cycle phases. As a
consequence of these properties, checkpoints can be spontaneously overridden
without accomplishment of the specific requirement that activated them. Though
this is known as adaptation, it is actually an undue override of checkpoints without
fulfilment of a crucial requirement. Such checkpoint override results in the
appearance of genome instability that initiates an experiment in microevolution.

INTRODUCCION

El mantenimiento de la biosfera depende, en dltima instancia, de
la capacidad proliferativa, multiplicadora, de las células de los orga-
nismos que la forman. La proliferaciéon celular no sélo permite el
crecimiento en ntimero de células de todos los seres vivos a partir
del cigoto, sino también la renovacién de las células viejas o dafiadas
presentes en los tejidos de individuos adultos. El ciclo es sélo un
modelo que esquematiza los procesos que tienen lugar en las células
durante su proliferacién.

La replicacion del ADN y su reparto entre las dos células que
resultan de una mitosis tienen lugar en las fases S (o de sintesis de
ADN) y M (Mitosis), respectivamente. En G1 y G2 se produce la
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auto-valoraciéon de la capacidad celular para enfrentarse a la transi-
cién a la fase siguiente, asi como la integracién de sefiales proceden-
tes de otras células sobre la conveniencia o no de iniciar o continuar,
en su caso, el proceso de proliferacion.

Las células quiescentes con contenido de ADN 2C (idéntico al de
las células G1) se dice que se encuentran en GO. Por el contrario, las
que poseen el contenido G2 (4C) se dice que se encuentran en perio-
do GO,2 o periodo R. Ante un exceso de sefiales mitogénicas, las
células quiescentes pueden reprogramarse para proliferar de nuevo.

Por otra parte, cuando la proliferaciéon se vuelve incontrolada,
aumenta el namero de células que forman un tejido. Esto tiene
consecuencias negativas sobre ese tejido, sobre otros tejidos e inclu-
so sobre el organismo como un todo. Dicho crecimiento incontrola-
do se conoce, en las células humanas, como cancer.

1. UNIVERSALIDAD DE LA MAQUINARIA QUE HACE
AVANZAR A LA CELULA A TRAVES DEL CICLO

Pero ¢cudl es el factor citoplasmico que hace progresar a la célula
por el ciclo celular? En 1988 se describié el complejo proteico bautiza-
do como MPF (Maturation Promoting Factor) que induce la madura-
cién de oocitos en Xenopus. El MPF es un heterodimero formado por
una quinasa dependiente de ciclina (CDK) y una ciclina de las llama-
das B o mitéticas como subunidad reguladora. Su presencia en la cé-
lula induce la condensacién cromosémica que caracteriza tanto la
transicién de G2 a mitosis como a meiosis, previa fosforilacién de re-
siduos de serina y treonina en la histona H1 internucleosomal, entre
otras dianas. Lo extraordinario es que tanto la CDK como la mitética
son comunes a todas las células eucariéticas (1). La CDK de Schizo-
saccharomyces pombe es el producto del gen Cdc2, siendo sus ortélo-
gos CDC28 en S. cerevisiae, CDKA en plantas y CDK1 y 2 en animales.

Las quinasas que constituyen la herramienta que controla la re-
plicacién del ADN de la célula y su segregacién entre las dos células
hijas que se originan al final de la mitosis, son polipéptidos de unos
43 kDa de masa, de estructura bilobulada, su extremo amino-termi-
nal formando el 16bulo menor (Fig. 1). En la hendidura entre ambos
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I6bulos se encuentra el dominio catalitico de la quinasa, donde tiene
lugar la fosforilacién de sus sustratos. El 16bulo mayor se pliega
sobre la hendidura, en lo que se conoce como lazo T, cubriendo
parcialmente su entrada.

Monémero CDK (inactivo)

Ficura 1. Esquema mostrando la estructura bdsica de la quinasa dependiente de
ciclina (CDK), como mondémero inactivo. Se muestran, a la izquierda, los sitios
que son susceptibles de cambiar su actividad por fosforilacion. Mientras que la

fosforilacion de la treonina 160 en el llamado lazo T se requiere para la activacion
de la quinasa, la fosforilacion de la treonina 14 y tirosina 15 la mantienen
inactiva. El sitio catalitico se encuentra dentro de la hendidura catalitica. La
secuencia PSTAIRE permite a la CDK ensamblarse con una ciclina para ast
transformarse en activa.

La secuencia PSTAIRE (prolina, serina, treonina, alanina, isoleu-
cina, arginina y acido glutamico) de la quinasa es la regién a la que
se ensambla una ciclina, para activarla. Las diferentes ciclinas pro-
porcionan a la CDK especificidad de sustrato y, con ello, especifici-
dad de las transiciones entre fases del ciclo celular que controlan.

Los genes para CDKs y ciclinas ejercen el control positivo sobre el
ciclo celular, es decir, son responsables de la progresién unidireccio-
nal de la célula proliferante hacia etapas mas avanzadas en la secuen-
cia G1, S, G2 y mitosis. Por ello, en las células animales, dichos genes
se consideran un subgrupo de los llamados (proto) oncogenes.

La importancia de la determinacién de las bases moleculares de
la proliferacién celular en eucariotas ha sido reconocida con la con-
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cesion del Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en el afio 2001 a
Nurse, Hartwell y Hunt. Sus hallazgos demuestran la conservacién
del control de la proliferacién por complejos CDK-ciclina durante
10° afios de evolucioén, el tiempo pasado desde que vivia la célula
ancestral, ya dotada de esta herramienta molecular, de la que pro-
ceden las células de los eucariontes hoy presentes en la biosfera.

2. ACTIVACION DE CDKS

2.1. Por acoplamiento a una ciclina

La asociacién de la regién PSTAIRE de la CDK tiene lugar con
la llamada «caja» de la ciclina concreta que regula la transicién
entre fases a que se enfrenta la célula (Fig. 2).

pre-MPF

Ficura 2. Esquema de los rasgos distintivos del pre-MPF o heterodimero CDK-
ciclina mitdtica, previo a su activacion. La ciclina se ha asociado con la quinasa
a través de la llamada caja de la ciclina. La ciclina también posee una zona,
llamada caja de destruccion, que asegura su proteolisis, previa su marcado con
una cola de poli-ubicuitina a cargo de la ligasa E3 conocida como ciclosoma.
El heterodimero mostrado en esta figura ya estd parcialmente activado por la
fosforilacion (a cargo de la CAK o quinasa que activa otras CDKs), que abre la
hendidura catalitica de forma que el ATP puede ya penetrar en el bolso situado al
final, préxima al sitio catalitico. La quinasa Weel mantiene fosforilados los
residuos T14/Y15, cuya defosforilacion activard de forma inmediata dicha quinasa,
transformando a este dimero en MPF si la ciclina es una de las mitéticas.
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Las ciclinas integran el control transcripcional en la progresién
del ciclo. Ello se debe, por un lado, a que su sintesis tiene lugar en
un momento concreto del ciclo proliferativo y, por otro, a su labili-
dad. Esta viene asegurada por el marcado de una lisina en la «caja
de destruccion» de la ciclina con una cola de poliubicuitina (un
polipéptido de 76 aminoacidos presente en todas las células eucarié-
ticas). Dicha cola sirve de llave para su entrada en el proteasoma,
un complejo proteico en cuyo interior quedan expuestas a distintas
proteasas. La degradaciéon de las ciclinas es la responsable de la
irreversibilidad de las transiciones entre fases que caracteriza al ciclo
proliferativo.

La importancia del descubrimiento del proteasoma y su funcio-
namiento ha sido también objeto de reconocimiento con la conce-
si6on en 1988 del Premio Nobel de Quimica a Huber, Deisenhofer y
Michet y, en 2004, el de Fisiologia y Medicina a Ciechanover, Her-
shko y Rose. Estos tltimos definieron los pasos intermedios, depen-
dientes de la cadena enzimatica de ubicuitin-ligasas E1, E2 y E3.
Tanto la E3 conocida como SCF, que es constitutiva, y la llamada
APC/ciclosoma (Anaphase-Promoting Complex) que es activa en la
tardia mitosis, seleccionan proteinas degradables relacionadas con
ciclo celular y con la reversién del estado mitético, respectivamente.

2.2. CAKs, las quinasas activadoras de CDKs

La fosforilacién de la treonina en la posiciéon 160 o préxima en
el lazo T de la quinasa activa la CDK unas 300 veces por encima de
la actividad que presenta cuando este residuo permanece sin fosfo-
rilar. Dicho proceso corre a cargo de las llamadas CAKs (CDK-Acti-
vating Kinases), mientras que la fosfatasa PP2A la revierte. El com-
plejo CDK-ciclina que tiene fosforilados dichos residuos, asi como la
treonina 14 y tirosina 15 en el 16bulo menor recibe el nombre de pre-
MPF cuando la ciclina es una de las mitéticas (Fig. 2).

Las CAKs triméricas estan formadas por una CDK del llamado
grupo D de las CDKs (homoéloga a la CDK7 de mamiferos), la ciclina
H y una proteina tipo RING (conocida como MAT1 en mamiferos)
que se asocia a 4dcidos nucleicos y estabiliza interacciones proteina-
proteina.
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Dichas CAKs son capaces de fosforilar el dominio carboxi-ter-
minal de la subunidad mas grande de la RNA polimerasa II, compo-
nente del factor de transcripcion ITH, tanto en plantas como en ani-
males. Por ello, también controlan el nivel de produccién del mRNA
total en la célula o, al menos, el de ciertos mensajeros especificos. La
preferencia por fosforilar uno u otro sustrato varia en las distintas
CAKs de plantas. Asi, la CDKD;2, acttia preferentemente sobre la RNA
polimerasa, mientras que la CDKD;3 lo hace sobre las CDKs. La pri-
mera CAK descrita en plantas, concretamente en arroz, fue conocida
como R2 y es la mas parecida a la ciclina D;2 de Arabidopsis (6).

2.3. Una CAK excepcional en plantas

Existe un segundo tipo de CAK en plantas que es activa como
monémero. Se conoce como CDK tipo F. Su peculiaridad reside en
que es ortéloga de la presente en levaduras (2). La presencia de esta
CAK en plantas apoya la transferencia de genes de levaduras al linaje
de las plantas en una endosimbiosis ocasional que se postula como
uno de los motores de la evoluciéon (4). La presencia en la célula
vegetal de un grupo entero de ciclinas (las P) con homologia tam-
bién con las de levaduras (5) corrobora dicha transferencia.

Existe un tnico gen para esta CDKF en Arabidopsis y la quinasa
codificada por ella sélo fosforila CDKs. Otro rasgo llamativo de esta
CAK monomérica es su mayor eficacia cuando la CDK sustrato se
halla también libre, como monémero. Comparte con las CAKs de le-
vaduras su insensibilidad a un inhibidor general de quinasas (la 5’fluo-
rosulfonilbenzoiladenosina) y su tolerancia a cambios en un residuo
de lisina presente en la hendidura enzimatica de las quinasas que re-
sulta critico para la correcta asociacién del ATP a la quinasa (6).

3. INACTIVACION DE COMPLEJOS CDK-CICLINAS

3.1. Por fosforilaciéon

La fosforilacién de la treonina 14 (T14) y la tirosina 15 (Y15) por
la quinasa Weel mantiene a la CDK ya preparada, dentro ya del
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nacleo de la célula pero atn inactiva, porque dicha fosforilacion
impide la entrada del ATP al bolso de la quinasa, situado al fondo
de la hendidura catalitica de la CDK. La accién de la fosfatasa Cdc25
activa de forma instantanea el pre-MPF para dar lugar al MPF ple-
namente funcional (Fig. 3).

MPF

fosfata
Gduw
X

Ficura 3. El MPF o inductor de condensacion cromosémica mitética. Si
comparamos a este dimero con el de la Fig. anterior, vemos cémo se ha
producido la defosforilacion de los residuos T14/Y15 mediada por la fosfatasa
Cdc25, lo que ha permitido el acople de la molécula de ATP en el bolso existente
al final de la hendidura catalitica, permitiendo su plena activacion como quinasa.

Aunque no existe un homoélogo estructural de la fosfatasa Cdc25
en Arabidopsis (7, 8), si existe en ellas una actividad fosfatasica se-
mejante que la activa, por ejemplo, en respuesta a citoquinina (9).
Puede ser que la secuencia primaria del homélogo funcional de la
quinasa animal esté apenas conservada en plantas, aunque si se
conserven niveles de empaquetamiento o estereologia de regiones
criticas para su actividad.
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3.2. Inactivaciéon de CDKs por su asociaciéon con inhibidores

Existen siete genes codificando por inhibidores de los complejos
CDK-ciclina en Arabidopsis thaliana (10), todos ellos perteneciendo
al grupo conocido como Cip/Kip de inhibidores de CDKs de mami-
feros, por lo que se les ha denominado KRPs (Kip-Related proteins).
No existen, en plantas, homélogos del inhibidor p21, el mas univer-
sal de todos los CKIs en animales, cuya induccion corre a cargo del
factor de transcripcién p53. Esta es una proteina de chequeo o su-
presora tumoral que controla la iniciacién de la proliferacion celular
o transicién GO/G1, aunque también participa en el control de la
entrada en mitosis en mamiferos. No existen tampoco en plantas
homoélogos de la familia INK4 de inhibidores de CDKs que controlan
la transicién de dormancia a proliferaciéon en animales.

Mientras que la activacién del complejo CDK-ciclina producida
por defosforilacién de T14 e Y15 es rapida y su inhibicién relativa-
mente inestable, la inhibicién de CDKs por inhibidores depende de
la induccién de su previa transcripcion. Por ello, esta respuesta es
lenta aunque, en plantas, la represion de la actividad del complejo
CDK-ciclina por KRPs puede ser mas rapida que la que se produce
por la ruta analoga en animales. Ello se debe a que en plantas exis-
ten KRPs inmovilizados que pueden ser rapidamente liberados cuan-
do se requiera. El estado de quiescencia que se produce por esta via
es practicamente permanente, a diferencia de los frenados que se
producen por la via de rutas de chequeo que veremos mas adelante.

4. LAS CDKS DE PLANTAS

Existen mas de 50 CDKs diferentes en plantas, agrupadas en seis
grupos (Tabla 1). Su presencia en el ciclo viene senalada en la Fig. 4.

4.1. CDKs tipo A

En Arabidopsis existe un solo gen para la CDK tipo A. La quinasa
contiene la secuencia canénica PSTAIRE y controla varias de las tran-
siciones del ciclo celular, incluyendo la de iniciacién de proliferacién
(GO a G1) (11). En realidad, su presencia es un marcador selectivo de
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proliferacién, ya que esta quinasa no esta presente en células dur-
mientes. Existen variantes de la CDKA, con actividades diferenciales
a lo largo del ciclo celular (12, 13) y, si bien la propia CDKA es cons-
titutiva, su actividad en el ciclo celular se incrementa en G1 y G2.

Durante la activacién de proliferacion, CDKA se asocia a las ci-
clinas D1;1 y D1,3 y fosforila in vitro la proteina RB (retinoblasto-
ma) que controla la transiciéon GO a G1. Aunque la ausencia de esta
proteina produce un raro tumor de retina en nifios, RB se encuentra
también y tiene una funcién anéloga en plantas (13). El heterodime-
ro CDKA-ciclina D se une al factor de procesividad de la DNA poli-
merasa & conocido como PCNA (14). Su liberacién deja via libre a la
participacion de PCNA en la replicacion.

TaBLa 1. CDKs de Arabidopsis thaliana (7, 8, 11)*

tipo | numero | Caracteristicas

CDKs A 1 a) constitutiva, pero actividad en G1 y G2 (11)
b) PSTAIRE, ortéloga de CDK1 y 2 humanas

¢) GO/G1: fosforila y libera RB (13) y se disocia de
PCNA (14)

B 4 a) sintesis bajo control transcripcional en G2 (11, 12)
b) dos subgrupos:

Bl (PPTALRE) y

B2 (PPTTLRE)

C 2 a) regula transcripcién (15)
b) PITAIRE ~ CDK9 humana (aunque esta PITALRE)
c¢) actividad en G1/S

D 3 (2-4) | a) CAKs triméricas (2, 3)

b) ortéloga CDK7 humana

c) fosforila CDKs y RNA pol II
d) la D;2 regula replicacion

E 1 a) en alfalfa, no en Arabidopsis
b) SPTAIRE
F 1 a) CAK monomérica

b) ortéloga de la de levaduras (6)
c) solo fosforila CDKs

(*) Los numeros entre paréntesis corresponden a referencias bibliograficas.
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TaBra 2. Ciclinas y otras subunidades de CDKs en plantas (8)*

tipo | nimero | caracteristicas subtipos

Ciclinas A 10 a) presentes en Sy G2 (16) Al - A3
b) NLS alrededor de la «caja»
¢) no se degradan en anafase

B 9 a) Sintesis en G2 por elemento B1 - B3
Myb en sus promotores (17)

b) BI1 en condensacién cromosémica
y ciclo microtubular (18)

¢) La degradacién de B2 en la media
profase coincide con inicio de
la parte irreversible de mitosis (19)

D 10 a) ciclinas G1 (23), aunque la D3;1 D1-D7
también en G2

b) GO/G1: interaccién con RB
¢) labilidad por secuencias PEST

H 7 a) se ensambla con CAKs triméricas,
es decir, con CDKs tipo D (2)

P 7 a) Ortologas de la ciclina PHO80
de levaduras que controla GO/G1

T a) Se asocian a CDKC para activar
RNA pol II (15)

Otras CKS |2 a) acoplan otras moléculas a CDKs,
sub- ampliando asi sus sustratos
unidades b) esenciales para proliferacion en
de CDKs plantas (24)

KRP |7 a) inhibidores de CDKs (10)

b) ortélogos de p27Kipl humana
¢) KRP1 y 2 en endorreduplicacion

(*) Los numeros entre paréntesis corresponden a referencias bibliograficas.

4.2. CDKs tipo B o mitéticas
Existen, ademas, dos grupos de CDK tipo B o mitéticas, es-

pecificas de plantas (Tabla 1 y la mitad superior de la Fig. 4). Las
siete CDKBs presentes en Arabidopsis thaliana se agrupan en dos
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subclases: CDK tipo B1 (cuyo motivo es PPTALRE) y CDK tipo B2
(PPTTLRE) (11), previamente descritas en alfalfa como D y F, res-

pectivamente (12). Su presencia en el ciclo viene sefialada en la
Figura 4.

Es llamativo, por lo excepcional, que la sintesis de las CDKs tipo B
esté restringida a G2 y a la temprana mitosis, porque ello significa
que estas CDKs estan reguladas a nivel de transcripciéon, un nivel
al que, en levaduras y células animales, s6lo estan sujetas las ciclinas.

CDKs de plantas

G1 M[>

CDKA {PSTAIRE)
E CDKB1 weraLre)
g CDKB2 ipprTLaE)
Ciclinas de plantas

cieinas o[ 89 ]

Ciclinas A

c I

Ficura 4. Presencia de las distintas CDKs y de los distintos subtipos de ciclinas
responsables de la progresion del ciclo celular en plantas. En las CDKs, entre
paréntesis, las secuencias responsables de su ensamblaje con ciclinas.
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4.3. CDKs no especificas del ciclo proliferativo

En primer lugar estan las que activan CDKs, es decir, las llama-
das CAKs (Tabla 1), que han sido comentadas mas arriba.

Aparte de las CAKS, existe en plantas una quinasa conocida como
CDK tipo C que posee PITAIRE como motivo de interaccién con
ciclinas y estda implicada en la regulacion de transcripcion (15). Se
considera homoéloga funcional de la CDK9 humana, aunque ésta
posee una secuencia distinta (PITALRE).

5. LAS CICLINAS DE PLANTAS

En plantas existen mas de 60 ciclinas pertenecientes a siete tipos
diferentes. Muchas, pero no todas, son responsables de la culmina-
cion de las distintas transiciones entre distintas fases consecutivas
del ciclo proliferativo (Tabla 2). Su presencia en el ciclo celular de
plantas esta recogida en la Figura 4, debajo de los datos referentes
a las CDKs, con las que han de interaccionar para activarlas.

5.1. Ciclinas tipo A

Existen 10 ciclinas tipo A en Arabidopsis, agrupables en tres sub-
tipos (A1-3). Dos pertenecen al subtipo Al, mientras que los subti-
pos 2 y 3 poseen cuatro ciclinas cada uno (16).

Las ciclinas A3 son las que poseen un dominio N-terminal mas
corto y las que se expresan mas temprano en el ciclo celular, en la
transicién G1 a S. Mientras que en tabaco la ciclina A3,2 pudiera
estar relacionada con la iniciaciéon de la replicacion, la ciclina A3,1
podria controlar la elongacién de las cadenas nacientes (Fig. 4). Por
otra parte, las ciclinas tipo Al y A2 comienzan su actividad hacia la
mitad del periodo S (8, 12), y aunque podrian controlar el encendido
de origenes tardios de replicaciéon, lo probado es que controlan G2
y la iniciacién de la mitosis. Por ultimo, estas dos ultimas ciclinas
sOlo se asocian in vitro con la subunidad catalitica CDKA (16).
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5.2. Las ciclinas tipo B o mitéticas

Este grupo de ciclinas consta de nueve miembros en Arabidopsis.
Existen dos subtipos principales: B1 y B2, con cuatro miembros
cada una y otra ciclina para la que se ha propuesto crear una nueva
subclase, la B3, en base a sus diferencias en estructura primaria con
las anteriores (7). Las ciclinas mitéticas hacen su aparicién entre
finales del S y G2 (Fig. 4). La activaciéon de la transcripcion de las
ciclinas B de plantas est4 basada en el reconocimiento, por factores
de transcripciéon que recuerdan a los Myb de animales, de un motivo
consenso formado por 9 pares de bases, conocido como MSA (Mito-
sis-Specific Activator). Esta secuencia esta también presente en algu-
na otra proteina mitética como, por ejemplo, en las quinesinas (17).
Ello puede explicar la coordinacién de la transcripcion de proteinas
de las que depende la iniciacién de la mitosis en la célula vegetal.

En cuanto a las ciclinas B1, existen cuatro diferentes. Al menos
la expresién de la ciclina B1;2, aunque no la de la B1;1, es un po-
tente inductor de la transiciéon G2-mitosis en el ciclo celular. Asi, la
expresion ectépica de ciclina B1;2 permite que los tricomas foliares
mantengan un ciclo proliferativo convencional, con sus células di-
ploides, en lugar de llevar a cabo ciclos abreviados, sin mitosis, que
les hace llegar a ser politénicas por el proceso conocido como endo-
rreduplicacion.

Las ciclinas B1 parecen tener un papel clave en el ciclo microtu-
bular responsable de la divisién citoplasmica que es especifica de
plantas. Asi, esta ciclina se localiza en la banda preprofasica micro-
tubular ademdas de encontrarse en la envoltura nuclear, antes de su
rotura en prometafase, y en los cromosomas mitéticos condensa-
dos (18). La expresion ectépica de la ciclina B1 adelanta la desapa-
riciéon de la banda preprofasica de microtibulos que marca el co-
mienzo de la profase. Ademas, el bloqueo de la degradacién de toda
la ciclina B1 presente en la célula, como consecuencia de una mu-
tacion en su «caja de destruccion», impide la formacion del fragmo-
plasto (18). Ello induce una alteracién en la mitosis, conocida como
endomitosis, en las que las cromatidas hermanas acaban de segre-
garse por sus centréomeros dando lugar a cromosomas hijos que se
mantienen dentro de un mismo ntcleo, duplicindose su niimero. El
contenido en la ciclina B1 sigue incrementandose hasta metafase, y
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las células acumuladas en metafase presentan su contenido alto de
ciclina B1 (18).

En cuanto a las ciclinas que pertenecen al grupo B2, nuestro
grupo, en colaboracién con otros dos también europeos (el del pro-
fesor Heberle-Bors del Biozentrum de la Universidad de Viena y el
del doctor Bogre del Royal Holloway, de la Universidad de Londres),
ha estudiado la funcién de la ciclina B2; 2 en la transicién G2-pro-
fase (19).

La expresién ectépica de ciclina B2;2 adelanta la entrada en
mitosis, definida como iniciaciéon de condensacién cromosémica. De
forma analoga a lo que ocurre con la ciclina B1, la carencia de
ciclina B2 impide la transiciéon de G2 a mitosis (65; 85). Los conte-
nidos, pues, en ciclinas B1 y B2 actian en la célula vegetal como
factores limitantes para la entrada en mitosis, como corresponde a
su papel como reguladores positivos de G2.

La ciclina B2;2 de la célula se comporta siempre como una pro-
teina intranuclear. El seguimiento de una construccién ciclina B2;2-
proteina verde fluorescente demostré que esta ciclina es estable a
partir de un cierto momento en G1 y asi se mantiene durante S y G2.
Su degradacion tiene lugar en profase, mientras que su expresién
ectépica durante metafase interfiere con el alineamiento de los cro-
mosomas en la placa ecuatorial (19). Su expresion ectépica también
adelanta la entrada en mitosis en células en las que se ha activado
la ruta de chequeo G2 por inhibicién de la topoisomerasa II, impi-
diendo la resolucién de catenaciones producidas durante la indivi-
dualizacién cromosémica premitética (20).

En la profase temprana de todas las células eucariéticas ocurre
un fenémeno tnico en el ciclo celular: la condensaciéon cromosémi-
ca que se observa en la media profase puede revertirse hasta el nivel
observado en interfase tanto en mamiferos (21) como en plantas, en
éstas concretamente cuando se inhibe la sintesis simultanea de pro-
teinas (22). La presencia en la profase media de la ciclina B2 en la
célula vegetal y de su homologo funcional, la ciclina A, en animales
puede ser responsable de dicha reversibilidad. Una vez que estas
ciclinas desaparecen, las profases estan comprometidas de forma
irreversible, a continuar la profase y metafase.
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5.3. Ciclinas tipo D

Las ciclinas tipo D son ortélogas de las tipo D de mamiferos vy,
como ellas, son intermediarios a través de los cuales se ejerce el
control social de la proliferacién en una célula en la transicién entre
dormancia y proliferacion. Son ciclinas que estan presentes en Gl.
Existen 10 ciclinas D, pertenecientes a siete subtipos (D1-D7) (7, 23).
Una caracteristica que las ciclinas D de plantas que tienen en comun
con las G1 de levaduras es la presencia de secuencias PEST (prolina,
acido glutamico, serina y treonina) que las hace ser dianas de enzi-
mas proteoliticas. La degradacién de las ciclinas D ocurre en el
proteasoma, previo su marcado con poli-ubicuitina, mediado por la
ubicuitin ligasa E3 conocida como SCF, que es de presencia consti-
tutiva en el ciclo celular.

Complejos CDK-Ciclina en células humanas

HEl s ¢ [r

CDK 2/1

| s

CDK 4/6 (a) CDK 1

MPF
a) Sin homdlogo en Arabidopsis

b) La ciclina B2;2 de plantas es su homdloga (Weingariner et al. 2003}

Ficura 5. Heterodimeros CDK-ciclina en relacion a las distintas transiciones del
ciclo celular en células humanas. De alguna de las CDKs y ciclinas no existen
homdlogos en plantas.

Las ciclinas D activan especificamente la subunidad catalitica de
la CDK tipo A, con la que se ensamblan.
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Uno de los rasgos de las ciclinas D, que comparten con las hu-
manas, es que casi todas (la D4;2 y 6 y, parcialmente, la D5;1
son excepciones) poseen en su region amino-terminal la secuencia
LXCXE (donde X es cualquier aminoacido esencial; L, C y E corres-
ponden a leucina, cisteina y 4cido glutamico, respectivamente) que
las permite asociarse al homélogo que poseen las plantas de la pro-
teina RB (retinoblastoma) (13).

En las células animales se conocen los heterodimeros CDK-cicli-
na correspondiente a cada transicién del ciclo celular. Ellas apare-
cen en la Figura 5.

Aunque no existe un conocimiento preciso de las subunidades
que forman los heterodimeros correspondientes en plantas, la Figu-
ra 6 recoge lo que se conoce y lo que se puede deducir de la presen-
cia de ambas subunidades de la CDK activa en las células vegetales.

Complejos CDK-Ciclina en células de plantas

G1 M[>

CDK B1

CDK B1

MPF
Ciclina B1

CDK B2

Ficura 6. Presencia de las distintos heterodimeros CDK-ciclinas en el ciclo
celular de células vegetales. Estas células carecen de un homdlogo de la ciclina E
humana que opera en la iniciacion de proliferacion (comienzo del periodo S). Se
postula que la oscilacion entre las distintas ciclinas D o el cambio de una a otra
puede hacer ese papel en la célula de plantas. La especial complejidad del control
de G2 y temprana mitosis en plantas queda de manifiesto por la existencia de tres
heterodimeros distintos. La CDK2-ciclina B2 es el homdlogo funcional del CCDKI1/
2-ciclina A humano. No se sabe bien si la asociacion de CDKBI a ciclina A o a

ciclina Bl solapan en el tiempo u ocurren en secuencia.
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5.4. Ciclinas de plantas no relacionadas directamente
con el ciclo

Ademas de las ciclinas con funcién directa sobre la aceleracién
del ciclo celular en distintas regiones del ciclo celular en plantas, en
ellas existe —como en animales— la ciclina H (Tabla 2) que interac-
ciona con las CAK tipo D (2, 3) (Tabla 1).

En plantas, ademas, existen otras ciclinas como las T que se unen
a la CDKC y acttian en el control de la transcripcion (15) y las siete
ciclinas tipo P, recientemente descritas en Arabidopsis, que inter-
accionan con la CDKA;1 pero que se expresan también en tejidos
en diferenciacién y maduros. Estas ciclinas comparten una regién
central de 100 aminoacidos de su «caja de ciclina» con la presente
en ciclinas G1 de Tripanosomas y en la ciclina PHO80 de S. cerevi-
siae (5). De nuevo, estas ciclinas P refuerzan la teoria de la transfe-
rencia de paquetes de genes de levaduras al genoma de plantas,
relacionada con una simbiosis ocasional, semejante a la descrita por
incorporacion del genoma de bacterias a otros genomas eucarioticos
y que seria una via de evolucion para éstos ultimos, segiin una pro-
puesta muy a tener en cuenta (4).

6. OTRAS SUBUNIDADES DE LOS COMPLEJOS
CDK-CICLINAS

Existe una subunidad de los complejos CDK-ciclina conocida
como CKS (CdK Subunit) que presenta tal afinidad por la CDK que
se usa como cebo en las columnas que permiten el aislamiento de la
subunidad catalitica de las CDKs. Se cree que sirve como adaptado-
ra de sustratos potenciales de las quinasas dependientes de ciclina y
de otras posibles proteinas reguladoras.

Se han descrito dos CKSs (1 y 2) en Arabidopsis (Tabla 2). Ambas
carecen de los extremos amino y carboxi terminal que caracterizan
a las CKSs de levaduras. Hoy se sabe que estas subunidades son
esenciales para la proliferacién celular en plantas (24).

Finalmente, la célula vegetal cuenta también con los inhibidores
fisiol6gicos de CDKs conocidos como KRP (Kip-Related Proteins),
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arriba comentados (10) cuya asociaciéon con los dimeros CDK-cicli-
na, los inactiva.

La expresion del ortélogo p27, en células humanas, tiene la pe-
culiaridad de ser activada por la sefial antimitogénica producida por
TGF-B (Transcription Growth Factor B), pero no por la proteina su-
presora tumoral p53, lo que es compatible con la eficacia de p27
(Kipl) en el entorno libre de p53 que caracteriza a las células de
plantas (25).

Dos de los siete KRPs, concretamente el 1 y 2, se encuentran
en tejidos en los que se produce endorreduplicacién, como ocurre en
los tricomas que se desarrollan en las hojas de Arabidopsis.

7. LAS RUTAS DE CHEQUEO, MECANISMOS QUE FRENAN
LA PROGRESION DEL CICLO CELULAR

El grupo de Hartwell, trabajando en S. cerevisiae, da un paso
decisivo en la comprension del ciclo celular al descubrir que la ca-
rencia de un gen, el llamado RAD9Y, en lugar de interrumpir la pro-
gresion de la célula hacia etapas mas tardias del ciclo celular, per-
mite la entrada anticipada en etapas posteriores del ciclo antes de
que su ADN esté totalmente replicado y reparado o, lo que es lo
mismo, antes que la célula se encuentra debidamente preparada para
su entrada en mitosis (26).

El gen RAD9 es cabeza de serie de unos reguladores de ciclo que
fueron bautizados como genes de chequeo y, también, genes de
control por retroalimentacién. En células humanas forman un
subgrupo de los llamados supresores tumorales, que incluyen otros
genes que activan un programa de suicidio celular o apoptosis. To-
dos ellos evitan la propagacion de células con informacién genética
deteriorada.

Los genes de chequeo que frenan la progresion del ciclo son
reguladores negativos de la proliferacién. Son genes recesivos. Su
actividad sélo se interrumpe en las células somaéticas diploides cuan-
do faltan o son disfuncionales las dos copias situadas en el par de
cromosomas homologos.
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Existen, al menos, seis regiones del ciclo donde operan los genes
de chequeo comprobando la idoneidad de una célula para afrontar
una transicién irreversible a una fase posterior del ciclo, frendndola
si la célula carece de algtin requisito imprescindible (Fig. 7). Dos de
estas regiones —la situada al principio del G1 y la situada en G2—,
permiten la entrada y la salida del ciclo, respectivamente, cuando las
condiciones valoradas por las correspondientes rutas de chequeo asi
lo aconsejan.

Regulacion del ciclo celular

por rutas de chequeo en plantas Py
G0,2 de?ﬂus.u

Er‘iEGqéJBﬂ

Ini:ir}aciﬁﬂ__
de prodiferacion B inicia
inicia replicacian
replicacin tardia

salida 8
dormancia

o AT

Zona de
FEVErSIan

Ficura 7. Distintas rutas de chequeo en el ciclo celular de plantas. Las flecha al
principio de G1 y G2 serialan la iniciacion de proliferacion y la salida a dorman-
cia guardadas por las correspondientes rutas de chequeo que responden tanto a
seriales intracelulares como a las extracelulares. Las sefiales de idoneidad intrace-
lulares son por tanto especificas para una célula concreta frente una transicion
irreversible especifica entre fases consecutivas del ciclo. También se sefialan esta
figura la zona de reversion situada entre el tardio G2 vy la primera parte de la
profase, en respuesta a condiciones ambientales o internas desfavorables para
llevar a cabo meta- y anafase. La reversibilidad de la profase parece desaparecer
con la degradacion de la ciclina B2;2 en plantas y con la ciclina A en humanos.

Es una observaciéon normal que idénticas rutas de chequeo po-
sean distintos niveles de restriccion en diferentes especies, depen-
diendo del entorno genémico de dichos genes de chequeo. Asi,
la region de chequeo G2 es la mas estricta de todas en plantas y
S. pombe mientras que, por el contrario, en mamiferos y S. cerevisiae
el control mas estricto es el responsable de la iniciacion de prolife-

racion.
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8. FUNCIONES Y BASES MOLECULARES DE LAS RUTAS
DE CHEQUEO

Las posibilidades de modulacién de la CDK permiten hacerse
una idea de cémo la célula puede conseguir frenar el reloj de la
proliferacién basado en CDK-ciclinas (27).

Los genes de chequeo permiten a la célula responder al control
social o juego de sefiales de caracter mitogénico o antimitogénico
producidas por otras células del mismo tejido o por otros tejidos so-
bre la conveniencia o no de iniciar —o en su caso continuar— el ciclo
de division. Este tipo de chequeo se suele ejercer en la transicion GO
a G1, a través de la llamada ruta del retinoblastoma (Fig. 8) aunque
en plantas la entrada a ciclo se lleva a cabo también entre G0,2 y G2.

Los genes de chequeo que actian dentro ya del ciclo celular lo
hacen en respuesta a un sistema de retroalimentacién que les permi-
te conocer, a nivel de cada célula individual, su adecuacién para
llevar a cabo una transicién entre fases. La region del ciclo en la que
una célula interrumpe su progresion al fallar la funcién de un gen
regulador positivo se llama punto de control. Por el contrario, la
region en la que se frena la progresién hacia una fase posterior del
ciclo celular se llama punto de chequeo.

Si la interrupcion del ciclo celular se debe a la carencia de un re-
gulador positivo la parada que se produce en el ciclo es permanente.
Por el contrario, si dicha parada se debe a la actividad de un regula-
dor negativo del ciclo proliferativo es sélo transitoria. La disfuncién
de una proteina represora, de chequeo, permite —después de un tiem-
po— la entrada de la célula a la fase siguiente del ciclo celular cuando
adn no se encuentra preparada para culminar con éxito los procesos
que habra de llevar a cabo en la fase siguiente (26). Este proceso se
conoce como «adaptacién» a rutas de chequeo.

Adaptacién a chequeo es un término aceptado, pero que resul-
ta equivoco. Este mecanismo lo que realmente permite es realizar
una transicion irreversible a una fase posterior del ciclo sin que la
célula esté preparada. Un paradigma de este proceso viene dado por
la entrada en mitosis de células con ADN sélo parcialmente replica-
do o ya replicado pero con dafio no reparado. La consecuencia de la
adaptacion a chequeo, en este caso, dara lugar a lo que se conoce
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como mitosis prematura, en el sentido de que tiene lugar antes de
que el ADN de la célula esté preparado. Siguiendo con este ejemplo
concreto, la tensién anafasica de los cinetocoros migrando hacia
polos opuestos del huso y la segregaciéon de las cromatidas hermanas
producira la aparicién de roturas en los brazos cromosémicos que
originaran aneuploidias, por pérdida de fragmentos cromosémicos
acéntricos.

Las rutas de chequeo son las responsables de mantener inva-
riable la secuencia de las fases del ciclo proliferativo. Estan for-
madas por cadenas enzimaticas de transmision de sefnales. Constan,
en primer lugar, de una proteina sensora que valora el estado de
componentes internos de la célula o de senales extracelulares sobre
lo adecuado de iniciar o continuar proliferacion.

Para cada ruta de chequeo existen al menos dos dianas distintas.
La primera activa el proceso que falta por completar a la célula para
enfrentarse sin riesgo a un salto de fase. La segunda diana es el
propio complejo CDK-ciclina que controla la transicién especifica de
la célula a la etapa siguiente del ciclo, en este caso para frenar
su activacion (27) y con ello retrasar en el tiempo la transicién de
riesgo que debe evitarse. Este es un mecanismo post-transcripcional,
independiente de la iniciacién de transcripcién de nuevas proteinas
en la célula.

Las cadenas de transduccién de senales en humanos son dos. La
primera se inicia con la quinasa temprana ATM, mutada en el sin-
drome conocido como Ataxia-telangiectasia en el hombre, uno de los
sindromes que conllevan inestabilidad genémica y, como consecuen-
cia, alto riesgo de desarrollo de tumores. Un ortélogo de este gen
estd también presente en Arabidopsis (28). Esta cadena acaba en la
quinasa efectora Chk2 (Checkpoint Kinase 2). La otra ruta de trans-
duccién de senales comienza en la quinasa ATR (ATM and Rad3-
Related kinase) y acaba en la quinasa Chkl. La quinasa de esta se-
gunda ruta también esta presente en Arabidopsis (29).

En plantas, la quinasa ATM fosforila proteinas responsables de la
reparacion del ADN dafiado y también otras que controlan el ciclo
celular, mientras que la quinasa ATR parece ser la responsable de las
rutas de chequeo que dentro del periodo S son capaces de frenarlo
cuando existe una deplecién en nucleétidos producida por un fallo en
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la ribonucledtido-reductasa, asi como del chequeo en G2 que se acti-
va una vez que ha ocurrido la adaptacién a los chequeos intra-S (29).

La célula vegetal también posee un homélogo de la molécula
adaptadora BRCA1 (Breast Cancer 1) que se halla mutada en una
parte de los canceres de mama hereditarios. Esta molécula, en el
hombre, sirve como plataforma de ensamblaje para complejos en los
que intervienen varias de las proteinas de chequeo y las responsables
de reparacién en animales (30). Se supone que tiene un papel ana-
logo en la célula vegetal.

Las rutas de chequeo comparten con las redes neuronales propie-
dades tales como la de ampliar una sefial intracelular de riesgo hasta
llegar a un nivel eficaz para que dicha sefial pueda inducir la inte-
rrupcion del ciclo. Se considera que esto es debido a la existencia de
rutas redundantes. El fenémeno de adaptacion a rutas de chequeo
(apartado 11) tiene también su correlato en las redes neuronales, en
las que sefiales que se producen de forma continua se comportan
como si, pasado algiin tiempo, dejaran de «ser oidas» por la célula.
Las rutas de chequeo son también capaces de computar sefiales de
signo diferentes, como puede ser el contenido de ciclina B2;2 y la
existencia de dafno no reparado en G2 para producir un resultado
final Ginico, de signo positivo (mitogénico) o negativo que permita o
frene la entrada en mitosis, respectivamente (31).

9. LA DISPENSABILIDAD DE LAS RUTAS DE CHEQUEO

Como se puede suponer, en el caso de que no exista ninguin tipo
de dafio intracelular o riesgo, la presencia o no de rutas de chequeo
en la célula es irrelevante. La carencia de rutas de chequeo en las
primeras divisiones cigéticas se ha justificado por el hecho de que
los genomas implicados en ellas acaban de pasar una prueba ex-
haustiva de correcciéon de errores en la meiosis inmediatamente
anterior, durante recombinacién entre los homodlogos del bivalente.

Sin embargo, hemos hallado que la estimulacién de proliferacién
en los primordios durmientes de la raiz presentes en el bulbo de
cebolla no lleva a la induccién simultanea de las rutas de chequeo.
No hay indicio alguno de la existencia de retraso en la aparicién de
las primeras mitosis producido en respuesta a radiacién ionizante.
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Esta carencia se confirma, ademads, por la mayor frecuencia de
microntcleos, testigos de la existencia de fragmentos acéntricos en
mitosis previas (32). Se puede concluir que, ante condiciones fisio-
l6gicas adecuadas para iniciar proliferacién en raices durmientes, la
activacion rapida de rutas metabdlicas basicas es prioritaria y mas
temprana que la implantacién de las rutas de chequeo.

10. EL CHEQUEO DE LA INICIACION DE PROLIFERACION

A pesar del relativamente bajo nivel de restricciéon de la ruta de
chequeo que controla la transicién de GO a G1 en relacién a la que
controla la transicién de G2 a mitosis en plantas, la llamada ruta del
retinoblastoma que controla esta importante decisiéon en las células
animales, también opera en plantas.

Chequeo GO—G1—5
Ruta del Retinoblastoma (RB)

Pw
f.\f@ PCHA
[acthva)

FiGura 8. Chequeo de la entrada en proliferacion o paso Go a Gl, asi como de la
iniciacion de replicacion (paso G1 a S). En GO la proteina retinoblastoma (RB)
mantiene secuestrado el factor de transcripcion E2F. La fosforilacién de RB libera
al factor E2F que dimeriza y permite la transcripcion de proteinas requeridas para
iniciar replicacion. Sin embargo, la entrada en S exige, ademads, la remocion de
KRP, un inhibidor de las CDKs que mantiene secuestrado al PCNA o factor de
procesividad de la DNA polimerasa &.
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El grupo del profesor Crisanto Gutiérrez, de la Universidad Au-
tonoma de Madrid, ha jugado una parte muy importante en el des-
cubrimiento del homélogo de la proteina retinoblastoma y de su
papel en plantas (13), asi como de la asociacién «interesada» de
geminivirus a ella, para asi activar la proliferacion de la célula para
que les sirva de soporte.

La CDKA o subunidad catalitica de la quinasa constitutiva de
plantas interviene en la iniciaciéon de proliferacién asociada al me-
nos a la ciclina D2 (Fig. 8), aunque el ensamblaje de la CDKA con
las ciclinas D1;1 y D1;3 también fosforila in vitro la proteina RB.

Como vemos en la misma Figura 8, la liberacién del factor de
transcripcién E2F y su dimerizacién a cargo de DP (33) produce la ac-
tivacion de la transcripcion de genes requeridos para la iniciaciéon de
replicacién de ADN. Un segundo paso para permitir la replicacién del
ADN nuclear se produce al liberar al PCNA de su asociaciéon a RB (14),
asi como la degradaciéon de KRPs, el inhibidor de CDKs que es el
homoélogo en plantas del inhibidor de CDKs p27 (Kip1) humano (10).
Con ello se pone en marcha la sintesis de proteinas responsables de la
replicacién en la célula vegetal y la propia replicacion.

11. EL CHEQUEO DE LA ELONGACION
DEL DNA NACIENTE

Una vez iniciada la replicacién del ADN, existen dos regiones de
chequeo dentro del propio periodo S (Fig. 8), como ha mostrado
nuestro grupo en Allium cepa al producir una falta de nucleétidos
como consecuencia de la inhibicién del enzima ribonucleétidoreduc-
tasa por hidroxiurea (34). Estas dos regiones de chequeo dentro del
periodo S de las células vegetales coinciden con las etapas de elon-
gacioén de las cadenas de ADN de nueva sintesis, producidas bien en
origenes tempranos o en los tardios, respectivamente. Esencialmen-
te, esto ocurre también de forma semejante a lo observado en las
células de mamiferos (35).
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12. EL CHEQUEO G2

Nuestro grupo ha centrado su interés en el chequeo que, durante
el G2, frena la llegada a mitosis antes de que la célula vegetal se
encuentre en condiciones adecuadas para dicha entrada. Se trata,
pues, del control negativo de la entrada en mitosis (ver Fig. 6).

La ruta G2 integra el chequeo sobre un conjunto de circunstan-
cias que se deben producir en la tardia interfase para que la entrada
en mitosis sea segura. Dicha entrada es consecuencia de un balance
final de caracter mitogénico después de la valoracién de sefiales de
distinto signo procedentes de las distintas subrutas que se integran
en un mismo punto de chequeo.

12.1. Activacion de la ruta de chequeo G2 por la presencia
de DNA no replicado

La induccién de células multinucleadas en los meristemos es un
sistema desarrollado por el grupo del profesor doctor Gonzalo Gimé-
nez Martin, miembro correspondiente de esta Real Academia, en su
grupo de investigacion en Madrid, al que debo mi formacién y en el
que he desarrollado la mayor parte de mi carrera investigadora. Las
células multinucleadas ponen en evidencia que la entrada en mitosis
depende de la terminacion de la replicaciéon en plantas. Asi, aunque
todos los nucleos de cada una de estas células inician su replicacién
simultdneamente, aquéllos con un mayor entorno citoplasmico ter-
minan antes la replicaciéon. Los primeros se pueden llamar ntcleos
rapidos en replicacién, mientras que los tltimos serian ntcleos len-
tos (36). En estas células es posible, pues, inhibir selectivamente la
replicacién de los nucleos lentos una vez que los rapidos hayan
completado la suya. Del estudio de la ruta de chequeo G2 en plantas
se puede deducir que la presencia de nucleos lentos, atin en replica-
cién, es capaz de frenar la entrada en mitosis de los nicleos que ya
la han completado (37). Expresado de otra manera, esta condicién
activa la ruta de chequeo G2 y frena durante un cierto tiempo la
transicién a mitosis de los ntcleos que comparten el mismo entorno
citoplasmico y que ya habian completado su replicacién. La adapta-
ci6én a esta ruta de chequeo G2 se pone de manifiesto porque, des-
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pués de un retraso, todos los nucleos de la célula acaban por entrar
en mitosis, incluidos los lentos que, como atin no han completado su
replicacién, muestran roturas cromatidicas en sus cromosomas.
Entre éstos dltimos, mientras que algunos sufren la mera induccién
de condensacién cromosémica prematura, otros forman incluso su
propio huso mitético, aunque sélo los segmentos cromosémicos con
cinetocoro se anclan a él y se segregan.

12.2. Activacion de la ruta de chequeo G2
al inhibir la decatenaciéon del DNA

La topoisomerasa II es una enzima que resuelve tanto las catena-
ciones que se producen entre las dos moléculas hermanas del DNA
durante su replicacién, como las no replicativas que se producen
al azar entre moléculas proximas del DNA que se tocan de forma
fortuita (20). El empleo de ICRF-193, un inhibidor que no produce
de forma colateral roturas en las cadenas de ADN nos ha permitido
determinar que el chequeo del estado de catenacién se encuentra
también integrado en la ruta G2. Dicha ruta de chequeo comprueba
la individualizaciéon de los distintos cromosomas, consecuencia de
la resolucion de catenaciones no replicativas producidas durante la
reestructuracion de los dominios cromosémicos que tienen lugar en
preparacion para la mitosis.

12.3. La activacion de la ruta de chequeo G2 por daiio
radioinducido en el DNA

La irradiacién de meristemos, creciendo en equilibrio dinamico,
con distintas dosis de rayos X ha permitido determinar que los alar-
gamientos en la llegada a mitosis, inducidos por las rutas de chequeo
de replicacién y la de DNA en G2 son funcién lineal de la dosis de
irradiacion y, por tanto, del dafio en su DNA. Sin embargo, incluso
cuando la irradiacién se produce a dosis que no afectan al crecimien-
to de la raiz, el tiempo que pasa hasta que se produce una nueva ola
mitética es siempre insuficiente para la reparacién completa del dafio
presente en su ADN. Asi, algunas mitosis de las que forman la ola tar-
dia en relacién al momento de irradiacién presentan roturas cromati-
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dicas (38). Esta observacién prueba que la entrada en mitosis se ha
producido por adaptacion a la ruta de chequeo G2.

13. EL CHEQUEO DEL HUSO

Existe al menos una transicién dentro de la propia mitosis, la
correspondiente a la iniciacién de la anafase, que se encuentra bajo
supervision por la llamada ruta de chequeo del huso. Esta ruta,
como se describi6 en células animales, condiciona el permiso a ini-
ciar la segregacion de centrémeros en anafase a que los centrémeros
de todos los cromosomas se encuentran asociados mediante micro-
tibulos a ambos polos del huso (39).

Nuestro grupo ha demostrado que, en plantas, la ruta de chequeo
del huso, aparte de valorar el anclaje de los centrémeros de todos y
cada uno de los cromosomas a ambos polos del huso mitético, tam-
bién comprueba si todavia persiste alguna catenacion replicativa
residual entre las cromatidas hermanas, bien a nivel de los brazos
cromosémicos o de sus centrémeros.

14. LA INESTABILIDAD GENOMICA

La existencia de un paquete de células incapaces de completar su
reparacion, incluso a dosis de irradiacién que no disminuyen la
velocidad de crecimiento de la raiz (38) fue una sorpresa. Contradice
la firme creencia de que las rutas de chequeo sirven para evitar la
aparicién de inestabilidad genémica cuando, en realidad, la célu-
la que presenta en G2 dafio remanente en su ADN, aunque éste no
supere su capacidad reparativa, favorece la iniciacién de un experi-
mento en microevolucién. La célula se comporta como si su objetivo
no fuera agotar toda su capacidad de reparacién antes de que ocurra
la transicién por adaptaciéon a chequeo. En lugar de ello, la célula
parece favorecer la posibilidad de ensayar re-estructuraciones de su
genoma, a costa de la adquisicién de inestabilidad genémica.

La introduccién de una sola rotura bicatenaria de DNA en la
célula post-mitética, al principio de su nuevo ciclo, asegura la ines-
tabilidad genémica en las células que clonalmente se van a derivar
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de ella, ya que reestructuraciones genémicas inestables, seguidas de
saltos indebidos por transiciones del ciclo, hacen evolucionar a la
célula hacia un fenotipo mutador, en el que se llegan a acumular
multiples mutaciones.

La induccién de inestabilidad genémica por roturas bicatenarias
no reparadas se basa en que la recombinaciéon homodloga tiene lugar
con una frecuencia unas 100 veces mayor con las secuencias intactas
presentes en la crométida hermana que con las presentes en el cro-
mosoma homoélogo, como consecuencia de su confinamiento en
dominios no adyacentes del ntcleo. De ello se deduce que la recom-
binacion reparativa en G1 tiene lugar preferentemente por recombi-
naciéon no homologa, tolerada en la célula porque algo menos del
5 por 100 del genoma son genes que se expresan. Pero la reparacion
no homéloga suele dar lugar a cromosomas dicéntricos. Estos, a su
vez, dan lugar a puentes cromosémicos en la siguiente anafase, que
s6lo se resolveran con la produccién de una nueva rotura al azar,
algunas veces producida mecanicamente por la placa de citocinesis
en formacién, actuando como una cizalla sobre un puente cromo-
sémico. Rotura bicatenaria en nicleo Gl-reparaciéon por recombi-
nacién no homéloga-producciéon de cromosoma dicéntrico-puente
cromosémico en la anafase siguiente-rotura del puente cromosémi-
co en telofase-entrada del nicleo en G1 con otras roturas bicatena-
rias ocurridas al azar, cierran un circulo que perpetaa la inestabili-
dad genémica en las células clonalmente derivadas de la primera.

15. LA CANCELA?I(')N DE RUTAS DE CHEQUEO
POR ANALOGOS DE PURINAS

La inhibicién selectiva que cafeina y otros analogos de las puri-
nas canénicas del ADN ejercen sobre las quinasas que inician las
rutas de chequeo (ATM/ATR) explica, por un lado, la minimizacién
o parcial cancelacién de las paradas que estas rutas inducen en la
duracion del G2 en presencia de dafio en el ADN (34). Por otra parte,
y como consecuencia de lo anterior, los andlogos de bases presentes
en el ADN «potencian» las roturas cromosémicas observadas en mi-
tosis cuando se usan en G2 en combinacién o después del uso de un
agente clastogénico.
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Ahora bien, los analogos de purinas no sélo podian ser cancela-
dores universales de rutas de chequeo sino que podian inducir un
proceso mas radical, saltando indebidamente a una etapa posterior
no necesariamente la subsiguiente, como por ejemplo saltar de G1 o
del periodo S a mitosis (40). Ese salto excesivo a una fase no adya-
cente se produce en una linea celular humana en la que la expresién
de la ciclina mitética (que normalmente empieza a expresarse en
G2) se adelanta al periodo G1 o S (40).

Nuestro grupo utilizé meristemos de Allium cepa L., creciendo en
condiciones de equilibrio dindmico, para determinar cémo era la
respuesta de la célula vegetal a cafeina. En primer lugar se vio que
las células previamente retenidas por rutas de chequeo de replica-
cién, en S temprano y, después, en S medio y que habian saltado
indebidamente ambos bloqueos, llegan a G2 con contenidos de DNA
por debajo del contenido 2n4C que caracteriza a las células G2. Mas
aun, muchas de estas células alcanzan, después de un largo G2, la
mitosis, pero con cromosomas fragmentados. Estos datos sefnalan
que en los meristemos de plantas con las rutas de chequeo intactas,
el salto indebido de un bloqueo por chequeo no libra a las células
vegetales de ser nuevamente retenidas en el siguiente punto del ci-
clo, donde se produce un nuevo chequeo de idoneidad. Pero en
cualquier caso, la cafeina no induce a las células retenidas por che-
queo dentro del periodo S saltar de forma directa hasta mitosis.

Mas tarde, usando plantas transgénicas de Nicotiana tabacum
pudimos demostrar que era necesaria la induccién simultanea de la
expresion ectopica de una de las ciclinas mitéticas, concretamente la
B2;2, para que se produjera el salto de S a mitosis en presencia de
cafeina en plantas (18). Asi pues, la expresion de una ciclina concre-
ta en una etapa del ciclo celular se comporta como un mecanismo
de seguridad que evita saltos a etapas del ciclo posteriores, pero no
adyacentes.
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16. LA SALIDA DEL CICLO HACIA DORMANCIA O HACIA
APOPTOSIS: INDUCCION DE NUEVOS PATRONES
DE EXPRESION

Si una célula no es capaz de eliminar el dafio remanente que
activé la ruta de chequeo G2, cuenta todavia con otras dos opciones
alternativas a la adaptaciéon al chequeo. Pero ambas requieren la
iniciacién de un nuevo programa de transcripcién que, una vez ini-
ciado, es dificilmente reversible.

La primera de las opciones se trata de la salida de proliferacién
(G2) hacia dormancia (GO0,2), lo que se consigue mediante la sintesis
de inhibidores fisiol6gicos de los complejos CDK-ciclinas, es decir,
de una KRP de plantas (10).

La segunda opcién consiste en la iniciacién de un programa de
auto-destruccién o suicidio de la célula, conocido como apoptosis.
Nuestro grupo ha constatado que las células vegetales activan este
programa en respuesta a dafo radioinducido en su genoma. La elec-
cién entre adaptacion a la ruta de chequeo o apoptosis tiene lugar
en G2. La apoptosis se ve favorecida al incrementar la dosis de
irradiacién y, por lo tanto, el dafio en su ADN (38).

En resumen, a pesar de las diferencias comentadas, los hallazgos
correspondientes a los controles positivos y los de chequeo del ciclo
celular siguen lineas maestras semejantes en células vegetales y
animales. La secuenciaciéon del genoma de Arabidopsis thaliana y de
Oryza sativa y las herramientas moleculares hoy disponibles ponen
a nuestro alcance la posibilidad de disefiar un diagrama de interac-
ciones entre la maquinaria de chequeo de ciclo y la de reparacién del
ADN, por ejemplo, que era imposible hasta hace poco.

Los hallazgos sobre regulaciéon negativa de la proliferacién han
desembocado en el modelo actual de ciclo, en el que se integra la
existencia de un acelerador o mecanismo mitogénico, que favorece
el avance de la célula en el ciclo y, superpuesto a él, rutas de che-
queo que frenan transiciones irreversibles concretas en situaciones
de riesgo. La caducidad de estas rutas suele llevar al desarrollo de
inestabilidad genémica en una fraccién de las células inicialmente
frenadas.
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RESUMEN

La presente revision contempla diferentes aspectos de la micosis producida por
Verticillium fungicola en los cultivos comerciales de Agaricus bisporus o champi-
nén. Las diferentes interacciones producidas por la estructura quimica caracteris-
tica de las paredes celulares de ambos organismos: a) la adhesién inespecifica
debida a la presencia de la proteina hidrofobina en las tres clases de paredes
celulares estudiadas (micelios vegetativo y agregado de A. bisporus y micelio de
V. fungicola), b) el reconocimiento y unién especificos entre el polisacarido gluco-
galactomanano de las paredes celulares de V. fungicola y la glicoproteina lectina
del micelio agregado de A. bisporus, y c) finalmente la degradacién enzimatica
selectiva de las paredes celulares del micelio agregado o carpéforos de este tltimo
organismo por las enzimas liticas de V. fungicola, constituyen los puntos desarro-
llados.

Palabras clave: Micoparasitismo.—Verticillium fungicola.—Agaricus bisporus.—

Pared celular.—Polisacaridos.—Glucogalactomanano.—Proteinas.—Hidrofobina.—
Lectina.—Enzimas liticos.
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SUMMARY

The Verticillium fungicola mycoparasitism on the Agaricus bisporus fruit
bodies: the Verticillium disease or «dry bubble» of mushrooms

The present review describes different aspects of the mycosis produced by
Verticillium fungicola on the industrial cultures of Agaricus bisporus or common
white buttom mushroom. The different interactions produced by the characteristic
chemical structure of the cell walls of both organisms: a) the unspecific adhesion
due to the presence of the protein hydrophobin in the three kinds of cell walls
studied (A. bisporus vegetative and aggregated mycelia and V. fungicola mycelium),
b) the specific recognition and binding between the polysaccharide glucogalacto-
mannan from the V. fungicola cell walls with the A. bisporus aggregated mycelium
glycoprotein lectin, and c) finally the selective enzymatic degradation of the fruit
body cell walls of this last organism by the V. fungicola lytic enzymes, constitute
the points developed.

Key words: Mycoparasitism.—Verticillium fungicola.—Agaricus bisporus.—Cell
wall.—Polysaccharides.—Glucogalactomannan.—Proteins.—Hydrophobin.—Lec-
tin.—Lytic enzymes.

INTRODUCCION

El micoparasitismo verticiliosis o «mole seca» de los cultivos
industriales de champifiéon es la micosis producida por el hongo
Hifomiceto Verticillium fungicola (Preuss, Hassebrauk) sobre el mi-
celio agregado de los carpoforos (cuerpos fructiferos o setas) del
hongo Basidiomiceto Agaricus bisporus (Lange, Imbach).

Esta enfermedad puede llegar a destruir una cosecha en dos o
tres semanas, lo que representa un grave problema econémico den-
tro del sector, alcanzandose anualmente en el mundo pérdidas de
varios cientos de millones de euros. La micosis que nos ocupa ha
tratado de controlarse introduciendo medidas de higiene tanto en las
instalaciones como en el personal cultivador, asi como mediante la
aplicaciéon rutinaria de fungicidas como el Procloraz-Mn, pero es
dificil encontrar sustancias quimicas selectivas que destruyan o in-
hiban al micopatégeno sin afectar al menos en parte al hospedador,
dada la circunstancia de que ambos organismos pertenecen al reino
de los hongos. A lo largo de la altima década se ha podido observar
una mayor incidencia de verticiliosis en los cultivos industriales de
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champinén en Espafia, a pesar del consiguiente uso preventivo del
Procloraz-Mn, lo que sugiere el desarrollo de una posible resistencia
por parte del micopatégeno frente al fungicida (1).

El sindrome de la micosis en los cultivos industriales de champi-
noén se asocia a tres tipos de sintomas dependiendo de la etapa de
desarrollo del carpéforo en que se produzca la infeccion (2, 3). Cuan-
do los cultivos se infectan en una etapa temprana de su desarrollo, en
la fase de primordio, en lugar de champifiones aparecen unas masas
esféricas de tejido micelial donde no existe diferenciacién entre pie,
sombrerillo y laminillas, que se denominan «bolas o mole seca». Si los
cultivos son afectados en una fase mas avanzada de dicho desarrollo
de los champifiones, cuando ya existe diferenciaciéon entre estipite y
pileo, aparecen claras deformaciones al arquearse primeramente el
pie, lo que se conoce con el nombre de «pie o labio de liebre», debido
a que las hifas afectadas han detenido su crecimiento mientras que las
no infectadas contintian su crecimiento apical. Finalmente cuando se
infectan los carpéforos completamente diferenciados aparecen en su
superficie unas «manchas o moteado» de color pardo junto con lesio-
nes necroéticas, debido a la penetracion del parasito dentro de la masa
micelial de los carpéforos (Fig. 1).

Pier o Labei ol Bz b Muisteado ded sombeer (e

Ficura 1. Sintomas de la verticiliosis o «mole seca» de los cultivos industriales
de champiiién. Fuente: Ref. 3.
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Gracias a los estudios realizados mediante microscopia electréni-
ca se ha podido demostrar recientemente que el micopatégeno se
desarrolla tanto inter- como intracelularmente (Fig. 2) en las hifas
del micelio agregado de dichos carpoforos de A. bisporus (4-6). La
fase visible del proceso infectivo se debe a la secreciéon de enzimas
extracelulares por parte de V. fungicola que conduce finalmente a la
necrosis de los citados carpoéforos de A. bisporus (7-9). Estas enzi-
mas han sido estudiadas por Calonje et al. (5) y entre ellas se han
identificado exo- y endopolisacaridasas y proteasas, algunas de las
cuales incrementan su produccién en presencia de las paredes celu-
lares del micelio agregado del hospedador A. bisporus (5).
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FiGUurA 2. Interaccion entre el micopatégeno V. fungicola y su hospedador
A. bisporus observada en el microscopio electréonico de transmision. Las barras
corresponden a 2 um, 0,5 wm y 0,5 wm respectivamente. Fuente: Ref. 6.

Pero antes de que aparezcan los sintomas evidentes de la infec-
cidn, parecen existir interacciones celulares y moleculares especifi-
cas entre el micopatégeno y el hospedador, de forma semejante a
como ha sido descrito en otros casos de micoparasitismo (10), de tal
manera que primero se produciria una adhesién méas o menos ines-
pecifica entre ellos, a la que seguiria un reconocimiento y/o unién
especificos, cuando se trata de organismos compatibles.
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En el caso del micelio vegetativo de A. bisporus, aunque se pro-
duzca un aparente contacto entre el hospedador y el micopatége-
no (11), sin embargo no tiene lugar la posterior degradacién enzima-
tica in vivo (11), por lo que dicho micelio vegetativo se comporta
como no compatible frente a V. fungicola, y debido a ello finalmente
no desarrolla la enfermedad.

El hecho de que dicho micelio vegetativo no sea digerido por las
enzimas de V. fungicola, y que las paredes celulares de ambos mice-
lios vegetativo y agregado de A. bisporus presenten diferencias es-
tructurales considerables (12, 13) demuestra el importante papel que
desempenan las paredes celulares de ambos organismos en la mico-
sis que nos ocupa.

Todos los aspectos que acabamos de resefiar van a ser tratados
mas detalladamente a lo largo del presente trabajo.

ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS PAREDES CELULARES
DE AGARICUS BISPORUS Y VERTICILLIUM FUNGICOLA

La pared celular fungica es la estructura externa y rigida de la
célula, situada a continuacién de la membrana plasmatica, cuya
funcién principal es mantener la forma de los organismos que la
poseen, protegiéndola de los posibles dafios mecanicos, quimicos y
osmoéticos. Dicha estructura no se comporta de forma inerte sino
que participa en fenémenos activos de superficie, interacciones ce-
lulares e inmunidad, mostrando ademaés una significativa actividad
enziméatica que se manifiesta durante el crecimiento celular al pre-
sentar tal pared claras modificaciones tanto en su composicién qui-
mica como en su arquitectura molecular, para lo que intervienen
enzimas biosintéticas y degradativas de los polimeros polisacaridi-
cos que la conforman que, correctamente ensamblados, proporcio-
nan a la misma su organizacién caracteristica.

Sus principales componentes son homopolisacaridos, como glu-
canos o-(1-3), o-(1-4), B-(1-3) y PB-(1-3) (1-6), mananos, quitina,
quitosano, celulosa y acido poliglucurénico (14-16), asi como hete-
ropolisacaridos como manoglucogalactanos (17), glucogalactomana-
nos (18), galactomanoglucanos (19), etc. El esqueleto microfibrilar
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esta constituido generalmente por quitina y en unos pocos casos por
celulosa, ambas embebidas en otros polimeros y proteinas, forman-
do la capa mas interna, mientras que la(s) capa(s) mas externa(s)
contiene(n) diferentes tipos de polisacaridos (20, 21). La mezcla de
fibrillas y polimeros matrices que rellenan la malla fibrilar confieren
caracteristicas especiales a la pared, que la célula puede controlar y
modificar durante el crecimiento y diferenciacion.

Las paredes celulares de los dos hongos que nos ocupan pertene-
cen al modelo con quitina, y existe amplia bibliografia acerca de su
composiciéon y estructura quimicas (12, 13, 22-25).

El analisis quimico global de las paredes de los micelios vegeta-
tivo y agregado de A. bisporus muestra diferencias significativas que
se ven claramente incrementadas después de los estudios de estruc-
tura quimica. Mediante solubilizacién quimica gradual de los polisa-
caridos seguida de analisis estructurales (cromatografia gas-liquido,
CGL, y después de metilacién, CGL asociada a espectrometria de
masas, EM) ha sido posible describir la complejidad de las fraccio-
nes aisladas. Asi la fraccién F I o mucilago es muy similar en ambos
micelios y corresponde esencialmente a un (1-4) glucano con bajo
porcentaje de ramificaciones. La fraccién F II esta constituida por
residuos de (1-3) glucosa y (1-3) manosa, ambos ramificados parcial-
mente, junto con xilosa principalmente como residuo terminal,
mostrando este aztcar una mayor proporcién en las paredes del
micelio vegetativo, e igualmente mayor porcentaje de las ramifica-
ciones de manosa que en el micelio agregado. La fraccién F III
presenta grandes diferencias en ambos tipos de micelios, mostrando
en el micelio vegetativo una mayoria de residuos de (1-4) glucosa
junto con (1-4) xilosa, mientras que en el agregado esta compuesta
por residuos de (1-6) glucosa y menor proporciéon de glucosa en
(1-3) y (1-3, 6) glucosa. La fraccién F IV contintia enriqueciéndose
en los enlaces (1-6) glucosa en el micelio agregado frente a los (1-4)
glucosa en el micelio vegetativo y finalmente las fracciones F V y
F VI muestran igualmente mayor proporciéon de residuos de (1-4)
glucosa en las paredes del micelio vegetativo y de (1-6) glucosa en
las del micelio agregado.

Comparando las cantidades obtenidas de cada una de las frac-
ciones aisladas, se observa que las paredes del micelio vegetativo
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presentan mayor porcentaje de las fracciones mas externas I y II,
mientras que en el micelio agregado dichas fracciones descienden,
aumentando sin embargo las fracciones mas internas IV, V y VI.
Este hecho junto con la mayor proporcién de quitina en las paredes
de micelio agregado, y la presencia de mayores cantidades de xilosa,
manosa y galactosa en las paredes del micelio vegetativo nos de-
muestran una naturaleza mas heteropolisacaridica de estas ultimas
paredes. También conviene destacar el mayor porcentaje de enlaces
de (1-6) glucosa en las paredes de micelio agregado con el incremen-
to correspondiente de los enlaces de glucosa en (1-3, 6), variaciones
que pueden ser necesarias para la movilizacién y posterior reorgani-
zacién de los polisacaridos en la consiguiente diferenciacién celular.

La presencia de proteina en las paredes celulares fiingicas es un
hecho demostrado. En ambas clases de paredes de A. bisporus una
cantidad significante de proteina es solubilizada junto con los polisa-
caridos a lo largo del fraccionamiento a que acabamos de hacer refe-
rencia, pero sin embargo las proteinas hidrofobinas, presentes en
ambos tipos de paredes (26, 27), requieren un tratamiento de solubi-
lizacién especial, por lo que los perfiles electroforéticos obtenidos en
cada caso dependen de las condiciones de solubilizacién utilizadas. De
todo ello se deduce que tanto los enlaces de hidrégeno como los puen-
tes disulfuro estan presentes en la fraccién proteica de estas paredes.

Las paredes celulares miceliales de V. fungicola requieren igual-
mente un fraccionamiento especifico para poder estudiar su estruc-
tura quimica. Los componentes polisacaridicos mayoritarios son
glucanos y glucogalactomananos asociados ambos en las fraccio-
nes F1 y F2S, asi como también los glucanos con quitina en la frac-
cién F 3. Estos glucanos muestran diferentes tipos de enlaces (1-3),
(1-4) y (1-6) con ramificaciones en algunas unidades en posicién
C-6 para las dos primeras fracciones glucénicas y con un menor
porcentaje de ramificaciones en posicién C-2 para el glucano de la
fraccion F 3. Las fracciones F1b y F2Sb estan constituidas por glu-
cogalactomanano formado por un esqueleto de (1-6) manosa alta-
mente ramificado en los puntos C-4 y con galactopiranosa y gluco-
piranosa como residuos terminales (25, 28).

Las proteinas también estan bien representadas en las paredes
celulares de V. fungicola, e igualmente se solubilizan parcialmente
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con el proceso de fraccionamiento de los polisacaridos. Reciente-
mente Calonje et al. (29) han demostrado la existencia de otra pro-
teina hidrofobina en estas paredes celulares asi como también en los
caldos de cultivo de este organismo y, la presencia de al menos seis
puentes disulfuro en su reducida masa molecular, justifica en parte
sus propiedades de resistencia e insolubilidad.

La disposicién de los polisacaridos dentro de las tres clases de
paredes celulares estudiadas (Fig. 3) ha podido ser deducida gracias
al fraccionamiento quimico progresivo seguido de analisis estructu-
ral (CGL y CGL-EM), microscopia electrénica de transmision (cortes
finos y sombreados) y degradacién enzimatica secuencial (30).
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Ficura 3. Distribucién comparativa de los componentes polisacaridicos de las

tres clases de paredes celulares deducida del fraccionamiento quimico progresivo

seguido de andlisis estructural (CGL y CGL-EM), de la microscopia electrénica

con cortes ultrafinos y sombreados, y de la degradacion enzimdtica secuencial.
Fuente: Refs. 30 vy 40.

La importancia de la estructura quimica de las paredes celulares
de los organismos involucrados en un fenémeno de micoparasitismo
es un hecho demostrado, toda vez que dicho parasitismo parece ser
un proceso complejo en el que tienen lugar sucesivos pasos en los
que se encuentran claramente implicadas las citadas paredes celula-
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res (31, 32). Un primer paso de contacto por interacciones hidrofé-
bicas ha sido sugerido por Umar et al. (33) entre el micoparasito
Mycogone perniciosa y el hospedador A. bisporus. En este sentido el
hecho de que nuestros dos organismos objeto de estudio posean la
proteina hidrofobina en su superficie celular corrobora dicha hipé-
tesis, ya que las hidrofobinas han mostrado su propiedad de adhe-
sion entre superficies hidrofilicas e hidrofébicas (34). Asi, el primer
paso de adhesién inespecifica tendria lugar entre las superficies
hidrofilicas del mucilago asociado a hidrofobina en ambos micelios
vegetativo y agregado de A. bisporus con la superficie hidrofébica de
V. fungicola (29), mientras que el paso subsiguiente deberia ser el
reconocimiento y unién especificos entre las superficies celulares de
ambos organismos involucrando interacciones entre moléculas com-
plementarias.

RECONOCIMIENTO Y UNION DEL GLUCOGALACTOMANANO
DE LAS PAREDES CELULARES DE VERTICILLIUM
FUNGICOLA CON LA LECTINA DEL MICELIO AGREGADO
DE AGARICUS BISPORUS

La hipétesis formulada en relacién con el citado paso de recono-
cimiento y unién especificos entre moléculas complementarias pre-
sentes en V. fungicola y A. bisporus ha podido ser demostrada recien-
temente (35). Experimentos preliminares de aglutinacién de esporas
germinadas de V. fungicola en presencia de extractos proteicos de las
paredes celulares del micelio agregado de A. bisporus indicaron la
presencia de alguna proteina en este tltimo organismo con una alta
actividad aglutinante hacia el organismo micopatégeno (36).

Por otra parte, experimentos previos de inmunofluorescencia
microscopica (25) habian mostrado que el micelio de V. fungicola
presentaba fuerte fluorescencia después de su reaccién con anticuer-
pos policlonales preparados contra el glucogalactomanano de Pe-
nicillium fumosoroseus (37), cuya estructura quimica es similar a
la del glucogalactomanano de V. fungicola, habiendo acoplado a la
reaccién un anticuerpo de cabra rodaminado anti-IgG de conejo
para poder visualizarla. Como consecuencia de este hallazgo la incu-
bacién del glucogalactomanano de V. fungicola purificado (25) junto
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con las hifas de micelio vegetativo o agregado de A. bisporus, efec-
tuando a continuacién la inmunofluorescencia indirecta, sirvié para
desentrafiar el proceso (36). Los resultados de estos experimentos
mostraron que mientras las hifas del micelio agregado de A. bisporus
asi tratadas mostraban fluorescencia positiva, las correspondientes
del micelio vegetativo permanecian sin desarrollar fluorescencia
como también ocurria con los controles adicionados con suero prein-
mune, lo que sugeria el reconocimiento y unién especificos entre el
carbohidrato glucogalactomanano de V. fungicola y una proteina de
las hifas del micelio agregado de A. bisporus, posiblemente una in-
teraccién del tipo carbohidrato-lectina, proteina sin embargo ausen-
te en el micelio vegetativo del hospedador donde no se produce el
citado reconocimiento y unién (36).

Los estudios subsiguientes se enfocaron hacia el aislamiento,
purificacién y caracterizacion de una proteina lectina de A. bisporus
que corroborara nuestros resultados de aglutinacién e inmunofluo-
rescencia indirecta precedentes. Como resultado de los mismos y
después de su caracterizacién mediante hemaglutinacién se pudo
demostrar la presencia de una glicoproteina lectina en el micelio
agregado del hospedador (35), lectina que no se expresa en el corres-
pondiente micelio vegetativo, y que muestra una alta afinidad hacia
el glucogalactomanano de las paredes celulares de V. fungicola, con
lo que quedan confirmados todos los pasos del proceso que se ha-
bian supuesto previamente (Fig. 4).

DEGRADACION DE LAS PAREDES CELULARES
DEL MICELIO AGREGADO DE AGARICUS BISPORUS
POR LAS ENZIMAS LITICAS DE VERTICILLIUM FUNGICOLA

Los hongos patégenos penetran en las células de los tejidos de
sus correspondientes hospedadores para poder establecer la infec-
ciéon. En muchos casos la penetraciéon tiene lugar a través de orifi-
cios naturales, heridas, o mediante la formacion de estructuras es-
pecializadas junto con fuerzas mecanicas, seguidas de degradacién
enzimatica, etc., o la combinacién de varias de estas posibilidades,
dando lugar a la colonizacion de las células del hospedador por el
patégeno.
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Ficura 4. Esquema resumen del diferente comportamiento de los micelios vegeta-
tivo y agregado de A. bisporus frente al micoparasitismo de V. fungicola.

Los primeros estudios realizados sobre el parasitismo de V. fun-
gicola sobre los carpéforos de A. bisporus mostraron el desarrollo de
una digestién enzimaética localizada que finalmente conducia a la
necrosis de tales cuerpos fructiferos (7-9). Seguidamente Dragt et
al. (4) pusieron de manifiesto la presencia en el parasito de ciertas
estructuras del tipo de apresorios, sugiriendo un efecto combinado
de degradacién enzimatica junto con presién mecanica. Finalmen-
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te Calonje et al. (5) describieron que las enzimas secretadas in vivo
por V. fungicola creciendo sobre paredes celulares aisladas del mi-
celio agregado de A. bisporus podrian servir como indicadores de
las enzimas que el patégeno produce durante su parasitismo, iden-
tificando en tales caldos metabélicos endopolisacaridasas como
o-(1-3)-, a-(1-4)-, B-(1-3)-, B-(1-4)-, B-(1-6)-glucanasas, B-(1-4)-xilana-
sa y quitinasa, disacaridasas como quitobiosidasa, exopolisacarida-
sas como o-D-y B-D-glucosidasas, B-D-xilosidasa, B-D-manosidasa y
N-acetil-B-D-glucosaminidasa, junto con proteasas. Algunas de estas
enzimas que son claves en la lisis de las paredes celulares de los
hongos superiores son también producidas por otros microorganis-
mos descritos como parasitos fungicos (38, 39).

La digestién in vitro de las paredes celulares aisladas del micelio
agregado de A. bisporus con las enzimas producidas por V. fungicola
estudiada mediante microscopia electrénica ha mostrado que tal
degradacién no ocurre simultdneamente y con la misma intensidad
en la capa externa que en la interna de dichas paredes celulares (5),
aunque al final del proceso aparezcan zonas completamente lisadas,
lo que permite que el micopatégeno in vivo se pueda encontrar tanto
inter- como intracelularmente de las hifas de los carpéforos.

Experimentos semejantes realizados con las paredes celulares del
micelio vegetativo de A. bisporus han puesto de manifiesto que,
aunque in vitro se consiga una degradaciéon enzimatica de tales
paredes celulares aisladas con los enzimas producidos por V. fungi-
cola, in vivo tnicamente se produce un contacto aparente entre el
micoparasito y el hospedador (11) gracias a las interacciones hidro-
fébicas descritas, sin llegar a producirse la consiguiente degradacién
enzimatica, por lo que este micelio no desarrolla la infeccién. Estos
resultados corroboran la ausencia de la glicoproteina lectina en el
micelio vegetativo de A. bisporus y por tanto la falta de reconoci-
miento y unién con el glucogalactomanano de V. fungicola en esta
clase de micelio, lo que nos confirma una vez mas la existencia de
los pasos previos a la digestién enzimatica necesarios para el desa-
rrollo de la verticiliosis.
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CONSIDERACIONES FINALES

Una vez desentranados, a nivel bioquimico, los mecanismos ce-
lulares y moleculares necesarios entre el micoparasito y el hospeda-
dor para que se manifieste la verticiliosis o «mole seca» del cham-
pinén, a) la adhesién inespecifica, b) el reconocimiento y unién
especificos, y finalmente ¢) la digestién enzimatica de las paredes
celulares del micelio agregado de A. bisporus mediante las enzimas
hidroliticas de V. fungicola, se hace necesaria la aproximacién expe-
rimental genética. La posible transformacién genética de A. bisporus
en su glicoproteina lectina con la construccién de cepas «no adhe-
rentes» a V. fungicola, supondria una via alternativa de erradicacién
de la verticiliosis, sin el uso rutinario de fungicidas, cuya utilizacién
continuada estd produciendo microorganismos resistentes indesea-
dos (1). La contribucién cientifica propuesta repercutiria ademas en
una mejora de la nutricién y consecuentemente de la salud humana.
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Svvisicn

La ingenieria genética de las plantas
cultivadas, clave para mejorar la nutriciéon
y la salud humanas

JOSE PIO BELTRAN
Académico Correspondiente de la Real Academia
Nacional de Farmacia

RESUMEN

La recoleccién de simples, el aislamiento de productos naturales o las técnicas
de la agricultura molecular, que permiten la modificacién de las plantas mediante
ingenieria genética para convertirlas en biofactorias de productos de interés far-
macolégico, constituyen distintas aproximaciones para utilizar las plantas en be-
neficio del hombre. En este trabajo se muestra la utilizacién del anticuerpo mono-
clonal A1, que reconoce la proteina especifica de las anteras de flores de guisante
(Pisum sativum L.) ENDI1, para aislar el gen correspondiente y caracterizar su
regién promotora. Se muestra la capacidad de dicha regién para dirigir la expre-
sion del gen citotoxico barnasa especificamente a las anteras de distintas especies
vegetales y construir plantas transgénicas androestériles que son la base para la
producciéon de semillas hibridas generadoras de plantas con mayor vigor que las
lineas parentales. Mediante dicha tecnologia se han producido también frutos
partenocarpicos de tomate de interés para la agricultura, la industria, la tecnologia
culinaria y el consumidor. Todo ello se enmarca en la situacién actual y las pers-
pectivas futuras que presenta el uso de la biotecnologia vegetal en el campo de la
nutricién y la salud.

Palabras clave: Pisum sativum.—Lycopersicon esculentum.—Nicotiana taba-

cum.—Brassica napus.—ENDI1.—Plantas transgénicas androestériles.—Parteno-
carpia.
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SUMMARY

Genetic Engineering of Crop Plants, a Key Approach to Improve Human
Nutrition and Health

To collect wild type plants, to isolate plant natural products or to produce
molecules of phamacologycal interest by means of the so called molecular farming
techniques with genetically engineered plants represent different approaches to the
use of plants for human benefit. Here we show the isolation of the protein END1
and the corresponding coding gene, including its promoter region by means of the
monoclonal antibody A1l which recognizes END1 expression in anthers of Pisum
sativum plants. The ability of the END1 promoter region to drive the expression of
the cytotoxic gene barnase specifically to the anthers of different plant species is
demonstrated. This allowed us to obtain male sterile plants needed to give rise to
hybrid seeds characterized for producing plants more productive than their
parental lines. Using the same biotechnological tools we have produced
parthenocarpic tomato fruits of interest for farmers, industries, and consumers.
These results are discussed in the frame of the current and future perspectives of
plant biotechnology to improve human nutrition and health.

Key words: Pisum sativum.—Lycopersicon esculentum.—Nicotiana tabacum.—
Brassica napus.—END1.—Androsterile transgenic plants.—Parthenocarpia.

INTRODUCCION

Los objetivos cientificos de la Biologia vegetal tienen que ver con
poder descifrar las pautas que gobiernan el desarrollo de las plantas y
su respuesta frente a agentes patégenos y frente a estreses abiéticos.
El avance en la comprensién de los mecanismos que subyacen a los
procesos vitales de las plantas deberia permitir un mejor aprovecha-
miento de las mismas. Durante la segunda mitad del siglo pasado los
abordajes experimentales utilizados variaron con la propia evolucién
de la metodologia cientifica, desde los utilizados en Fisiologia de or-
ganismos completos a los de la Fisiologia y Bioquimica de 6rganos y
tejidos y posteriormente a los de la Biologia molecular y al analisis
genético molecular de procesos de desarrollo, asi como a la Ingenie-
ria Genética. El uso de las plantas para mejorar la nutricién y salud
humanas entronca con una de las tradiciones de la Farmacia, que en
el pasado se concretaban en la elaboracién de la Farmacopea y de la
Triaca Magna. Para poder dirigir y controlar el uso de las plantas es
necesario conocerlas en profundidad y a ese conocimiento han con-
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tribuido numerosos farmacéuticos entre los que cabria destacar, en-
tre otros, por orden cronolégico y desde finales del siglo XIX a Maria-
no del Amo y Mora, a Blas Lazaro Ibiza, al gran farmacéutico y fit6-
grafo valenciano Carlos Pau Espanol, a Pio Font Quer y su Dioscérides
renovado, a Mariano Losa Espaia, al igual que a los miembros de la
saga de los Rivas, comenzando por don Marcelo Rivas Mateos, los
hermanos Juan y Salvador Rivas Goday y al hijo de este ultimo, Sal-
vador Rivas Martinez, ilustre Académico de Nuimero de la Real Aca-
demia Nacional de Farmacia (1).

También fue muy relevante el papel jugado por los farmacéuticos
en la introduccién de la Bioquimica en Espafia como es el caso de
don José Rodriguez Carracido y don Angel Santos Ruiz. De igual
manera, y en esta reciproca relacién Bioquimica/Botanica, quiero
recordar al bioquimico vegetal, recientemente fallecido, don Roberto
Fernandez de Caleya y Alvarez que, consciente de la importancia de
unificar y modernizar las distintas floras espafiolas, impulsé e hizo
posible el inicio del Programa Flora Ibérica, iniciativa que constituye
el orgullo de los botanicos espafioles y la envidia de los foraneos.

PRODUCIR MAS ALIMENTOS, CON MAYOR VALOR
NUTRICIONAL, Y MEJORAR LA SALUD HUMANA COMO
OBJETIVOS PARA EL SIGLO XXI

La ingenieria genética permite cambiar en un solo gen el patrimo-
nio genético de una especie cultivada. Las modificaciones que se pue-
den conseguir no estan limitadas por la barrera de la especie; son di-
rigidas y se pueden obtener de forma mas eficaz que las producidas,
al azar, por hibridaciéon o mutagénesis. Esta tecnologia no se debe ver
como una alternativa a la domesticacion de las plantas y a las técni-
cas de mejora tradicional sino como un complemento. El ingeniero
genético trabaja, en general, sobre variedades ya mejoradas.

A pesar del éxito de la conocida Revolucién Verde (2) liderada en
el siglo pasado por la obtenciéon de los trigos hibridos enanos de
Norman Borlaug, la mecanizacion del campo y el uso de fertilizantes
y plaguicidas, hoy, 800 millones de personas pasan hambre o sufren
malnutriciéon por defecto mientras que, también hoy, mas de 800
millones son personas obesas y sufren, o sufriran con alta probabi-
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lidad, diabetes o enfermedades cardiovasculares derivadas de un
exceso o de una incorrecta alimentacion.

Al margen de las valoraciones éticas o sociopoliticas que nos pue-
da merecer esta situacion, esta claro que tenemos ciertas deficiencias
tecnolbgicas para garantizar una correcta alimentacién y una buena
salud para las generaciones futuras. La agricultura industrializada,
heredera de las practicas de la segunda Revolucion Verde, es hoy muy
productiva, aunque gasta muchos recursos al tiempo que también
contamina mucho. De acuerdo con estimaciones de la FAO y de la
Comisién Europea, la produccién de alimentos necesitara seguir au-
mentando en el futuro inmediato (20, 25), y los alimentos deberan ser
de alta calidad, seguros y baratos (3, 4). El reto consiste en dar un
salto tecnolégico a un tipo de agricultura sostenible capaz de produ-
cir mas, utilizando menos recursos y contaminando menos y que,
sobre todo, permita incorporar sus desarrollos a la practica de la agri-
cultura de subsistencia, practica a la que estan condenados hoy un
gran numero de agricultores, basicamente en el tercer mundo. No
parece que para estos fines vayan a ser significativas per se las practi-
cas de la agricultura orgéanica o agricultura ecolégica (5, 6) que pro-
duce un tipo de alimento que responde, en parte, a las demandas de
algunos ciudadanos del mundo desarrollado que, en casos extremos
sufren una adiccién enfermiza a los alimentos supuestamente natura-
les, denominada en términos psiquiatricos «Ortorexia» (7), adiccién
que afecta ya al 1 por 100 de los adultos jévenes espaioles y que viene
a sumarse a los trastornos de la conducta alimentaria propios de los
paises que disponen de un exceso de alimentos.

La ingenieria genética, sin embargo, si dispone de un potencial
para contribuir a caminar en la direcciéon deseada (8). La ingenie-
ria genética necesita, en primer lugar, disponer de métodos para
identificar y aislar los genes responsables del caracter a modificar;
asimismo, necesita disponer o desarrollar tecnologias de transfor-
macién genética no sélo para la especie sino, a veces, para la varie-
dad que se desea mejorar. Recientemente se ha producido un avance
en el desarrollo de genes delatores que permiten visualizar los trans-
formantes in vivo en las primeras etapas de la transformacién gené-
tica. Un ejemplo es el uso del gen que codifica para la proteina
fluorescente GFP aislada de la medusa Aequorea victoria. El uso de
la GFP ha sido muy util en nuestro laboratorio en el desarrollo
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de un método de transformacién genética en el melocotonero para
el que no existe alternativa actualmente (9). Conseguida la transfor-
macion genética estable, estamos en condiciones de abordar la intro-
duccién de genes que mejoren las caracteristicas productivas o el
comportamiento frente a diferentes estreses de los melocotoneros
con el fin de producir plantas que se puedan incorporar a los pro-
gramas de mejora. Nuestro método ya ha sido utilizado con éxito
para transformar varias especies de Prunus ornamentales en Agri-
culture and Agri-Food Canada (comunicacién personal de su direc-
tor Daniel Brown).

Sélo si disponemos de los genes adecuados de las regiones promo-
toras para dirigir la expresion de los mismos a los érganos o tejidos
«diana» y de los métodos de transformacién especificos para la espe-
cie o incluso la variedad a mejorar, sera posible construir estrategias
para desarrollar plantas mas productivas y con mayor valor nutricio-
nal, con un mejor comportamiento frente a condiciones adversas o,
incluso, convertirlas en bio-factorias para la produccién de compues-
tos de interés farmacolégico o médico (10). La biotecnologia vegetal
también presenta algunos aspectos socialmente controvertidos a los
que me referiré brevemente al final del articulo (11).

Plantas transgénicas que producen moléculas de interés
farmacolégico

Durante las dltimas dos décadas no han cesado de aumentar los
ejemplos de produccién de moléculas de interés médico y farma-
colégico en plantas modificadas por ingenieria genética. Sin animo
de ser exhaustivos, se puede producir ya en plantas la hormona del
crecimiento humano; IgGs; la albiumina del suero humano; vacunas
contra el virus de la hepatitis B; la alfa amilasa de uso industrial;
IgAs; la elastina; la avidina; el coldgeno humano; vacunas multi
componentes contra la toxina del célera y otros enteropatégenos; la
proteina insecticida Bt; la tripsina bovina o conseguir la produccién
de anticuerpos en algas (12).

Por otra parte, aunque la primera generacién de variedades trans-
génicas, con interés comercial, ha consistido basicamente de plantas
de maiz resistentes a insectos y de plantas de soja tolerantes al
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herbicida glifosato obtenidas por modificacién de un solo gen, ya se
esta preparando la segunda generacién con la que se persigue dispo-
ner de plantas con mayor valor nutricional, lo que a veces conlleva
la modificacién/introduccién simultanea de varios genes (10).

De hecho, se intenta la produccién de alimentos transgénicos
funcionales, que son aquellos que, independientemente de su valor
nutritivo, aportan algiin componente importante para la salud del
consumidor. Quizas el exponente mas claro de este tipo de plantas
sea el denominado «arroz dorado», desarrollado por Ingo Potrykus,
arroz modificado por ingenieria genética para producir carotenoi-
des con el objetivo de suplir la deficiencia en Vitamina A de mas de
120 millones de personas malnutridas debido a la ingesta de dietas
basadas en este cereal, con escaso o nulo consumo de frutas, legum-
bres y alimentos de origen animal. El arroz sélo posee parte de la
ruta metabdlica que produce la provitamina A. Potrykus y sus cola-
boradores introdujeron en el mismo los genes que codifican los
enzimas fitoeno sintasa y licopeno ciclasa (ambos aislados del nar-
ciso) y la fitoeno desaturasa (aislado de Erwinia uredovora) comple-
tando asi dicha ruta metabdlica (13). Esta variedad transgénica se
ha incorporado a los programas de mejora genética tradicional del
«Internacional Rice Research Institute» de Filipinas para transferir
esta caracteristica a las variedades autéctonas de uso en China, In-
dia, Sudeste asiatico, Africa y América Latina (14).

La tecnologia para insertar los enzimas de la via de biosintesis de
fitoeno esta pues disponible y, en la actualidad, se obtienen las pri-
meras cosechas enriquecidas en beta-caroteno de oleaginosas de la
importancia agronémica de la colza (Brassica napus) y de la mostaza
parda (Brassica juncea) (15).

Los tocotrienoles y tocoferoles (vitamina E) no se sintetizan en
los mamiferos, por lo que se consideran un componente esencial de
su dieta. La sintesis de tocotrienol comienza con la condensacién
de 4acido homogentisico y geranil-geranil difosfato. Se ha clonado el
gen responsable de esta reaccion de condensacién en arroz, cebada
y trigo. La expresién del gen de cebada en maiz ha servido para
producir una variedad transgénica que posee seis veces mas tocotrie-
nol (16). Actualmente, se esta evaluando el efecto in vivo de estos
derivados de la vitamina E (17).
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El problema de la deficiencia en hierro de la poblacién cuya dieta
se basa en el arroz se intenta aliviar mediante la obtencién de varie-
dades transgénicas de dicho cereal, que expresan los genes que co-
difican proteinas que acomplejan y almacenan hierro como la ferri-
tina de judia (18). Ensayos con ratas anémicas demostraron que es
posible la recuperacién de la enfermedad tras veintiocho dias de
dieta con arroz transgénico que expresa la ferritina de judia (19).

Los flavonoides son metabolitos secundarios de las plantas que
poseen propiedades funcionales entre las que destacan su capacidad
antioxidante y su accién vasodilatadora. Recientemente, se ha clona-
do el gen de tomate que codifica la hidroxicianomil-Co A quinasa,
un enzima clave para la sintesis de acido clorogénico, flavona que
previene la aparicion de aterosclerosis. Dicho gen se ha expresado en
multiples copias en tomates transgénicos de manera que éstos tienen
un aumento del 10 por 100 en los niveles de 4acido clorogénico. Este
pequeio incremento aumenta grandemente la capacidad antioxidan-
te de los frutos (20).

Por otra parte, es sabido que las proteinas de las legumbres son
deficientes en aminoacidos azufrados mientras que las de los cerea-
les tienen bajo contenido en isoleucina y lisina. Pues bien, se ha
conseguido desarrollar una variedad transgénica de arroz que sinte-
tiza faseolina, una proteina de reserva de la judia (21). De igual
manera, se ha conseguido mejorar las legumbres mediante la expre-
si6n de genes que codifican proteinas ricas en metionina provenien-
tes de arroz, maiz, y girasol (22, 23). También es posible aumentar
el nivel de lisina en patatas transgénicas mediante la introduccién de
genes bacterianos que codifican enzimas de la via de biosintesis
de lisina que escapan al proceso de inhibicién «feed-back» que ca-
racteriza dicha ruta metabdlica (24).

La mejora de la composicién nutricional de los aceites se ha
abordado por técnicas de ingenieria genética (25). En 2005, se espe-
ra la primera liberacién comercial de plantas de algodén modifica-
das genéticamente con altos contenidos de acidos oleico y estearico
y bajos niveles de palmitato dirigidas a la produccién de margari-
nas (26). Los acidos grasos polinsaturados (PUFA) como el acido
araquidoénico y el eicosapentanoico son precursores de las prosta-
glandinas, participan en el desarrollo del cerebro y de la retina y se
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les asocia con la prevenciéon de enfermedades cardiovasculares. Los
PUFA se sintetizan sélo en los mamiferos. Recientemente, se han
descrito plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana capaces de sin-
tetizar estos compuestos (27). Los mismos autores anuncian la in-
mediata produccién de plantas transgénicas de soja capaces de pro-
ducir PUFA.

Aungque sélo una pequenia parte de las aplicaciones aqui descritas
y de otras muchas estan préximas a incrementar la lista de alimen-
tos transgénicos disponibles en los mercados, basta repasar el lista-
do para ser optimistas sobre los objetivos y logros de esta segunda
generacion de plantas transgénicas.

EL ANALISIS GENETICO Y MOLECULAR DE MUTANTES
HOMEOTICOS DE DESARROLLO FLORAL
ABRIO LAS PUERTAS A LA BIOTECNOLOGIA
DE LAS FLORES Y DE LOS FRUTOS

Durante los ultimos afios hemos estudiado la biologia del desa-
rrollo floral en angiospermas, utilizando el anélisis genético y mole-
cular de los procesos de transicion floral y de la ontogenia de flores
y frutos. Este tipo de abordaje experimental ha permitido compren-
der en sistemas modelo, fundamentalmente Antirrhinum majus y
Arabidopsis thaliana, el conjunto de genes reguladores que gobier-
nan dichos procesos (28).

Todo comenzé con el anélisis molecular de mutantes homedéticos
del desarrollo floral, algunos ya observados por Goethe en su tiem-
po, y posteriormente, guardados celosamente en bancos de germo-
plasma alemanes y britanicos, a pesar de la aparente inutilidad de
dichos monstruos (29).

En Antirrhinum majus hay disponibles lineas que contienen ele-
mentos transponibles activos: los famosos genes saltarines cuyo
descubrimiento le valié la obtencién del Premio Nobel a Barbara
McClintock. En sus flores el fenémeno se puede visualizar observan-
do los sectores coloreados que provoca en el pétalo el salto de uno
de estos elementos, al recuperar todas las células derivadas de aque-
lla que sufre el salto inicial, la capacidad de sintetizar pigmentos
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antocianos. El nimero de saltos se puede aumentar cambiando las
condiciones de temperatura. Este fenémeno abre la posibilidad de
etiquetar genes con elementos transponibles y desvelar la identidad
molecular de los genes asociados a mutaciones concretas.

En el caso del gen Deficiens, disponiamos de una serie alélica, lo
que facilité el analisis molecular de las mutaciones en dicho gen y
de sus consecuencias. En el caso de deficiens-globifera, podemos
observar un fenotipo correspondiente a una mutacién homedtica en
la que los pétalos se transforman en sépalos y los estambres se
transforman en carpelo. Alteraciones fenotipicas de caracter homeé-
tico que muestran patrones de cambio conservados se pueden obser-
var en flores de plantas de especies distintas y por supuesto también
en las flores de Arabidopsis thaliana, la brasica convertida en planta
modelo por excelencia.

Nosotros pudimos aislar y caracterizar a nivel molecular el gen
Deficiens que resulté ser un activador transcripcional y primer miem-
bro descubierto de la familia de genes MADS-box, cuya D correspon-
de a Deficiens (30, 31). Mutaciones en el gen ortélogo de Deficiens en
Arabidopsis, denominado Apetala-3 causan igualmente un fenotipo
de pérdida de funcién B consistente en las mencionadas transforma-
ciones homedticas en el segundo y tercer verticilos florales.

El analisis genético molecular de los mutantes homeéticos de
desarrollo floral ha permitido establecer el denominado modelo ABC
que explica la formacién e identidad de los verticilos florales de
acuerdo con tres tipos de actividades basicas, A, By C, de forma que
en el territorio donde se expresa la actividad A se forma un sépalo;
A y B en el mismo lugar daran lugar a la formacién de un pétalo,
mientras que B y C especifican el 6rgano sexual masculino o estam-
bre, y C especifica el 6rgano sexual femenino, el carpelo (28).

Basados en este modelo y con los genes responsables de las ac-
tividades A, B y C aislados es posible disefiar flores de Arabidopsis
que tienen en cada verticilo la clase de 6rgano que deseemos. De la
misma manera que el triple mutante abc tiene, como postula el
modelo, todos los 6rganos de los verticilos de la flor transformados
en hojas, hecho curiosamente ya anticipado por Goethe y que pro-
voco hilaridad entre los cientificos de su tiempo.
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LA PRODUCCION DE PLANTAS ANDROESTERILES
COMO EJEMPLO DEL DESARROLLO DE HERRAMIENTAS
BIOTECNOLOGICAS PARA PRODUCIR LAS PLANTAS
DEL FUTURO

Nosotros trabajamos fundamentalmente con leguminosas, en
concreto con el guisante como planta de interés agronémico; aunque
también hemos desarrollado diversos programas de genética reversa
como la del RNAi y el etiquetado de genes por Tntl de tabaco en Me-
dicago truncatula, leguminosa que utilizamos como modelo experi-
mental para estudiar la arquitectura de la planta y el desarrollo de
flores y frutos (32-42).

El inicio del proyecto: la bisqueda de marcadores
moleculares del desarrollo floral

Hace afios nos planteamos la necesidad de producir marcadores
moleculares que permitieran identificar mezclas de 6rganos y tejidos
en mutantes homedéticos florales con transformaciones incompletas.
Elegimos como alternativa la produccién de anticuerpos monoclona-
les que reconocieran proteinas expresadas especificamente en un
6rgano floral (43). La estrategia, sencilla en su planteamiento y te-
diosa en su ejecuciéon, pasaba por conseguir extractos de proteinas
de los distintos 6rganos florales y sus correspondientes anticuerpos
policlonales. Cada extracto proteico se sometié a inmunosustraccion
con los anticuerpos policlonales obtenidos contra las proteinas de
los otros 6rganos con el fin de inmunosustraer las proteinas comu-
nes. Con aquellas proteinas de cada extracto que no se pudieron
inmunosustraer (0,2 por 100 de las iniciales), generamos anticuer-
pos monoclonales. Es asi como obtuvimos una pequefia coleccién de
marcadores moleculares especificos de 6rgano floral. Pronto llamé
nuestra atencion uno que habiamos denominado Al. El anticuerpo
A1l reconoce una proteina que se expresa especificamente en estam-
bres, tal y como desvel6 el analisis Western. Se trata de una proteina
de 26 kDa que las inmunolocalizaciones muestran que esta presente
exclusivamente en las anteras.
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Utilizacion del anticuerpo monoclonal Al: desde el producto
génico al gen codificante ENDI1

Los estambres estan formados por el filamento y por la antera.
Descartada la expresion en los filamentos se trataba de conocer en
qué tipos celulares de las anteras se expresa el producto génico re-
conocido por el anticuerpo Al. Veamos, en primer lugar, la estruc-
tura de las anteras. Una seccién transversal de la antera nos muestra
las tres capas celulares iniciales L1, L2 y L3 del primordio estaminal
y los tipos celulares a los que dan lugar en la antera madura, epider-
mis, endotecio, tapetum externo, tapetum interno, tejido conectivo y
haz vascular que estructuran la antera en dos tecas con cuatro sacos
polinicos. Disponer del anticuerpo monoclonal Al nos permitié ais-
lar por cromatografia de afinidad la proteina que reconoce; y apli-
cando técnicas de microsecuenciacion, pudimos desvelar los prime-
ros veinte aminoacidos de su extremo amino terminal. Esto hizo
posible que disendramos una estrategia para aislar, primero, el cDNA
correspondiente al gen y, luego, el DNA genémico correspondiente.
La disponibilidad del cDNA nos permitié dos tipos de anélisis de la
expresion del gen, de tipo Northern y de hibridacion in situ. El
analisis Northern confirmé que el gen es especifico de estambres y
que dentro de los estambres se expresa en las anteras y no lo hace
en filamento, tubo estaminal y granos de polen. Estos resultados se
corroboraron y ampliaron por experimentos de hibridacién in situ
que mostraron que el gen, al que denominamos ENDI, tiene un
patrén de expresion temporal desde el momento en que las primeras
células adquieren la identidad de primordio estaminal hasta la de-
hiscencia de la antera, asi como que, espacialmente, se expresa en
epidermis, endotecio y tejido conectivo, esto es, en los tejidos que
mas contribuyen a dar soporte estructural a las anteras. Experimen-
tos de inmunolocalizacién confirmaron que la proteina END1 tiene
el mismo patrén de expresion espacio-temporal que el correspon-
diente mRNA.

El analisis tipo Southern mostré un patrén de restriccion indica-
tivo de que el gen END1 se encuentra como gen de copia tnica en
el genoma del guisante.
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El patréon de expresion espacio-temporal de ENDI1
y la funcionalidad de su regién promotora en especies
heterdlogas sugieren su potencial uso biotecnolégico

El guisante es una planta recalcitrante desde el punto de vista de
la transformacion genética. Por ello, decidimos realizar estudios de
funcionalidad del promotor de ENDI en sistemas heterélogos como
Arabidopsis, tabaco y tomate con dos objetivos: comprobar si la re-
gién promotora es capaz de dirigir la expresién de genes a las ante-
ras de dichas especies y, en caso positivo, determinar la regién pro-
motora minima.

El promotor del gen END1 de guisante resulté ser funcional tam-
bién en Arabidopsis, tabaco y tomate, al ser capaz de dirigir la expre-
sion del gen delator GUS a la epidermis, endotecio y tejido conectivo
de las anteras de plantas transgénicas de dichas especies (40).

El analisis in silico de la regiéon 5 de ENDI nos permitié localizar
distintos motivos o elementos presentes en otras regiones promoto-
ras de genes especificos de anteras y, especialmente, nos llamé la
atencion la presencia de posibles cajas CArG, que son elementos en
cis reconocidos por los factores transcripcionales codificados por los
genes MADS-box.

Para caracterizar la regién promotora minima capaz de mante-
ner el patrén de expresién espacio-temporal del gen ENDI, realiza-
mos diversas deleciones sucesivas e internas de posibles elementos
reguladores. El analisis de funcionalidad se llevé a cabo en plantas
transgénicas de Arabidopsis utilizando como gen delator el gen GUS
y evaluando la expresién de la correspondiente proteina colorimétri-
camente. A tal fin, clasificamos la expresién de GUS como fuerte,
moderada, débil o ausente. La delecién de la zona comprendida
entre los nucledtidos —685 y —426 mostré que dicha zona contiene
elementos reguladores positivos. Asimismo, entre los nucle6tidos
-426 y —-386 observamos la presencia de elementos reguladores ne-
gativos. Entre los nucleétidos —336 y —309 hay elementos imprescin-
dibles para la expresién del gen ya que en su ausencia se pierde
completamente la capacidad de dirigir la expresién de GUS. Estos
resultados muestran que la regién comprendida entre -336/-6 define
la secuencia 5’ de la regién promotora minima para la correcta ex-
presiéon espacial y temporal del gen.
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Los experimentos de deleciones internas nos llevan a concluir
que en las regiones adyacentes -336/-347 y —-347/-309 hay elementos
con funciones redundantes para la expresién del gen. El efecto ob-
servado al eliminar la regiéon -225/-208 desvela la existencia de un
elemento represor o, alternativamente, el acercamiento de dos ele-
mentos reguladores positivos cercanos. Finalmente, la eliminacién
del motivo CArG contenido entre —115/-99 desvela que dicho motivo
es esencial para la regulacién de la expresion de ENDI. Por tanto,
concluimos que ENDI podria ser un gen «diana» de los genes de
identidad de 6rgano floral que especifican el estambre.

El patrén de expresién espacio-temporal del gen ENDI de gui-
sante y la funcionalidad de su regién promotora en otras especies
nos sugirié la posibilidad de aplicar su uso a la obtencién de plantas
androestériles.

La producciéon de plantas de cosecha hibridas, clave para
aumentar la cantidad y la calidad de los alimentos

Biotecnolégicamente, es posible utilizar estrategias de ingenieria
genética para producir la ablaciéon celular. Para ello, es necesario
disponer de un promotor que pueda dirigir la expresiéon de un agente
citotoxico en las células que se pretenden destruir y contar con un
sistema de transformacién genética eficaz para la especie o variedad
deseada. Ejemplos de agentes citotéxicos empleados son diversas
proteasas, lipasas, RNasas, toxinas como DTA y la exotoxina A entre
otros. Nosotros seleccionamos el gen de la barnasa, una ribonuclea-
sa de B. amyloliquefaciens para el que se dispone de otro gen que
codifica el barstar, que es un inhibidor especifico de la barnasa.

Si se reprodujera el patrén de expresién del gen ENDI en el
guisante en otras especies, una planta transgénica que porte una
construccién pEND1::barnasa comenzaria a expresar el gen citotéxi-
co en las células parietales primarias, lo que afectaria a la dife-
renciaciéon de las células esporégenas y produciria de manera eficaz
plantas con esterilidad masculina.

La produccion de lineas vegetales puras con esterilidad masculi-
na garantiza la posibilidad de producir hibridos mediante cruces
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dirigidos. Recordemos que los hibridos se caracterizan por un fené-
meno no comprendido a nivel molecular conocido con el nombre de
heterosis y que los hace ser mas vigorosos y productivos que las
lineas puras parentales. De hecho, la utilizacién de hibridos fue una
de las bases de la segunda Revolucion Verde. Si las lineas parentales
femeninas son androestériles porque expresan en las anteras el gen
de la barnasa, la fertilidad en los hibridos se podria restaurar si la
linea parental masculina expresara en los mismos tejidos de la an-
tera el gen barstar, que es su inhibidor especifico.

La construccion pEND1::barnasa produce plantas
transgénicas androestériles de Arabidopsis, tabaco,
tomate y colza

La expresiéon del gen de la barnasa dirigida por el promotor del
gen ENDI de guisante en plantas de Arabidopsis tiene como conse-
cuencia la produccién de plantas androestériles, siendo posible ais-
lar lineas con 100 por 100 de androesterilidad. No se producen otros
efectos fenotipicos, excepto que las plantas son mas longevas y pro-
ducen un mayor nimero de flores. De hecho, se puede observar que
los estambres de las plantas transgénicas son mas cortos que los
silvestres ya que sus filamentos sélo alcanzan una longitud de la
tercera parte de la esperada. Ademas, las anteras presentan malfor-
maciones evidentes y los tipos celulares de su superficie recuerdan
mas a los tipos del filamento que a las células estrelladas de la
superficie de las anteras.

Para comprobar la posibilidad de restaurar la fertilidad de la
descendencia hibrida, se generaron plantas transgénicas de Arabi-
dopsis y se seleccionaron plantas homocigotas para el transgén bars-
tar. Se realiz6 un cruce entre una planta de una linea hemicigota
ENDI::barnasa y una planta de una linea homocigota END::barstar
y se estudié su descendencia.

Se pudo observar el efecto esperado si el inhibidor es capaz de
impedir la accién de la barnasa. La descendencia mostraba estam-
bres normales y fertilidad restaurada. Por tanto, concluimos que es
posible utilizar un abordaje de ingenieria genética basado en las
caracteristicas del promotor del gen END1 de guisante para producir
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semillas hibridas. Este procedimiento fue objeto de una patente in-
ternacional adquirida por la empresa NewBiotechnic (44).

De igual manera, si comparamos plantas transgénicas de tabaco
que expresan en anteras el gen de la barnasa con las correspondien-
tes silvestres, se observa una mayor longevidad y una mayor pro-
duccién de flores en las transgénicas. El fenotipo de las anteras
transgénicas mostraba una malformacion que les da aspecto de punta
de flecha. Si observamos las anteras por microscopia electrénica de
barrido concluimos que las anteras transgénicas, ademas de defor-
madas externamente, carecen de granos de polen en su interior,
aspecto este ultimo también visible por microscopia 6ptica en cortes
transversales de las anteras.

En las plantas transgénicas de tabaco que expresan el gen de la
barnasa en sus anteras son incluso mas llamativos los efectos de
longevidad y la mayor produccién de nimero de flores que lo eran
en Arabidopsis.

Las plantas transgénicas de tomate cv.Microton pEND1::barnasa
mostraban malformaciones en la anteras ya que no forman correc-
tamente el cono estaminal capaz de mantener encerrado al carpelo.
Las plantas con los fenotipos méas extremos permiten observar a
simple vista el ovario con el estilo y el estigma.

En secciones transversales de tomate se puede comprobar como
la construccién pEND1::GUS es capaz de expresar GUS en la epider-
mis, endotecio y tejido conectivo de las anteras de plantas transgé-
nicas, mientras que la construccién pENDI1::barnasa produce mal-
formaciones severas que impiden el correcto desarrollo de los sacos
polinicos.

El potencial biotecnolégico del promotor pEND1 se extiende
a la produccion de frutos partenocarpicos en tomate y a la
modificacion de monocotiledéneas de alto valor agronémico
como arroz y trigo

La ablacién de las anteras en plantas transgénicas de tomate
induce el desarrollo de frutos partenocarpicos. Hasta ahora, la par-

tenocarpia en tomate se habia observado en algunas mutaciones
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homeodticas como las de pérdida de funcién B, es decir, en flores en
los que los pétalos se han transformado en sépalos y los estambres
se han transformado en carpelo, por lo que se habia planteado la
posibilidad de que la ausencia de estambres estuviera relacionada
con el desarrollo de frutos partenocarpicos. Sin embargo, la emas-
culacién o eliminacién manual de los estambres no induce parteno-
carpia en los frutos. Estos experimentos constituyen la primera prue-
ba inequivoca de que la eliminacién de los estambres en los estadios
iniciales de su desarrollo es suficiente para provocar la partenocar-
pia. Probablemente, los estambres producen un inhibidor del desa-
rrollo del fruto que se formaria por defecto en ausencia del mismo.
En la actualidad, estamos llevando a cabo el analisis genético mole-
cular de los frutos partenocarpicos con objeto de desvelar el gen o
los genes implicados en el desarrollo partenocarpico de frutos.

Este procedimiento de ingenieria genética ha sido objeto de pa-
tente (45), cuyos derechos han sido adquiridos por la empresa New-
Biotechnic.

Por un lado, la produccién de frutos sin semillas es de mucho
interés para los agricultores puesto que permite cultivar el tomate y
producir frutos fuera del margen de temperaturas en el que la forma-
cién de granos de polen es viable; por otro lado estos frutos también
son de interés para los industriales de producciéon de sopas, pastas
y salsas de tomate porque les permite suprimir la etapa de filtrado
de la pulpa para eliminar las semillas ya que su presencia termina
por transmitir sustancias que perjudican el sabor y el valor nutritivo
de los productos. Los frutos sin semillas también son apreciados en
tecnologia culinaria al tiempo que son preferidos por un sector de
los consumidores.

Si observamos el interior de los frutos de tomate podemos com-
probar el correcto desarrollo de los frutos transgénicos cuya tnica
diferencia con los frutos silvestres es la ausencia de semillas. La
maduracion de los tomates partenocarpicos es normal y culminan su
desarrollo presentando sus lébulos rellenos de pulpa de un color
rojo intenso. En la actualidad, estamos realizando experimentos con
cultivares comerciales de tomate con objeto de valorar la producti-
vidad de las plantas transgénicas y las caracteristicas y composicion
nutricional de los frutos.
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Por otra parte, la empresa NewBiotechnic, en colaboraciéon con
el consorcio aleman Centrum fiir Griine Gentechnik DLR, ha com-
probado que la tecnologia para producir plantas androestériles es
eficaz asimismo en colza. Las flores con fenotipo intermedio o seve-
ro en la malformacién de las anteras resultaron ser androestériles.
También estamos desarrollando, en colaboracién con otros labora-
torios, estudios de funcionalidad del promotor del gen END/ de gui-
sante en otras especies de interés agronémico con objeto de com-
probar la viabilidad de utilizarlo para dirigir la expresion de genes
foraneos a los estambres de dichas especies. Asi, en colaboracién
con investigadores del IRTA, hemos producido plantas transgéni-
cas pEND1::GUS de arroz. Hemos podido comprobar la expresién
de GUS especificamente en las anteras y las lodiculas de la flor de
arroz. De igual manera, en colaboracion con investigadores del Ins-
tituto de Agricultura Sostenible de Cérdoba, hemos podido confir-
mar que el promotor pEND1 es también funcional en trigo.

CONCLUSION

He pretendido mostrar alguna de las posibles aplicaciones de la
ingenieria genética para mejorar las plantas cultivadas derivadas
de nuestro trabajo sobre la biologia del desarrollo floral. Algunas de
ellas, como la produccién de hibridos, la produccién de frutos par-
tenocarpicos o la disponibilidad de un método para evitar la trans-
ferencia horizontal indeseada de genes son ya una realidad, mientras
que otras, como el aumento del nimero de flores por planta, la
obtencién de plantas con flores mas resistentes a las bajas tempe-
raturas o al estrés hidrico o la modificacién de la distribucién de
energia para favorecer el desarrollo de las partes vegetativas estan
todavia en fase de experimentacién.

Quisiera llamar la atencién sobre varios aspectos de este trabajo.
En primer lugar, que las aplicaciones surgen como consecuencia
de la observacion de unos resultados que inicialmente nos plantea-
mos desde una perspectiva basica: disponer de marcadores molecu-
lares para identificar células y tejidos florales, corroborando una vez
mas que no hay la ciencia basica y la aplicada sino la Ciencia y sus
aplicaciones.

603



Jost Pio BELTRAN AN. R. Acap. Nac. Farwm.

En segundo lugar, merece especial atencion el hecho del amplio
espectro de especies en el que el promotor pEND1 es funcional; fun-
cionalidad que traspasa el limite entre plantas monocotiledéneas y
dicotiledéneas. Esta caracteristica podria dar la imagen falsa de que,
una vez aislado un promotor, su utilizacién funcional es generaliza-
ble a las distintas especies y variedades de interés agronémico. {Nada
mas lejos de la realidad! De la misma manera que para evitar falsas
expectativas, hay que recordar la existencia de numerosas especies y
variedades recalcitrantes a la transformacion genética, hecho este que
limita el namero de aplicaciones posibles en la actualidad.

EPILOGO

En este trabajo he pretendido mostrar, a partir de trabajos desa-
rrollados en mi laboratorio, algunos aspectos del «estado del arte»
de los avances tecnolégicos que comienzan a permitir la modifica-
cién dirigida de las plantas con objeto de producir compuestos ttiles
para la nutricién adecuada y la buena salud de las personas. Es de
esperar que los recientes avances en tecnologias «6micas» ayuden a
disenar nuevas estrategias en los préximos afios.

La tradicional busqueda, aislamiento y uso de compuestos de
interés nutricional y farmacolégico entre los productos naturales
de las plantas se complementa ahora con la utilizacién de las plantas
como biofactorias en un campo cientifico-técnico emergente: la Agri-
cultura molecular. En este contexto, la Ingenieria Genética se pre-
senta como llave o clave para abrir las puertas de dicha disciplina y
conviene recordar que las llaves pueden ser ttiles para abrir puertas
y acceder a nuevos caminos. Sin embargo, al abrir estas puertas es
necesario hacer una valoracién adecuada de los beneficios y riesgos
que estos abordajes conllevan (11). Pienso que los beneficios son
claros.

Respecto de los riesgos, se suelen resumir en riesgos para la salud
por el consumo de organismos modificados genéticamente y riesgos
para el medio ambiente. No existiendo el «riesgo cero» en ninguna
tecnologia, me atreveria a aseverar que, desde el punto de vista de la
salud y la nutricién, los alimentos transgénicos son los alimentos mas
seguros de los que nunca haya dispuesto la humanidad.
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Respecto de los riesgos medioambientales, sin que se puedan
generalizar, convendria realizar un analisis exhaustivo, caso por caso.

En mi humilde opinién, afiadiria un nuevo riesgo que deberiamos
evitar: «el riesgo de no desarrollar las capacidades para mejorar las
propiedades de las plantas», es decir, que un riesgo importante de los
transgénicos consiste en no hacerlos. En nuestro pais, algunos cole-
gas han visto recientemente como el fundamentalismo de unos pocos
se tornaba en destruccion, delictiva, de sus campos experimentales en
los que se crecian, legalmente, cosechas de plantas mejoradas biotec-
nolégicamente para contribuir a desarrollar una agricultura menos
contaminante. Pienso que entre todos debemos conseguir que los cien-
tificos de este campo, también los espanoles, no tengan que identifi-
carse con el famoso «grafitti» de Bogota que decia: «Y cuando sabia-
mos la respuesta... nos cambiaron la pregunta».
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Svvisicn

¢Una alimentaciéon sana puede prevenir
el cancer?

CONSUELO BOTICARIO BOTICARIO
Académica Correspondiente de la Real Academia
Nacional de Farmacia

RESUMEN

El cancer es una enfermedad tan antigua como la vida en nuestro planeta.
Prueba de ello son los tumores encontrados en los huesos de fésiles de dinosaurios
o en las momias humanas de Pertd y Egipto. Documentos que datan del 2000 al
1500 a.C. como el Ramayana de la India o el Papiro de Egipto Ebers, hacen re-
ferencia a este padecimiento. Su nombre, cancer, se inspiré en la observacién de
los tumores de mama que al crecer toman la forma de un cangrejo (Galeno, 131-
203 d.C., en su tratado Definitionis Medicae). Podemos decir que desde el inicio de
la vida en nuestro planeta los seres vivos se han expuesto a agentes ambientales
fisicos, quimicos y biolégicos potencialmente cancerigenos a los que se suman hoy
en dia algunos productos industriales sintéticos capaces de generar céancer.

¢ES EL CANCER UNO O MULTIPLES PADECIMIENTOS?

El cancer engloba una gran variedad de padecimientos que tienen como deno-
minador comun la proliferacién celular incontrolada. Partiendo del anélisis de
estudios epidemiolégicos realizados en EE.UU., se ha llegado a la conclusién de
que mas del 80 por 100 de las muertes por cancer pueden ser atribuidas a factores
ambientales. Entre ellos destaca el tabaco con un 33 por 100, el alcohol un 3 por
100, y la alimentacién otro 33 por 100. Se puede afirmar que el cancer es una
enfermedad que podria prevenirse con medidas relacionadas con estos factores.

* Revision realizada con motivo de la Toma de Posesiéon como Académica Corres-
pondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia, dia 18 de marzo de 2004.
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Para profundizar en el conocimiento cientifico sobre las relaciones entre la dieta
y el cancer se requieren amplios estudios epidemiolégicos combinados con im-
portantes estudios de laboratorio, incluyendo marcadores bioquimicos y de sus-
ceptibilidad genética. La dieta adecuada unida al ejercicio fisico, los controles
periédicos y los habitos saludables de vida pueden tener una gran importancia
preventiva, si bien en el caso del cancer de pulmoén, la prioridad es el abandono
del tabaco. Hay que tener en cuenta que la ingesta conlleva la interaccién de sus
componentes entre si y con otros factores genéticos y ambientales. La complejidad
de la interaccién entre componentes dietéticos y el metabolismo de los mismos
ha de tenerse en cuenta en el abordaje analitico de los resultados de los estudios
sobre dieta y cancer.

Son muchos los tipos de cancer que parecen estrechamente relacionados con la
alimentacion de cada dia; aunque no es el tnico factor causal a tener en cuenta,
si es realmente importante.

Palabras clave: Nutricién.—Prevencion.—Cancer.

SUMMARY
Can a healthy diet prevent cancer?

Cancer is an illness as old as life on our planet. Proof of this statement are the
tumours found in the bones of dinosaur fossils or in the human mummies of Peru
and Egypt. Documents dating from 2,000 to 1,500 BC like the Ramayana from
India or the Papiro from Egypt Ebers, refer to this illness. It's name cancer, was
inspired by the observing of breast tumours, which as they grow take on the shape
of a crab (Galeno, 131-203 AC in his treatise Definitions Medicae). It can be said
that from the beginning of life on our planet human beings have been exposed to
physical, chemical and biological agents which are potentially canceriginous to
which nowadays we can add some other synthetic products capable of causing
cancer.

IS CANCER ONE OR MANY ILLNESSES?

Cancer involves a great variety of illnesses with a common factor: the
uncontrolled development of cells. Starting from the analysis of epidemiological
studies done in the USA we have reached the conclusion that more than 80 por 100
of deaths caused by cancer are related to environmental factors. Among them
smoking stands out with 335, followed by alcohol with 3% and diet 33%. It can be
said that cancer is an illness which could be prevented by taking measures related
to these factors. To study in depth scientific knowledge about the way diet and
cancer are related would require extensive epidemiological studies together with
important laboratory studies including biochemical markers and genetic
susceptabilities. A suitable diet combined with physical exercise, periodic controls
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an a healthy life style could be of great preventive importance, and in the case of
lung cancer, the priority is, of course, giving up smoking. It must be taken into
account that ingestion involves the interaction of its components and other genetic
and environmental factors. The complexity of the interaction between dietetic
components and their metabolism must be taken into account when analysing the
results of the studies on diet and cancer.

There are many kinds of cancer which seem to be closely related to the day-to-
day diet. Although it is not the only causal factor to be borne in mind, it is, of
course, of prime importance.

Key words: Nutrition.—Prevention.—Cancer.

¢UNA ALIMENTACION SANA PUEDE PREVENIR
EL CANCER?

El cancer es una enfermedad tan antigua como es la vida en
nuestro planeta. Prueba de ello son los tumores encontrados en los
huesos de fésiles de dinosaurios o en las momias humanas descubier-
tas en Pera y Egipto. Documentos que datan del 2000 al 1500 a.C.,
como el Ramayana de la India o el Papiro de Egipto, hacen referencia
a este padecimiento. Su nombre, cancer, se inspiré en la observacion
de los tumores de mama que al crecer toman la forma de un cangrejo.

Sabemos que el cancer puede ser ocasionado por agentes fisicos,
quimicos y biolégicos; algunos de ellos han acompanado al ser hu-
mano desde que aparecié en el planeta, como la luz ultravioleta
solar o las radiaciones ionizantes naturales. Otros han sido genera-
dos por nuestras propias actividades domésticas, tal como sucede
con los hidrocarburos policiclicos liberados al calentar o cocinar con
fuego de lena o carbén. Algunos vegetales, que son nuestra fuente de
sustento, nos exponen a plaguicidas naturales cancerigenos (estragol
y safrol), o bien otros compuestos inductores de cancer como las
aflatoxinas, que producen mohos que los contaminan.

Los seres humanos nos exponemos hoy en dia a un sinntimero de
productos industriales sintéticos que se han anadido a los de origen
natural y que consumimos en forma de aditivos de alimentos. Tam-
bién el ambiente estd contaminado de plaguicidas y fertilizantes.

Podemos decir que desde el inicio de la vida del hombre en
nuestro planeta los seres vivos se han expuesto a agentes ambienta-
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les fisicos, quimicos y biolégicos potencialmente cancerigenos a los
que se suman hoy en dia algunos productos industriales sintéticos
capaces de generar cancer.

El posible origen ambiental del cancer fue sugerido, hace ya mas
de 200 afios, por unos estudios realizados en Inglaterra en desholli-
nadores, en los que se descubri6 una forma rara de tumor que se
asoci6 con el contacto continuo durante afios con el hollin.

Por otra parte, multiples observaciones desde hace mas de 100
anos, dan cuenta de una posible relaciéon del cancer con trastornos
hereditarios.

¢ES EL CANCER UNO O MULTIPLES PADECIMIENTOS?

Bajo la palabra céncer se engloban distintas enfermedades que
varian en sus manifestaciones clinicas y en su respuesta a las medi-
das terapéuticas, pero que comparten mecanismos desencadenantes
comunes.

El cancer engloba una gran variedad de padecimientos que
tienen como denominador comun la proliferaciéon celular in-
controlada.

Se han descrito méas de 100 formas distintas de cancer. Los mas
frecuentes son los llamados carcinomas, que constituyen cerca del
90 por 100 de los canceres y que se generan en los epitelios. Por lo
general, estos tumores ocurren en edad avanzada y pueden incre-
mentarse hasta 1.000 veces entre los veinte y los sesenta afios. Entre
ellos los mas comunes son los que afectan al pulmén, al intestino
grueso, al cuello uterino y a las mamas. Las leucemias y linfomas se
producen a partir de las células formadoras de la sangre que residen
en la medula 6sea y en los tejidos linfaticos y aunque son menos
frecuentes que los carcinomas causan un mayor impacto social y
econémico, pues afectan a nifios y jovenes, reduciendo su esperanza
de vida y productividad.

El incremento de la esperanza de vida hace que un mayor ntime-
ro de individuos pueda manifestar esta enfermedad. El cancer es hoy
dia una de las cinco primeras causas de defuncién en paises desa-
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rrollados y se calcula que cada ano mueren en el mundo cerca de
4.300.000 personas a causa de esta enfermedad.

Sin embargo, se ha observado que las formas predominantes de
cancer varian de un pais a otro. Asi por ejemplo, en EE.UU. los tipos
mas comunes de cancer son los de pulmén, intestino grueso y mama,
en tanto que en Méjico predominan en los hombres las leucemias,
linfomas, los canceres de préstata, pulmoén y estémago, y en la mujer
el cancer de cuello uterino y de mamas.

Practicamente en todos los paises el cancer de pulmoén tiende a
aumentar, mientras que el de estémago parece disminuir.

Los tumores cancerosos constituyen agrupaciones de células que
adquieren un comportamiento anormal de la capacidad de dividirse
y dejan de respetar las reglas del organismo para lograr un desarro-
llo armonioso del cuerpo humano.

El cambio de una célula normal a una cancerosa no parece tener
lugar en un solo paso, sino que, al contrario, se produce por etapas.
Al principio esas alteraciones se conocen como metaplasias y displa-
sias. Sin embargo, el crecimiento de esas células alteradas puede
acentuarse y dar lugar a un tumor localizado, que si no invade a los
tejidos vecinos se considera benigno. Si por el contrario esas célu-
las traen consigo una proliferacién ilimitada que se extiende hacia
los tejidos aledafios dan lugar a los tumores malignos o cancerosos
y ademas, si esas células hacen que se desprendan otras que viajan
a través del torrente sanguineo para ir a anidarse a otros drganos
forman nuevos tumores o metéstasis.

El crecimiento en etapas de los tumores cancerosos ofrece la
oportunidad de poder, en un momento, interferir en su crecimiento,
aliviando a los pacientes y evitando su muerte. De ahi la importancia
de la medicina preventiva, como efectuar por lo menos una mamo-
grafia en mujeres cada tres afnos, o autoexaminarse para detectar
oportunamente pequenos nédulos. En la actualidad se calcula que el
50 por 100 de los pacientes con cancer que reciben tratamiento ade-
cuado en las etapas iniciales terminan curandose.

Partiendo del analisis de resultados de estudios epidemiolégicos
realizados en EE.UU., se ha llegado a la conclusiéon de que mas del
80 por 100 de las muertes por cancer pueden ser atribuidas a facto-
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res ambientales. Entre ellos destaca el tabaco, al que se le atribuyen
aproximadamente un 33 por 100 de las muertes, al alcohol un 3 por
100, y a la alimentacién otro 33 por 100.

A la vista de ello se puede afirmar que el cancer es una enferme-
dad que podria ser previsible con medidas relacionadas con estos
factores.

La primera evidencia sobre la relacién alimentacién y cancer
proviene de estudios experimentales en animales realizados en la
década de los cuarenta. Mas tarde se realizaron numerosos estudios
ecolégicos y de migraciones humanas que mostraron que la inci-
dencia y la mortalidad del cdncer de mama, colorrectal y préstata
estan correlacionados positivamente con los alimentos mas tipica-
mente consumidos en las sociedades occidentales, como las grasas
de origen animal y los aztcares refinados, y negativamente con el
consumo de alimentos vegetales como legumbres, cereales y fibra
vegetal.

Sin embargo, hasta épocas mas recientes no ha habido evidencias
cientificas como, por ejemplo, la realizacién de estudios randomiza-
dos, donde se ha comprobado que en una segunda generacion, los
japoneses emigrados a EE.UU. desarrollaban cancer de colén tras
cambiar el tipo de alimentacion.

A finales de los afios sesenta se empez6 a disponer de los datos
de registros de cancer de base poblacional y de estudios epidemio-
l6gicos analiticos que confirmaron las grandes variaciones que
habia en la incidencia de céanceres claramente asociados con car-
cinégenos ambientales y factores relacionados con habitos y estilos
de vida, como el caso de los canceres de pulmén, higado y vejiga.
La variacién en la incidencia de dichos tumores podria, en parte,
ser explicada por la variacién en la exposicion al tabaco, alcohol,
agentes biol6gicos como el virus de la Hepatitis B o algunos can-
cerigenos ocupacionales. En cambio para otros tumores como los
de mama, préstata, endometrio, colon, recto, y hasta cierto punto,
el cancer de estomago, no se ha identificado nunca una relacién
clara con carcinégenos biolégicos, fisicos y quimicos. Las eviden-
cias cientificas indican que estos tumores pueden estar relaciona-
dos con la dieta y con otros factores metabdlicos, antropométricos
y hormonales.
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Varias comisiones cualificadas de expertos internacionales han
revisado las evidencias acumuladas sobre la relaciéon de la dieta con
el cancer y en sus respectivos informes llegaron a las mismas con-
clusiones. Respecto a la composicion de la dieta concuerdan en que
la asociacion mas claramente establecida es la existente entre el alto
consumo de vegetales y frutas y la reduccién del riesgo de varios
canceres, especialmente del aparato digestivo y respiratorio (cance-
res de boca, faringe, laringe, es6fago, estbmago y pulmén). También
un menor riesgo de cancer colorrectal se asocia al elevado consumo
de vegetales, aunque la relacién no es tan clara en el caso de frutas.

La lista de alimentos que han sido claramente identificados como
asociados a un incremento del riesgo de cancer es mas reducida; se
limita al alcohol, que incrementa el de cancer de boca, faringe, la-
ringe, es6fago e higado, y al pescado salado que aumenta el riesgo
de cancer de nasofaringe. Ademas el consumo frecuente de carnes
rojas se asocia con un incremento del riesgo de cancer colorrectal,
mientras que una dieta rica en sal aumenta el riesgo de cancer de
estébmago.

En cuanto al efecto protector de frutas y verduras y el de otros
factores alimentarios, dichos informes coinciden en un punto impor-
tante y es su beneficio para algunos tipos de cénceres. Basados en
estudios epidemiolégicos se deducen dos conclusiones principales:

En primer lugar no existen suficientes bases cientificas que jus-
tifiquen, en general, la utilizacién de suplementos vitaminicos para
la prevencion del cancer, aunque dichos suplementos contengan una
amplia y variada combinacién de vitaminas y minerales abundantes
en vegetales y frutas.

En segundo lugar es necesario investigar con detenimiento los
mecanismos biolégicos y la relacion entre los vegetales, frutas y
otros alimentos y el proceso de cancerogénesis.

Actualmente existe un interés creciente por conocer la reaccién
entre el riesgo de cancer y las caracteristicas antropométricas como
el indice de la masa corporal (IMC) y la actividad fisica.

En varias investigaciones se ha observado que un indice de masa
corporal elevado aumenta el riesgo de canceres, como pueden ser los
de mama en mujeres post menopausicas.
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Para profundizar en el conocimiento cientifico sobre las relacio-
nes entre la dieta y el cancer se requieren amplios estudios epide-
miol6gicos combinados con importantes estudios de laboratorio,
incluyendo marcadores bioquimicos y de susceptibilidad genética.
Esta eleccion hizo la Agencia Internacional para la investigacion
sobre el cancer cuando decidi6é dar prioridad, en lo que se refiere a
la investigacién sobre el cancer y nutricién, al desarrollo de estudios
prospectivos con muestras de sangre recogidas en personas sanas.

El estudio prospectivo europeo sobre dieta, cancer y salud (EPIC)
se inici6 en 1993 con la recogida de muestras de sangre en 22 cen-
tros de nueve paises: Dinamarca, Francia, Alemania, Grecia, Italia,
Holanda, Espana, Suecia y el Reino Unido.

En Espana se realiza con la participacién de la Consejeria de Sani-
dad y Servicios Sociales del Principado de Asturias, la Delegacién de
Salud de Guiptzcoa del Gobierno Vasco, la Consejeria de Sanidad
de la Region de Murcia, el Departamento de Salud del Gobierno de
Navarra y la Escuela Andaluza de Salud Publica de Granada.

El estudio ha sido promovido y es parcialmente financiado por el
Programa de Europa contra el Cancer de la Unién Europea.

El estudio prospectivo sobre dieta, cancer y salud fue disenado
con el doble objetivo de mejorar el conocimiento cientifico sobre
factores nutricionales implicados en el desarrollo del cancer y como
consecuencia poder aportar las bases cientificas para intervenciones
de salud publica dirigidas a promover una dieta y estilos de vida
saludables.

Una de sus grandes ventajas es el amplio rango de variabilidad de
consumo como consecuencia de las grandes diferencias todavia
observadas entre la dieta mediterranea de Grecia, el sur de Italia y
Espafia, y los patrones dietéticos del norte de Europa.

Entre 1990 y 1993 se desarroll6 la fase piloto del proyecto, en la
que se realizaron una serie de estudios sobre los métodos para eva-
luar la dieta y la recogida de datos del cuestionario y de las muestras
de sangre. Dichos estudios aportaron una valiosa informacién para
la elaboracién del protocolo final. A partir de ellos se adoptaron tres
métodos distintos de medicién de la dieta mejor adaptados a la rea-
lidad de cada pais.
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e Cuestionarios dietéticos autoadministrados, con datos sobre
350 items de alimentos por pais. Este método fue utilizado por
siete paises.

¢ Cuestionarios dietéticos mediante entrevistas, muy similares
en contenidos a los anteriores e introducidos directamente en
formatos informatizados. Este método se utilizé en los cinco
centros de Espafia mediante un programa informatico especi-
ficamente disefiado «NUTRIDIET».

¢ Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos combina-
dos con un registro del consumo de una semana. Este método
se utiliz6 en los centros ingleses.

Entre 1992 y 1998 se realiz6 la fase de reclutamiento. Los parti-
cipantes del estudio son personas sanas de ambos sexos provenien-
tes de diversos origenes sociales segtuin los paises: poblacién general,
donantes de sangre, afiliados a mutuas, etc. Las personas seleccio-
nadas fueron invitadas por cartas a participar en el estudio. Firma-
ron un documento manifestando su consentimiento y completaron
los cuestionarios de dietas y otros factores no alimentarios (habitos
personales, estilos de vida, antecedentes médicos y quirargicos). En
algunos centros, como en Espafia, esta informacién se obtuvo me-
diante entrevistas personales. Finalmente se invitaba a los partici-
pantes a acudir al Centro de estudios prospectivos sobre dieta, can-
cer y salud, para la extraccién de sangre, obtencién de medidas
antropométricas (estatura, peso, talla sentado, didmetros de cintura
y cadera) y revisar y completar los cuestionarios si era necesario.

Ha sido el estudio de este tipo mas amplio realizado en el mundo,
pues los participantes en total fueron 482.948, de los que se dispone
de 377.348 muestras de sangre para futuros analisis de laboratorio.
La informaciéon de la dieta mediante el recuerdo de 24 horas se
obtuvo en una submuestra de 35.955, que corresponde aproximada-
mente al 8 por 100 del total. Los participantes en este estudio han
sido ademéas contactados a los 3-4 afos después de la inclusién
en el mismo, con el objeto de recabar informacién sobre algunos
cambios en habitos y estilos de vida, de los que se sabe que estan
fuertemente relacionados con el riesgo de cancer, como son: habito
de fumar, consumo de bebidas alcohdélicas, actividad fisica, peso,
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historia reproductiva, consumo hormonal y aparicién de nuevas
patologias.

El objetivo principal del seguimiento era la identificacion de
nuevos casos de céancer entre los componentes de la cohorte. En
1996 se creé un grupo de trabajo que preparé un detallado protocolo
para la recoleccion y estandarizacion de los datos clinicos y anato-
mo-patolégicos, para cada localizacién tumoral. La identificacion de
lo nuevos casos de cancer se basa principalmente en los registros
de tumores en seis de los paises participantes (Dinamarca, Italia,
Holanda, Espafia, Suecia y Reino Unido), donde el estudio se desa-
rrolla en areas cubiertas por registros de base poblacional. En los
otros tres paises (Francia, Alemania y Grecia) se basa en una com-
binaciéon de métodos que incluye la revisién de datos de seguros
médicos, registros de anatomia patolégica, asi como un seguimiento
activo de los propios objetos del estudio o de sus parientes y cono-
cidos. También se recoge la causa de la muerte, bien a partir del
registro de tumores o de los registros nacionales de mortalidad.
Basandose en los datos de incidencia publicados a partir de los re-
gistros, se prevé que aparezcan aproximadamente 22.000 casos de
cancer en la cohorte (EPIC) después de 10 afios de seguimiento.

Los primeros resultados de los tumores mas frecuentes se consi-
guieron entre 2001 y 2003. Y fueron, en los hombres, el cancer de
pulmoén, colorrectal, préstata, vejiga urinaria, estémago, pancreas,
laringe y rifién; en las mujeres fueron los cénceres de mama, colo-
rrectal, ttero, pulmoén, ovario y pancreas.

Los estudios epidemiolégicos sobre cancer y nutricién han apor-
tado sélidas pruebas de que algunos patrones dietéticos, caracteris-
ticas antropométricas y actividad fisica, juegan un importante papel
en la etiologia de algunos de los canceres mas frecuentes.

La dieta ha cambiado sustancialmente a través de los siglos y
sigue cambiando a causa de factores econdémicos y culturales. Un
mejor conocimiento de los alimentos que pueden reducir el riesgo
de cancer podria ayudar a orientar cambios futuros con el propé-
sito de reducir esta enfermedad. Actualmente las recomendaciones
de salud publica promueven el alto consumo de frutas y verduras
y aconsejan moderaciéon en el consumo de alcohol, carne, y de
alimentos ricos en sal.
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De acuerdo con el Comité sobre Dieta, Nutricién y Cancer del
Consejo Nacional de Investigaciones de EE.UU., existen pruebas epi-
demiolégicas suficientes como para afirmar que el consumo de cier-
tos vegetales, en especial los ricos en carotenos, como la zanahoria, la
col, el brécoli, la coliflor y la col de Bruselas, permite una reduccién
en la incidencia de canceres en algunos lugares del planeta.

El hecho de que la dieta y los factores relacionados con la misma
puedan estar implicados en la etiologia y prevenciéon de algunos
canceres, ha sido y sigue siendo tema de candente actualidad. Ba-
sandonos en los datos mas recientes que indican como valor medio
que alrededor de un 32 por 100 de las muertes por cancer son de-
bidas al tipo de dieta (Willet, 1995), en este sentido y apuntando una
de las perspectivas pragmaticas del tema, Potter (1997) estima que
si se produjera un incremento promedio de 2,5 veces en la ingesta
de frutas y verduras en el mundo, podria llegar a prevenir hasta un
30 por 100 en total de canceres de pulmén, de 6rganos gastrointes-
tinales y de cuello de utero.

¢En qué momento puede intervenir un alimento y frenar
la enfermedad?

El desarrollo de un tumor maligno comienza por alteracién (mu-
taciéon) en el ADN celular (iniciacién), con el crecimiento incontro-
lado de la célula dafiada (promocién) y su capacidad para invadir
tejidos (progresion).

Paso 1. INICIACION

El oxigeno que respiramos produce radicales libres de oxigeno,
que pueden dafiar la molécula de ADN. Los antioxidantes como los
polifenoles que abundan en el té verde o el licopeno en los tomates,
son sustancias que ayudan a neutralizar los radicales libres de oxi-
geno. Las vitaminas C, E y los betacarotenos son también poderosos
antioxidantes.

Peligro exterior. Muchos agentes que causan cancer ingresan en
el organismo como sustancias potencialmente cancerigenas, que se
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metabolizan en el higado por los enzimas de la fase 1 y se convierten
en cancerigenas con capacidad potencial de lesionar al ADN. El ajo,
por ejemplo, contiene sulfuro de alilo, que ayuda a limitar la produc-
cién de las enzimas que se han mencionado en la fase 1.

Paso 2. PROMOCION O AVANCE

Fallo defensivo. Si no funcionan las primeras defensas y una
célula sufre los cambios y se convierte en cancerigena, el organismo
procura que dichas células no se dividan. Los acidos grasos, tipo
Omega 6, potencian la divisiéon celular. Estos 4cidos grasos estan en
el aceite de maiz o en el azafran. Mientras que los acidos grasos
Omega 3 del pescado actian impidiendo la divisién.

Los tejidos reproductores son particularmente sensibles al can-
cer. Pueden dividirse rapidamente cuando sobre ellos actiian las
hormonas sexuales. Los estrégenos, por ejemplo, provocan el rapido
crecimiento de las células del pecho y del dtero. Los productos de-
rivados de la soja tienen isoflavonas (fitoestrégenos), que actian de
forma parecida a los estrégenos, pero sin su potente accién.

Paso 3. PROGRESION

Invasion. Si todas las defensas faltan y una célula se transfor-
ma en tumoral, la cuestién clave es si invadira los tejidos cercanos
construyendo un sistema de irrigacién sanguinea por alimentarse.
Las células tumorales liberan unas sustancias que son factores de
crecimiento de nuevos vasos sanguineos, un proceso llamado an-
giogénesis.

Unas sustancias llamadas inhibidores CO X-2 como el resveratrol
en las uvas rojas y la curcumina en la batata podrian suprimir la
produccién de los tumores al impedir la angiogénesis.

La dieta adecuada unida al ejercicio fisico, los controles periédi-
cos y los habitos saludables de vida pueden tener una gran impor-
tancia preventiva, si bien en el caso del cancer de pulmén, la prio-
ridad es el abandono del tabaco.
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Entre los medios para prevenir el cancer de colon, 180.000 casos
en Europa cada afio, incluyen la ingesta de fibra y calcio.

Para el cancer de proéstata, 87.000, los estudios apuntan a que el
licopeno presente en los tomates pueden reducir el riesgo de pade-
cerlo. Para el cancer de mama —180.000—, los especialistas reco-
miendan bajar los niveles de calorias, productos y grasas animales.

Antes de adentrarnos en las evidencias actuales sobre dieta y
cancer, hay que mencionar la limitaciéon y la complejidad que supo-
ne el estudio de la dieta humana en si misma. Los alimentos que
consumimos cada dia contienen cientos de sustancias quimicas es-
pecificas, algunas todavia poco caracterizadas desde un punto de
vista bioquimico, mientras que otras s6lo estdn descritas de forma
imprecisa.

Paralelamente, hay que tener en cuenta que la ingesta conlleva la
interacciéon de sus componentes entre si y con otros factores gené-
ticos y ambientales. La complejidad de la interaccién entre compo-
nentes dietéticos y el metabolismo de los mismos ha de tenerse en
cuenta en el abordaje analitico de los resultados de los estudios
sobre dieta y cancer.

Desde un punto de vista pragmatico, para reducir la incidencia
de aquellos tumores relacionados con la dieta seria recomendable lo
siguiente:

¢ Incrementar el consumo de frutas y verduras hasta al menos
cinco porciones al dia. Este factor aparece de una manera
consistente como protector frente a la mayoria de los tumores,
en particular, para el cancer de colon y para el cancer gastrico.

e Aumentar el consumo de cereales no procesados como fuente
de polisacaridos no refinados.

¢ Disminuir el consumo de carne, especialmente las rojas y pro-
cesadas. El consumo de este tipo de alimentos esta relacionado
con cancer intestinal, mama, préstata y pancreas. La World
Cancer Research Fund recomienda, si se desea comer carne
roja, que la ingesta de ésta no supere el 10 por 100 de las ca-
lorias ingeridas.
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e Intentar evitar la obesidad. Sin llegar al extremo contrario hay
que recordar que en la mujer la obesidad esta relacionada con
cancer endometrial y de mama de mujeres post menopausicas,
y en el varén, con el cancer intestinal. El peso corporal debera
mantenerse siempre en el rango de lo saludable.

e Tratar de evitar o reducir el consumo de alcohol, factor de
riesgo para canceres gastrointestinales, hepaticos y de mama.
Las recomendaciones de consumo son no mas de dos copas/
dia para las mujeres y tres para los varones.

e Reducir el consumo de alimentos salazonados y ahumados.

e Abstenerse de suplementos vitaminicos innecesarios.

Todas estas recomendaciones dietéticas deberan ir acompanadas
de unos hébitos de vida saludables relacionados directamente con la
apariciéon o no de diversos canceres. El habito del tabaco, la vida
sedentaria, la exposiciéon prolongada al sol sin control y padecer
hepatitis B y C, son quiza los factores ambientales mejor conocidos,
cuyo control, junto con una dieta saludable, podria hacer que la re-
duccién del cancer en generaciones futuras sea una realidad.

La sobrenutricién ha sido considerada como un factor de riesgo
de cancer desde hace mas de 100 afios. Destaca en particular un
estudio epidemiolégico reciente efectuado en 750.000 personas du-
rante 13 afios en EE.UU., que mostré cémo la sobrenutricién influye
en el cancer en varios sitios, menos en el pulmoén. La obesidad juega
un papel importante sobre todo en el cancer de endometrio, de ve-
sicula, etc. Existe también una relacion entre el cancer de endome-
trio y una exposicion excesiva a estrégenos y resulta interesante
saber que en las mujeres después de la menopausia, éstos se produ-
cen a partir de hormonas renales en el tejido adiposo, el cual se ve
aumentado con la sobrenutricion.

De todos los elementos de la alimentaciéon asociados epidemiol6-
gicamente con el cancer, las grasas son las que mas han sido estu-
diadas y de las que mas pruebas se tienen de una asociacién directa
con esta enfermedad.

También existen pruebas de que el consumo excesivo de café
tiene relacién con el cancer de vejiga y pancreas, pero mientras que
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para el de vejiga no existen pruebas contundentes sobre una asocia-
cion entre la cantidad de café ingerido y el riesgo de padecer esos
tumores, para el cancer de pancreas si se tienen.

Otra fuente adicional de riesgo asociada con la alimentacién es
la posible formacién de nitrosaminas cancerigenas a partir de la
interaccién de los nitritos con las aminas que se hallan presentes
en los alimentos. Los nitritos y nitratos estdn ampliamente distri-
buidos en los alimentos en concentraciones variables. Los vegetales
y los embutidos con nitritos son los que mas aportan esta sustan-
cia. Se calcula que en EE.UU. un individuo consume alrededor de
75 mg de nitratos diariamente, que pueden ser convertidos en
nitritos por bacterias presentes en la boca. Debe tenerse en cuenta,
sin embargo, que junto con los nitritos y aminas pueden consumir-
se alimentos con sustancias que impiden la formacién de nitrosa-
minas, como la vitamina C, o bien que la favorecen, como los
fenoles.

En regiones del mundo donde se da con una elevada frecuencia
el cancer gastrointestinal se ha comprobado una elevada ingesta de
nitritos y nitratos en el agua y alimentos. Se han publicado estudios
epidemiolégicos que sugieren una posible asociacién entre el consu-
mo de esas sustancias y una alta incidencia en cancer gastrico y de
es6fago, en Colombia, Chile, Japén, Iran y EE.UU.

La contaminacién de alimentos con hongos que producen toxi-
nas (micotoxinas) capaces de inducir cancer constituyen un riesgo
en algunos paises calidos y himedos de Africa, Asia y Centroaméri-
ca. Desde 1965 llama la atencién la existencia de una elevada fre-
cuencia de cancer primario de higado en paises de Africa en los que
se detect6 el consumo de alimentos contaminados con el moho As-
pergillus flavus (aflatoxinas).

De todo ello se deduce que la contaminaciéon de alimentos con
toxinas naturales capaces de inducir al cancer puede evitarse con un
almacenamiento adecuado y preservaciéon de los mismos. A la vez
debe reducirse al maximo el consumo de alimentos ricos en nitritos.
Por el contrario, juegan un papel protector con relacién al cancer
ciertos tipos de alimentos. Entre estos agentes se pueden citar algu-
nas fibras vegetales, vitaminas y minerales. Las fibras contribuyen a
dar volumen a los alimentos vegetales entre los que estan las legum-
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bres, las frutas y los cereales. En los paises desarrollados se consu-
men menos alimentos fibrosos y mas alimentos procesados.

Se ha observado que ciertos padecimientos intestinales comunes
en paises desarrollados son raros en las areas rurales de Africa y la
India, donde se consumen alimentos no procesados. Por ello se puede
afirmar que el consumo de ciertos vegetales, en especial los ricos en
carotenos como las zanahorias, la col, el brécoli, la coliflor y la col
de Bruselas permiten una reduccién en la incidencia de canceres.

Toda la fibra dietética es de origen vegetal y estd formada por un
conjunto heterogéneo de componentes: celulosa, hemicelulosa, pec-
tinas, gomas y ligninas, que suelen ser resistentes a la digestiéon por
parte de los enzimas humanos. También puede clasificarse en solu-
bles e insolubles. Sus principales acciones son retrasar el vaciado
géastrico, ralentizar la absorcién de glucosa, reducir los niveles de
colesterol y el tiempo de transito intestinal y aumentar el volumen
de las heces. El aumento del contenido de fibra en la dieta parece
tener un importante efecto protector fundamentalmente frente al
cancer de colon y de mama. Parece ser tutil también frente a los
canceres de boca, faringe, es6fago, estobmago, endometrio y ovario.

Los mecanismos a través de los que puede actuar esta forma tan
beneficiosa de la fibra dietética son varios:

e Reduciendo el tiempo de transito intestinal.
e Aumentando el volumen de las heces.

e Aumentando la frecuencia de evacuacion.

e Disminuyendo el contenido del colon.

e Absorbiendo sustancias organicas e inorganicas que de otra
forma tendrian posibilidad de reaccionar con la mucosa del
colon.

Es recomendable aumentar su consumo hasta 20 6 30 gr. al dia.
Ello se logra aumentando el consumo de frutas, vegetales, pan, ce-
reales y legumbres cada dia.

Otros compuestos de los alimentos como los micronutrientes se
han relacionado positivamente con relacién a la prevencién del can-
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cer. Son fundamentalmente el 4dcido félico, el calcio y los conocidos
como micronutrientes antioxidantes, entre ellos los mas importantes
son las vitaminas A —retinoides y beta carotenos—, las vitaminas C
y E y el selenio.

Las fuentes mas ricas de estos micronutrientes antioxidantes son
también las frutas y los vegetales.

El licopeno es un pigmento natural que esta presente en nume-
rosas frutas y hortalizas. Es un carotenoide que proporciona el to-
mate y otros frutos. Un grupo de investigadores de la Universidad
Norteamericana de Ohio ha publicado un estudio que avala los efec-
tos beneficiosos de licopeno para la prevencion del cancer. Y afiaden
un dato nuevo, que estos beneficios sélo los poseen los alimentos
naturales como el tomate, sandia, pomelo rojo, etc., pero no los
suplementos como pastillas, etc. Son muchas las evidencias experi-
mentales y epidemiolégicas que han puesto de manifiesto en los
ultimos afos que la ingesta alimentaria del licopeno estd asocia-
da con una disminucién del riesgo de padecer enfermedades como
cancer, y dolencias cardiovasculares.

El equipo de Steve Clinton tomé como punto de partida el ana-
lisis de 194 ratones de laboratorio, se hicieron tres grupos, uno que
fue alimentado con licopeno natural, otro con licopeno puro (en
tableta) y otro con placebo.

Tras 14 meses de trabajo llegaron a la conclusién de que los
animales que fueron alimentados con licopeno natural rebajaron un
26 por 100 sus posibilidades de morir de cancer de préstata y com-
probaron que no era lo mismo ingerir el licopeno por medio de los
alimentos a través de la dieta, que tomar pastillas u otros suplemen-
tos que contengan la misma sustancia.

La investigaciéon no indica si la reduccién del riesgo de padecer
cancer de prostata se debe al licopeno en si o si éste es s6lo un
biomarcador para la exposicion a otros cancerigenos que se encuen-
tren en el tomate.

En el 80 por 100 de los estudios realizados se ha encontrado una
relacién entre la ingesta de tomate y la disminucién del riesgo de
cancer. Por otra parte, no se han hallado datos que indiquen efectos
adversos relacionados por niveles elevados de licopeno.
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Se comprobé que favorece la absorcién del licopeno la combina-
cién del tomate con el aceite, sobre todo si es de oliva. Esto sucede
porque la presencia de lipidos en la dieta junto con productos ricos
en ese pigmento natural facilita también su absorcion.

Entre los compuestos vegetales que se consideran antioxidantes
se encuentran los carotenos, los mas conocidos son los betacarote-
nos y los licopenos.

Los carotenos, como el resto de los antioxidantes, son sustancias
que frenan o paran la accién de los radicales libres en el organismo.
Los radicales libres son muy agresivos y participan en todos los
procesos degenerativos.

Los polifenoles son antioxidantes naturales de los vegetales que
proliferan en las frutas, especialmente en las uvas. Las uvas tienen
un gran poder antioxidante, debido a ellos y también tiene gran in-
terés por ser un alimento rico en fibra. Sus efectos preventivos del
estrés oxidativo de las células y por lo tanto de las enfermedades
cardiovasculares y el cancer estan avalados por multitud de estudios.

En varias investigaciones se ha observado que en los orujos del
vino existia una cantidad extraordinaria de polifenoles asociados a la
matriz de fibra dietética antioxidante. Su composicién con mas de
50 por 100 de fibra dietética y cerca del 30 por 100 de polifenoles
combina en un solo producto las propiedades de las fibras de alta
calidad y los antioxidantes naturales.

Los antioxidantes ejercen su acciéon principal durante la fase de
iniciaciéon de un tumor, evitando el dafio celular derivado del estrés
oxidativo —lesion del DNA— y favoreciendo la reparacién del DNA
danado, la estabilidad de la membrana celular y la funcién inmuni-
taria. Ademas, estas sustancias poseen una gran variedad de aspec-
tos biolégicos que pueden incidir en cada una de las etapas de la
carcinogénesis.

Voy a pasar a describir el mecanismo de accién.

Los mecanismos patogénicos que conducen al cancer implican
alteraciones en las vias de transduccién de sefiales. Muchos oncoge-
nes son versiones alteradas de los protooncogenes que codifican para
proteinas que participan normalmente en la senalizacién celular.
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La quimioprevencion se define como el uso de sustancias de baja
toxicidad, entre las que se incluyen muchos factores nutricionales,
para interferir con el proceso de desarrollo del cancer. Los compues-
tos quimiopreventivos presentes en lo que comemos o bebemos
normalmente, estin siendo objeto de numerosas investigaciones.
Estas investigaciones tratan de identificar sobre qué vias celulares
actiian los agentes dietéticos con potentes efectos anticancer, para
esclarecer el mecanismo que utilizan. Estudios recientes responsabi-
lizan a las vias de senalizacién celular como el objetivo de los agen-
tes quimioprenventivos. Las MAP quinasas (mitogen activated pro-
tein kinases) implicadas en la sefializacion celular, comprenden una
familia de proteinas que median una sucesién de cascadas senaliza-
doras que se activan por una serie de estimulos extracelulares entre
los que se incluyen los promotores tumorales. Las MAP quinasas
participan en la regulacién de muchas funciones tales como prolife-
racion y crecimiento, movimiento celular, diferenciacién senescen-
cia y muerte, comprenden varios subgrupos que actiian secuencial-
mente dando como resultado la activaciéon de otras moléculas que
pueden ser otras proteinas quinasas o factores de transcripcion.

Alteraciones en la actividad de las MAP quinasas o las moléculas
que modifican se han encontrado en numerosos canceres humanos.
Incrementos en la expresiéon genética o prolongada activacién de
esas MAP quinasas aparecen en cancer de mama, pulmén, colon,
prostata y rinén. De hecho, se han disefiado varios agentes farmaco-
légicos para bloquear la cascada de las MAP quinasas en cancer de
colon y se han propuesto a las MAP quinasas como objetivos validos
para la prevencién del cancer. Se sabe que algunos compuestos in-
tegrantes de la dieta, como las flavinas y catequinas del té, el resve-
ratrol, el 6-gingerol, el ester fenil etil del 4cido cafeico, inhibidores
de la proteinasa de la patata, etc., inhiben la activacién de estas MAP
quinasas.

El resveratrol pertenece a un grupo de compuestos denominados
fitoalexinas, que se producen en plantas en casos de ambiente adver-
so. Ha sido identificado en mas de 70 especies, siendo las uvas la
fuente principal. La piel de las uvas contiene de 50 a 100 microgra-
mos/gramo y el vino tinto contiene de 1,5 a 3 mg/litro. Se cree que
es responsable de los efectos hipocolesterolemiantes del vino tinto y
de aminorar el riesgo de enfermedad cardiaca.
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Jang y colaboradores han demostrado que el resveratrol es efec-
tivo en las tres fases del proceso tumoral: iniciacién, promocién y
progresion. El resveratrol posee actividad antioxidante y antimuta-
génica y eleva la actividad de la quinona reductasa, enzima capaz de
destoxificar carcinégenos. Estos efectos indican que el resveratrol
previene la iniciacién, estado inicial e irreversible del proceso can-
ceroso. El resveratrol muestra también efectos antiinflamatorios
e inhibe la actividad de la ciclooxigenasa y de la hidroproxidasa
(ambas con actividad antipromotora). Ademas causa la diferencia-
cién de las células de leucemia promielocitica humana, lo que indica
que deprime también la progresiéon. Finalmente el resveratrol inhi-
be el desarrollo de lesiones preneoplésicas en glandula mamaria de
ratén tratada con un carcindégeno en cultivo e inhibe la formacién
de tumores en estos animales. El resveratrol no presenta efectos
toxicos, pero ejerce su actividad antineoplasica estimulando la acti-
vacién de la transcripcion de la proteina p53 y su fosforilacion de-
pendiente de las MAP quinasas, conduciendo por ello las células
transformadas hacia la apoptosis.

Los polifenoles y flavanoles o catequinas son componentes del té
verde y del té negro. Estos compuestos interaccionan con las vias de
las MAP quinasas y parece que median la sefializacién manipulando
su activacion y fosforilacién. Existen evidencias que demuestran que
estos compuestos inhiben la transformacién inducida por promoto-
res tumorales o factores del crecimiento. También se ha demostrado
actividad antioxidante de estos derivados del té, asi como que inhi-
ben la expresién de la metaloproteinasa de la matriz, enzima que
juega un importante papel en la invasién y metastasis. En general,
parece demostrado que las flavinas del té que inhiben la activacién
del factor de la transcripcién AP-1, mediada por las vias de las MAP
quinasas, lo cual es importante para reprimir la formacién y creci-
miento del cancer. Esto demuestra, una vez mas, que estas vias
senalizadoras son buenos objetivos celulares quimiopreventivos para
los componentes del té.

Vemos, por tanto, que son numerosos los componentes nutricio-
nales que poseen actividad quimioprentiva. Algunos de ellos, como
las flavinas del té y el resveratrol se sabe que actuian especificamente
sobre las vias senalizadoras dependientes de las MAP quinasas y de
ahi su efecto anticancer. Queda todavia por determinar si la consu-
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micién de dietas ricas en estas flavinas o el resveratrol conlleva un
verdadero efecto anticancer en humanos. Uno de los mayores retos
en la conquista del cancer es conseguir eficientes mecanismos que
permitan llevar a terreno clinico aquellos hallazgos demostrados a
nivel experimental.

Asi, el acido ascorbico y el tocoferol inhiben la formaciéon de
nitrosaminas, por lo que son utilizados en los procesos de conserva-
cion de los alimentos procesados. El selenio es un cofactor esencial
de la enzima gutation peroxidasa, enzima que protege frente a la
lesion oxidativa de los tejidos y administrado a dosis elevadas ha
mostrado un efecto anticarcinogénico en modelos animales. Los fla-
vonoides son compuestos fenélicos con propiedades anticarcinogé-
nicas y con enorme potencia antioxidante que se encuentra en fru-
tas, verduras y hojas de té. Los isoflavones, isémeros estructurales
de los flavonoides poseen efectos antiestrogénicos, por lo que po-
drian prevenir el desarrollo de tumores hormono-dependientes. Es-
tas sustancias se encuentran en los derivados de la soja, como el
genistein se han visto involucradas en mecanismos inhibidores de la
promocién del cancer, tales como la apoptosis.

El retinol —vitamina A— y los retinoides en general, participan
en el proceso normal del crecimiento y diferenciacién celular. Como
agentes quimiopreventivos actian principalmente en las fases de
promocién y progresién, en contraste con los antioxidantes que
actiian en la fase de iniciaciéon. En modelos animales, los retinoides
han demostrado capacidad para suprimir o revertir la carcinogéne-
sis, aunque pueden ser téxicos a niveles terapéuticos.

El acido félico junto con la vitamina B12, la meteonina y la
colina estan implicados en la mutilacién del DNA, proceso metabé-
lico cuyo funcionamiento inadecuado se ha asociado con anormali-
dades del DNA.

El beta caroteno ejerce su efecto protector frente a los canceres
de pulmoén, eséfago, estémago, colon, recto, préstata, mama, cuello
uterino, ovario y piel. Su principal ventaja sobre los retinoides es
que un aumento de su consumo o su suplemento en forma de cap-
sula no ocasiona problemas de hipervitaminosis.
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RECOMENDACIONES INTERNACIONALES

Desde la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) hasta aso-
ciaciones cientificas de numerosos paises, entre la que destaca la
Sociedad Americana del Cancer, existe un cierto consenso acerca de
lo mejor que se puede comer en el sentido de que una alimentacién
mas sana, mas equilibrada y méas variada es una eficaz medida de
prevencion no sélo del cancer sino también de otras enfermedades.

Las principales recomendaciones de la OMS son:

e Ajustar la ingesta de calorias al gasto de energia para mantener
un peso corporal aceptable y evitar el exceso de grasas, en
especial de grasas saturadas y de colesterol.

e Aumentar la ingesta de hidratos de carbono complejos y de
fibra dietética.

e Limitar la toma de azticar y sal a niveles moderados.

e Limitar la ingesta de alcohol.

Por ello, tiene una importancia maxima dar a conocer estas re-
comendaciones a través de la educacion nutricional.

Para reducir la ingesta de grasas es preciso disminuir el consumo
de carnes rojas, mantequillas y grasas animales, y sustituirlas por
carne magra, pollo sin piel, pescado y derivados lacteos desnatados.
A la hora de cocinar son preferibles los alimentos hervidos, asados
o cocidos al vapor. Debe utilizarse aceite de oliva para alifiar ensa-
ladas y otros platos, y aumentar el consumo de fibra dietética en
todas sus formas: verduras y hortalizas, pan y cereales, legumbres y
frutas todos los dias.

Como un tumor normalmente tarda un tiempo largo en desarro-
llarse, se pueden seguir una serie de recomendaciones y habitos
saludables a la hora de sentarse a la mesa.

La lucha contra el cancer que mantiene la humanidad es un
deseo perenne de alargar la vida humana y de mejorar la calidad de
los ultimos afios de nuestra existencia.

La prevencién de esta enfermedad, que afecta a mas de 150.000
espafioles cada afno, pasaria entre otros aspectos como el ejercicio,
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los controles periédicos o dejar de fumar por una reconversiéon de
las costumbres alimenticias desde la infancia.

Ya en 1989 cuando se celebré el Afio Europeo de Informaciéon
contra el Cancer, de la lista de medidas a tomar para prevenirlo,
cinco se referian a la alimentacidn.

Los investigadores, las autoridades sanitarias y las organizacio-
nes privadas contintian la carrera contra una dolencia que causara,
en el ano 2005, la muerte de ocho millones de personas en todo el
mundo.

Cada dia surge un nuevo descubrimiento que conecta atiin mas
los tumores con la dieta.

Alimentos recomendables

Frutas y vegetales. Contienen agentes anticancerigenos como
los carotenos, las vitaminas C y E, fibra y fitoesteroles.

Aceite de oliva, grasa monosaturada que se apunta como un
agente preventivo del cancer. Su consumo, ademas, esta indicado en
la prevencién del desarrollo de las enfermedades cardiovasculares.

El vino tinto, sin olvidar que su abuso es factor de riesgo de
numerosas dolencias, entre ellas el cancer, sin embargo tomar dos
copas al dia puede ser positivo, pues el RESVERATROL que contie-
ne ejerce efectos antioxidantes y anticancerigenos a nivel celular.

La fibra. Los cereales, por ejemplo, se han demostrado altamen-
te protectores en los casos de tumores de colon, mama, endometrio
y prostata.

En realidad, no existe una dieta anticancer, ni una dieta que lo
cure una vez que ha hecho su apariciéon. Sin embargo, a partir de
estudios y datos epidemiolégicos se ha comprobado que cumplir
una serie de recomendaciones alimentarias puede prevenir de ma-
nera significativa la apariciéon y desarrollo de las enfermedades on-
colégicas.

En nuestro pais la dieta mediterranea es mas sana, equilibrada y
variada que la de otros paises occidentales desarrollados. Debido a
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ello, en los paises mediterraneos la tasa de muerte relacionado con
el cancer es la mitad que la de los EE.UU.

Las recomendaciones de la Sociedad Americana del Cancer son
reducir la ingesta de grasa a menos del 30 por 100 de las calorias
totales de la dieta, aumentar el contenido de fibra de la dieta a 20
6 30 g al dia, comer diariamente frutas y vegetales variados, evitar
la obesidad, consumir alcohol en cantidades moderadas y consumir
un minimo de alimentos en salazén, en vinagre y ahumados.

CONCLUSION

Existe una larga lista de importantes y frecuentes tipos de cancer
que parecen estrechamente relacionados con la alimentacién de cada
dia, aunque no es el tnico factor causal a tener en cuenta si es
realmente importante.

Si de los factores ambientales externos el principal contribuyente
a la aparicién y desarrollo de distintos tipos de canceres es el tabaco,
a la luz de numerosos estudios internacionales llevados a cabo, se ha
visto que la alimentacién inadecuada puede ser el segundo. Si alrede-
dor de un 30 por 100 de los canceres se estiman relacionados con el
tabaco, y otro 30 por 100 podrian estar relacionados con la alimenta-
cién, el objetivo de todas estas recomendaciones es llegar a prevenir
el 30 por 100 de canceres que se creen relacionados con la dieta.
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Enrique Moles Ormella (1883-1953):
Farmacéutico, quimico y artista”

FRANCISCO GONZALEZ DE POSADA
Académico Correspondiente de la Real Academia
Nacional de Farmacia

A la memoria de nuestro comparviero, quimico,
Excmo. Sr. D. Segundo Jiménez Gomez

Con la colaboracién de Francisco A. Gonzalez Redondo
(Universidad Complutense de Madrid) y Dominga Trujillo
Jacinto del Castillo (Universidad de La Laguna)

«Pertenece Moles a aquel tipo de hombre hechos
para ser blanco de los mas encontrados sentimientos;
no por casualidad sino como légica consecuencia de
su actividad» (Cabrera, 1934).

«Siempre estuvo rodeado de amistades profundas
e incondicionales y de malquerencias que sobrepasa-
ban todos los limites posibles en una mente normal»
(Berrojo, 1980).

1. A modo de justificaciéon: algunas tareas
para la recuperacion de su memoria

¢A qué se debe que yo me atreva a aproximarles a ustedes esta
relevante figura de la Farmacia y de la Quimica espafiolas? La res-

" El texto completo de esta conferencia, de las diapositivas presentadas en la sesién
y el video de la exposiciéon oral y del debate posterior pueden verse en http://www.ranf.
com/images/moles/moles.htm
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puesta puede ser de este tenor: osadia aparente. Sustantivamente
osadia, sin duda, ya que no soy ni historiador ni quimico ni farma-
céutico ni tampoco artista. Aunque adjetivamente aparente.

Después de muchos afnos «con-viviendo» con recuerdos de Enri-
que Moles Ormella, se me ha presentado la ocasién de ofrecer algu-
nas nuevas consideraciones sobre él y dar cuenta de algunos existires
documentales. Tenia, digamoslo asi, cierta necesidad de hablar de
Moles, y este foro es de excepcional relieve para el caso. Se trata
de una especie de catdlogo de pequenas tareas realizadas con mis co-
laboradores que nunca pensé pudiera dar a la luz, porque nunca con-
sideré de importancia lo hecho fuera de lo que pudiera significar de
modesta colaboracion en la recuperacién de la memoria del quimico
espafiol. A esto se une al gran carino que he puesto en todos estos
acontecimientos relativos a la historia de la ciencia en Espaiia.

Asi, pues, no carece absolutamente de sentido esta especial y
fugaz dedicacién a la figura de Enrique Moles, aunque sea con el
reconocimiento de mi condicién de excéntrico (no propiamente his-
toriador, ni quimico, ni farmacéutico, tampoco artista) en el tema.
Pero espero que se unan a mi en la modulacién de la sustantiva
osadia con el adjetivo aparente.

Yo creo que hoy Moles se siente feliz: regresa, después de mas de
50 anos (quiza 70) a esta casa en la que tantos afios estuvo.

1.2 PARTE
BREVES NOTAS BIOGRAFICAS DEL «QUIMICO» MOLES

2. Moles, quimico

Enrique Moles ha pasado a la historia de la ciencia espafiola
como quimico, ocupando el lugar de excelencia que le concede
el hecho de que el Premio Nacional de Quimica lleve su nombre.
Sobre su condicién de quimico, la relevante, sin duda alguna, se ha
escrito bastante, como puede verse en la bibliografia final; aqui es
suficiente recordar lo mas importante de su biografia y de su obra
y hacerlo sintéticamente como marco en el que situar sus relaciones
con la Farmacia.

674



VoL. 71 (3), 673-702, 2005 ENRrIQUE MoLEs OrRMELLA (1883-1953)...

El primer referente a destacar de su curriculum es la posesion de
cuatro doctorados (dos espafioles, dos europeos): Doctorado en
Farmacia, Madrid, 1906; Doctorado en Ciencias Quimicas, Leipzig,
1910 (con Ostwald, donde se especializa en Quimica Fisica); Docto-
rado en Ciencias Fisicas, Ginebra, 1916 (con Guye, donde concreta
su especializaciéon en Pesos Atémicos); y Doctorado en Ciencias
Quimicas, Madrid, 1922.

El segundo referente capital puede ser su condicion de Jefe de
la Seccién de Quimica Fisica en el Laboratorio de Investigacio-
nes Fisicas que dirigia Blas Cabrera Felipe, desde 1912, tarea que
continuarian en los afios treinta en el Instituto Nacional de Fisica y
Quimica (edificio Rockefeller).

El tercer referente lo constituye el acceso en 1927 a Catedratico
de Quimica Inorganica de la Facultad de Ciencias de la Univer-
sidad Central.

Y el cuarto referente fundamental tuvo lugar en 1934 con su ingre-
so en la Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales (1).

Y ¢cudles fueron sus haceres y haberes mas importantes? (2). A
modo de resumen, y en forma de catalogo, he aqui el conjunto de
méritos que se le reconocen con generalidad.

1. Como investigador es verdad que no ofrece descubrimientos
espectaculares, de los que suponen un impacto que impresiona so-
cialmente. Su labor cientifica es continuada, critica y perfectista,
con constancia y tenacidad. Asi lograria un reconocimiento interna-
cional importante por sus contribuciones a la determinaciéon de
pesos atomicos y moleculares por métodos fisico-quimicos (mé-
todos gasométricos —densidades limites de los gases— en oposicién
a los entonces usuales gravimétricos), trabajos que inicié en Ginebra
con Guye y que seria su principal campo de investigacién. Se distin-
guié por el logro de una precisiéon extraordinaria en sus mediciones.
Al regresar a Espafa en 1917 formaria con un grupo de colaborado-
res el primer equipo de la «Escuela de Madrid» en el Laboratorio de
Investigaciones Fisicas. El grupo adquiriria autoridad y renombre
internacional. En 1931 fue designado Secretario de la Comision
Internacional de Pesos Atomicos de la Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada. Ejercié una interesante labor de deter-
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minacion, revisiéon y control de los pesos y tomé parte activa en la
confeccion de las Tablas Internacionales de Constantes y Patrones
Fisico-Quimicos. De manera concreta sus aportaciones en este cam-
po pueden sintetizarse en:

a) Afinar métodos para conseguir valores progresivamente mas
exactos (asi, un nuevo enunciado del método de las densida-
des limites).

b) Aportar correcciones a los métodos de medidas de otros (es-
piritu critico).

¢) Proporcionar revisiones (y mas revisiones) de resultados pro-
pios y ajenos.

d) Perfeccionar las medidas y calculos.

e) Contribuir a la mejora de las Tablas de Pesos Atémicos.

2. Como innovador docente debe destacarse su esfuerzo en pro
de la introduccién de la ensenanza y la investigaciéon en Quimica
Fisica en Espana.

3. A él se debe en gran medida la racionalizacién de la ensefian-
za de la Quimica Inorganica. Luchador por la mejora del plan de
estudios y la disposiciéon de laboratorios dignos, procurando una
buena ensefianza practica. Creé las revalidas de licenciatura de ca-
racter experimental. Y, en paralelo a todo ello, foment6 las relacio-
nes con la industria.

4. Permanece en la memoria como un magnifico organizador
de dotes excepcionales: revitalizé la Sociedad Espafiola de Fisica
y Quimica; fue promotor de la Federaciéon Espafiola de Socieda-
des de Quimica; tuvo una intensa relaciéon con la Unién Internacio-
nal de Quimica; fue secretario general del IX Congreso Internacional
de Quimica Pura y Aplicada (Madrid, 1934), primero celebrado en el
mundo desde 1912. (Manifestaba especialmente su alegria por haber
sido el primero en el mundo en reunir en un Congreso a cientificos
rusos y norteamericanos.)

«Nunca fue comparsa en ninguna institucién a que pertene-
ci6 y siempre se not6 su presencia como protagonista destacado
en ella» (3).
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5. Finalmente, puede resenarse que fue miembro destacado de
los comités técnicos para la construcciéon de la Ciudad Universitaria
y del Instituto «Rockefeller».

3. Enrique Moles, el hombre

Y junto al resumen de su historial quimico parece conveniente
pergenar un retrato de su personalidad.

Las frases prologales de este trabajo, primera de Cabrera, su
director, en 1934 —es decir, antes de la guerra civil—, y segunda de
Berrojo, su bidgrafo, en 1980, 27 afios después de su muerte y ya en
vias firmemente orientadas la recuperaciéon de su memoria, caracte-
rizan en primera aproximaciéon al quimico inorganico y fisico. No
obstante, otro conjunto de notas o caracteristicas personales pueden
resultar de interés.

En primer lugar, por lo que respecta a la inteligencia, me atrevo
a decir, con expresion facilmente inteligible y algo de ironia, que fue
«extraordinariamente inteligente pero nada listo», afirmacién que
explica claramente algunas de sus ingenuidades como, por ejemplo,
su regreso temprano a Espafna tras la guerra civil en 1942.

En segundo lugar, puede caracterizarse por una voluntad firme y
una asombrosa capacidad de trabajo, incansable.

Fruto de esa inteligencia y de esa voluntad se manifest6 siempre
como un organizador de primera calidad. Cuidadoso y metédico. De
caracter muy exigente con los deméas y consigo mismo.

Y, en tercer lugar, por lo que respecta a la sensibilidad: apasiona-
do, defensor de las causas que consideraba justas hasta notables
extremos, de criterio —a veces— cerrado, con un sentido de la ironia
que molestaba o incluso ofendia, aficionado al aire libre, entusiasta.
Y artista, buen dibujante y pintor.

Al hablar de cualquier hombre espafiol de su generacién, que vivié
la monarquia alfonsina, la dictadura primorriverista, la segunda
republica, la guerra (in)civil y la dictadura franquista, se hace estric-
tamente necesaria alguna referencia politica. En el caso de Moles debe
destacarse, en primer lugar, y sobre todo, que fue un patriota espa-
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niol de Barcelona que laboré siempre en pro de la ciencia y de su pa-
tria, de la ciencia espafiola. Y en segundo lugar, debe afirmarse que
fue esencialmente apolitico, como muestran todas sus relaciones in-
ternacionales antes y después de la guerra civil, independientemente
de «todo lo que se le monté» al pecar de ingenuo en su regreso a Es-
pafia tras la contienda. Como expresiones de este apoliticismo basico
pueden considerarse dos situaciones extremas: 1) En el conjunto del
«grupo de Cabrera» fue, politicamente, el gran beneficiario de la Dic-
tadura de Primo de Rivera (siempre conté con el decidido apoyo de
Eduardo Callejo de la Cuesta, ministro del gobierno civil presidido por
Primo de Rivera: la catedra, la organizacién de la Seccion de Ciencias
Quimicas de la Facultad de Ciencias de la Universidad Central, en la
calle de San Bernardo, su pertenencia a los comités de construccién
de la Ciudad Universitaria y del Instituto Nacional de Fisica y Quimi-
ca); y 2) Durante la guerra civil fue, sin duda, el mas comprometido
con la Republica, llegando a ser, con Juan Negrin, Director General
de Polvoras y Explosivos (4).

2.2 PARTE

MOLES, FARMACEUTICO QUIMICO

4. La consideracion actual de Moles en el contexto
de los quimicos espaiioles de la primera mitad del siglo XX

Sean suficientes unas notas mas o menos generales para carac-
terizar la memoria de Moles en otra de las lineas que deseo consi-
derar especialmente en este trabajo.

1. Enrique Moles Ormella ha pasado a la historia de la ciencia
espafiola como quimico, y no sélo como quimico, sino de hecho
como «quimico de Ciencias». Muchos de ustedes conocen la divisién
que tenia enjundia antes de la guerra civil, y que en algiin sentido
la tendra atn, con las expresiones tradicionales en Espafna de «qui-
micos de Farmacia» y «quimicos de Ciencias», manifestacion del
transito del nucleo prioritario de la Quimica en las Facultades de
Farmacia a su consolidacién en Ciencias. El caso de Moles puede ser
considerado como paradigmatico.
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2. Y no sélo ha pasado a la historia de la Quimica de Ciencias,
como quimico y sélo como quimico, sino que ha tenido ademas
la fortuna, que no tuvo en vida, de ser considerado el «padre de la
quimica espafiola» actual.

3. En su virtud, independientemente de la justicia histérica que
el hecho suponga, el Premio Nacional de Quimica lleva su nombre,
de modo anéalogo al Cervantes de las Letras, o al Torres Quevedo de
la Ingenieria, o al Blas Cabrera de la Fisica.

4. En ninguna de las dos herencias capitales hay luz suficiente
para catalogarlo definitivamente en su lugar en la historia. En las
dos generaciones anteriores las figuras de la quimica espaifola fue-
ron José Rodriguez Carracido (5) y José Casares Gil (6). Coeta-
neos fueron Angel del Campo y Cerdan (7), José Giral Pereira (8),
Obdulio Fernandez y Rodriguez (9) y Antonio Madinaveitia Ta-
buyo (10). En el conjunto constituido por éstos y Moles se resume
lo considerado primordial, o figuras relevantes de la quimica espa-
fiola de la primera mitad del siglo XX. Con un poco mas de preci-
sion, la orientacién histérica a la que quiero referirme aqui y ahora
se centra en el papel mas o menos importante en la consideracién
social de los profesionales de la quimica en Espafia; que pasa de los
«quimicos farmacéuticos» Carracido y Casares a los «quimicos de
ciencias» Del Campo y Moles, estos tltimos ciertamente «superio-
res» en condicién cientifica a los «quimicos farmacéuticos» de su
generacion Giral y Fernandez (11).

5. Y por lo que se refiere a la gloria alcanzada como el mas
representativo de los quimicos de la primera mitad del siglo XX,
tampoco me atreveria a catalogarla de justa: seria mas apropiado al
menos que compartiera esa condiciéon con su coetaneo y compafero
Angel del Campo, que le precedié en diferentes aspectos.

Y una consideraciéon mas relativa a su caracter. No podia pasar
desapercibido: era lugar de encuentro de defensores acérrimos y de
enemigos feroces, como se puso de manifiesto en dos circunstancias
fundamentales de su vida: la oposicién a la catedra (1927) y el regre-
so del exilio (1941).

Sin embargo, aunque Moles ejercié de hecho como «quimico de
Ciencias» no debe olvidarse que fue antes que nada farmacéutico.
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5. Objetivos de este trabajo

1. Difundir su condicién farmacéutica, recordando el espec-
tro de relaciones con la Farmacia en sus expresiones continuas y
discretas.

2.° Reivindicar su relevante figura de quimico entre los notables
quimicos espafioles «de Farmacia».

3.° Sugerir que esta Real Academia Nacional de Farmacia lo
considere parte de su legado biografico histérico.

4.° Complementariamente, dar a conocer su produccién artisti-
ca, la mayor parte correspondiente a su etapa juvenil considerada
«bohemia» en Barcelona.

El objetivo central, pues, consiste en recuperar de alguna manera
a Moles en su condicién de farmacéutico, haciendo ver —recordan-
do— que ademas fue un artista notable. Aparte de la extensa e in-
tensa lectura de textos cientificos e histéricos tengo la vivencia de un
largo contacto, durante muchos anos, con los dos catedraticos que
tenfan a gala ser los ultimos que obtuvieron catedras de Quimica
antes de la guerra civil (y que, por su juventud, aspiraron —y con-
siguieron— ser repuestos en «sus» (¢) catedras durante la transicién
a la actual democracia): Augusto Pérez Vitoria, de Ciencias, disci-
pulo de Moles, en Murcia; y Francisco Giral Gonzalez, discipulo de
Antonio Madinaveitia, en Santiago (repuesto en Salamanca, contra
sus ilusiones de que hubiera sido en Madrid, por aquello del esca-
lafén). Con ellos disfruté de fuertes lazos de amistad durante sus
estancias en la patria tras sus exilios.

6. Moles, farmacéutico quimico (12)

Conviene dejar constancia de que tanto sus inicios universitarios
como investigadores fueron propiamente farmacéuticos, y, a modo de
anticipo, destacar que su etapa final fue prioritariamente farmacéuti-
ca también. Entremedias, si quiere singularizarse asi, fue primordial-
mente quimico. De este modo seria suficiente recordar tres etapas:
a) la inicial, propiamente farmacéutica, de estudios de Farmacia en
Barcelona y Madrid y de profesor Auxiliar en Barcelona hasta su
marcha a Alemania (1900-1910); b) la larga de Auxiliar en Farmacia
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de Madrid (1911-1927), pero ya «hecho quimico», continuada en
la catedra de Quimica Inorganica de la Facultad de Ciencias hasta la
guerra civil (1927-1936), en la que deben destacarse los detalles de su
relacion con la Farmacia; y ¢) la final (1941-1953), después de la gue-
rra civil, mas préximo a la Farmacia que a la Quimica.

En la linea indicada en los objetivos, deseo recordar algunos
datos de su biografia que ponen de manifiesto que Enrique Moles no
debe olvidarse en esta casa.

6.1. Enrique Moles, licenciado y doctor en Farmacia

Estudia la licenciatura en Farmacia, en la Universidad de Barce-
lona, con el expediente que se reproduce a continuacion:

Licenciatura en Farmacia (Barcelona)

Curso 1900-01

Ampliacién de Fisica Notable

Quimica General Sobresaliente

Mineralogia y Botanica Aprobado

Zoologia Notable
Curso 1901-02

Técnica Fisica Sobresaliente

Mineralogia y Zoologia aplicada a la Farmacia Sobresaliente

Curso 1902-03
Botanica Descriptiva y determinacién de plantas
Medicinales Sobresaliente M.H.
Quimica Inorganica aplicada a la Farmacia Sobresaliente M.H.

Curso 1903-04
Materia farmacéutica vegetal Sobresaliente M.H.
Quimica organica aplicada a la farmacia Sobresaliente M.H.

Curso 1904-05
Analisis quimica, y en particular de los alimentos,

medicamentos y venenos Sobresaliente M.H.
Farmacia practica y legislaciéon sanitaria Sobresaliente M.H.
Higiene publica Sobresaliente M.H.
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Se presenta a los exdmenes de Grado de Licenciatura en Farma-
cia, en Barcelona, en 1905, y obtiene Sobresaliente. Posteriormente
se presenta a los ejercicios de oposicién para el Premio extraordina-
rio que consigue.

Se traslada a Madrid para realizar la tesis doctoral. Conviene
dejar constancia también de que precisamente en el afio 1905 José
Casares Gil obtiene la catedra de Madrid (13). Su expediente del
Doctorado en Farmacia es el siguiente:

Curso 1905-06

Quimica biolégica con su anélisis Sobresaliente
Microbiologia Sobresaliente
Historia critica de la Farmacia y Bibliografia

farmacéutica Sobresaliente

Ficura 1. Licenciado Ficura 2. Doctor en Farmacia,
en Farmacia, Madrid, 1906.
Barcelona, 1905.
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La tesis de 1906 se titul6: «Procedimientos de analisis de silicatos
seguidos en el analisis cuantitativo de algunas micas espafiolas» y
fue calificada con Sobresaliente. En ella muestra su gratitud a José
Casares Gil y Marcelo Rivas Mateos que han puesto a su disposicién
sus respectivos laboratorios. El doctorado en Farmacia seria el pri-
mero de los cuatro doctorados que alcanzaria. (Mas adelante, como
hemos visto, obtendria los de Quimica en Leipzig, Fisica en Ginebra
y Quimica en Madrid.)

6.2. Enrique Moles, profesor en Farmacia

En 1907 es profesor auxiliar supernumerario gratuito en la Facul-
tad de Farmacia de la Universidad de Barcelona. Y en 1908
auxiliar interino gratuito.

En esta época traduce libros, manuales, propiamente farmacéu-
ticos: Guia prdctica de andlisis de orina (de Karl Konia), Manual de
Técnica bacteriolégica, conteniendo las mds importantes indicaciones
técnicas para los trabajos de laboratorio de bacteriologia (de Rudolf
Abel) y Manual de técnica bacteriolégica (de Rudolf Abel); y como
labor propia, en colaboracién con Antonio Novellas, escribe Formu-
lario-guia de Farmacologia, Terapéutica y Andlisis quimico-farmacéu-
ticos, en 1908, librito de 15 x 10 cm?, de unas 500 paginas.

En 1908 se desplaza a Alemania, a Munich y Leipzig, donde tra-
baja principalmente con Ostwald, y obtiene el doctorado en Quimi-
cas en 1910.

Sus discipulos quimicos afirman que el transito por Munich y
Leipzig marcé el cambio de orientacién de la Farmacia a la Quimi-
ca. Mi inteleccion, a los efectos de la consideracién histérica, es otra:
los «mejores» farmacéuticos universitarios eran entonces prioritaria-
mente quimicos (recuérdense, por ejemplo, los casos reiteradamente
citados de Carracido y Casares) y la mejor quimica circulaba en
Espana por las Facultades de Farmacia. No debe olvidarse que
en esta época no existian Facultades de Quimica, sino de Ciencias,
y en éstas s6lo una especialidad de Fisico-quimicas. El contexto de
espacio y tiempo es necesario tenerlo muy presente: en la Espafia
intersecular XIX-XX las Facultades de Farmacia eran mucho mas

683



Francisco GoNzALEZ DE PosApa AN. R. Acap. Nac. Farwm.

«quimicas» y estaban mucho mejor dotadas (en quimicas inorgani-
ca, organica, analisis y biolégica) que las de Ciencias.

A titulo de anécdota puede recordarse el siguiente parrafo escrito
por su hijo (farmacéutico), en 1975:

«en su época juvenil, antes de dedicarse de un modo prefe-
rente a la investigacién pura, habia creado una serie de produc-
tos medicamentosos, buena parte de los cuales se encuentran
todavia en el mercado espanol [jen 1975!], registrados y explota-
dos por diversos laboratorios farmacéuticos nacionales» (14).

A la vuelta de Alemania atn «trabajaba en colaboracién con al-
gunos laboratorios productores de medicamentos».

En 1911, a la vuelta de Alemania y siendo Decano José Rodriguez
Carracido, accede a la condicién de profesor auxiliar numerario de
la catedra de Quimica inorganica en la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Madrid, donde se establece como discipulo de José
Casares Gil, ya dedicado éste también a su condicién de diputado.
En consecuencia, si universitariamente pretende progresar, acceder
a una catedra, ha de emigrar de Farmacia. Asi, seria profesor auxi-
liar numerario de la Facultad de Farmacia de Madrid hasta la obten-
cion de la catedra de Quimica Inorgéanica en la Facultad de Ciencias
de Madrid en 1927.

Su conocimiento de idiomas, sus relaciones y sus trabajos en
Alemania y Suiza, le confieren en y desde Espafia una respetable
altura internacional.

Y a partir de 1912 es Jefe de Seccién, de Quimica Fisica, en
el Laboratorio de Investigaciones Fisicas (de la Junta de Amplia-
cién de Estudios) que dirige Cabrera, donde haria sus contribucio-
nes mas importantes.

Su condicién de (s6lo) Auxiliar en Farmacia resulta incoherente
con el hecho de ser propuesto como experto, formando parte de
tribunales de catedra de Universidad, jdesde el ano 1913!, debido a
su alto prestigio alcanzado a titulo personal y por el creciente del
Laboratorio de Investigaciones Fisicas.

Lo que podriamos llamar sus «instintos farmacéuticos», o «espi-
ritu de cuerpo», se manifiesta, al menos formalmente, en la catedra
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de Analisis Quimico de la Facultad de Ciencias de Madrid, 1913, en
la que formé parte del tribunal, siendo tan joven y ya considerado
por el Consejo de Instruccién Publica como «competente». A pesar
de ser compaiiero de Angel del Campo en el Laboratorio de Inves-
tigaciones Fisicas, voté por José Giral, dejandola vacante.

Veamos algunos ejemplos significativos de la consideracién cien-
tifica en que se le tenia, para justificar sus presencias en tribunales
correspondientes al afio 1925.

En el Tribunal de la CAtedra de «Quimica General» de la Univer-
sidad de La Laguna:

«Don Enrique Moles, Profesor Auxiliar de la Facultad de Far-
macia de la Central, Doctor en Ciencias Quimicas, Profesor del
Laboratorio de Investigaciones Fisicas, ex pensionado en Alema-
nia y Suiza, autor de varias Memorias publicadas en revistas
espafiolas y extranjeras sobre revisiéon de pesos atémicos por
métodos fisico-quimicos y clasicos, densidad de aire y otras»
(R.O. 25 de mayo de 1925)».

En el Tribunal de la Catedra de «Quimica Inorganica aplicada a
la Farmacia y practica de laboratorio» de la Facultad de Farmacia de
la Universidad de Granada:

«Don Enrique Moles, Profesor Auxiliar de la Central, Doctor
en Farmacia y Ciencias Quimicas, ex pensionado en el extranje-
ro, autor de 64 trabajos de investigaciéon sobre temas de Quimica
inorganica pura y aplicada, asi como sobre Quimica farmacéuti-
ca, premiado por la Real Academia de Ciencias de Madrid» (R.O.
10 de agosto de 1925)».

También deben recordarse aqui algunos trabajos quimicos proxi-
mos a la Farmacia de este periodo, sobre todo porque algunos de
ellos estan escritos en colaboraciéon con miembros iniciales de esta
Real Academia Nacional de Farmacia.

Acerca de los aristoles y de la determinacion cuantitativa del timol
(con M. Marquina).

Contribucién al estudio de los nitratos de bismuto, con numero-
sas derivaciones hacia la Farmacia (con Eugenio Sellés Marti, aca-
démico).
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Acerca de algunos complejos orgdnicos del bismuto (con Ramoén
Portillo, académico).

6.3. Su vinculacion con el Real Colegio de Farmacéuticos
de Madrid

Moles estuvo bastante vinculado al Real Colegio de Farmacéu-
ticos de Madrid, ostentando su representaciéon en diversas ocasio-
nes y participando con frecuencia en sus actividades, especialmente
dictando numerosos cursos y conferencias.

Asi, por ejemplo, el 5 de mayo de 1922 habla sobre «Los métodos
fisico-quimicos en sus aplicaciones a la Farmacia» (15), de modo
que tras su celebraciéon, El Restaurador Farmacéutico publicé una
amplia resefia (16).

El 12 de enero de 1924 diserta sobre «La Quimica-Fisica y la
Farmacia» (17).

El Real Colegio de Farmacéuticos de Madrid, en 1930, con moti-
vo del Primer Centenario de la inauguracién del edificio de la Facul-
tad de Farmacia (al que se concede caracter oficial por R. O. de 9 de
septiembre) (18), es decir, de este edificio que hoy nos acoge, orga-
nizé un Gran Certamen cientifico hispanoamericano, y en la rela-
cién de premios establecidos puede encontrarse, con el nimero 19:

«Premio «Profesor Enrique Moles»

200 pesetas en metalico.

Diploma especial

al mejor trabajo de Fisico-Quimica» (19).

El Jurado estaria integrado por José Ranedo Sanchez-Bravo,
Ramon Portillo Moya-Angeler y Eugenio Sellés Marti, a quienes todos
ustedes identifican con la primera relaciéon de académicos de esta
(entonces no Real) Academia Nacional de Farmacia que naceria
formalmente en 1932 (20).

En esos actos centenariales, Moles pronunciaria también otra
conferencia, aunque no se menciona el titulo de la misma (21).

En este punto parece de interés reproducir los parrafos que Maria
del Carmen Francés, actual Académica-Secretaria de esta Real Aca-
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demia Nacional de Farmacia, dedica a aquellos momentos germina-
les de la Academia (22):

«Y con esta denominacién, el Real Colegio siguié su crecien-
te labor de fomento de la Ciencia mediante concurso de premios,
conferencias, sesiones cientificas y publicaciones hasta que las
autoridades gubernativas plantearon el problema de que no po-
dian existir legalmente dos entidades con igual nombre: “Colegio
de Farmacéuticos”, el viejo y glorioso Real Colegio (del que esta-
mos hablando), y el obligatorio de la provincia de Madrid. Pre-
vias consultas a quienes podian informar con la altura e impar-
cialidad necesaria, se opt6é por dejar el nombre de Colegio, que
significa gobierno y defensa de la profesiéon y adoptar el de Aca-
demia, que define a las Sociedades que fomentan una Ciencia o
Arte; pero siendo ésta una Corporacién oficial, correspondia al
Estado disponer y aprobar los oportunos cambios. Coincidia este
incidente con la inolvidable conmemoracién del primer centena-
rio de la inauguracién del edificio de la Facultad de Farmacia en
1930 y con la celebracion del segundo Congreso Nacional de
Farmacia, puesto que el 29 de noviembre se cumplian los cien
afnos de la nueva casa de la calle de la Farmacia.

Respaldada por el brillantisimo éxito del Congreso, quedaba
la maxima aspiracién de la antigua Corporacién y de la Clase:
transformarse en Academia. La propuesta fue elevada al Gobier-
no, en los tres ultimos meses del régimen monarquico, con el
apoyo resuelto de Su Majestad y la favorable decisiéon del Minis-
tro sefior Tormo, pero, por la inestabilidad politica, este asunto
quedé sin resolver. Un afio después, tras dificiles gestiones, se
consiguié que el Gobierno republicano aceptase el cambio de
nombre de Real Colegio de Farmacéuticos por el de Academia
Nacional de Farmacia, con fecha de enero de 1932».

(Entre paréntesis y dado el lugar que nos acoge, debo confesar
que para mi constituye un misterio la no presencia de Moles entre
los académicos iniciales de la Nacional de Farmacia en 1932. La
ausencia de Obdulio Fernandez puedo entenderla, tanto antes de la
guerra civil como después de ésta, por sus dificiles relaciones con
Casares, pero no fue éste el caso de Moles) (23).
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6.4. La presencia de Moles en las revistas especializadas
de Farmacia

Aunque sea solo someramente conviene destacar algunas no-
tas (24) relativas a la presencia de Moles en las revistas farmacéu-
ticas porque asi se comprueba, desde otra perspectiva, su vincula-
cién con la Farmacia. He aqui una sucinta relacién.

En 1924, El Restaurador Farmacéutico, en su primera pagina,
dedica una amplia crénica de la entrega a Moles en Barcelona del
prestigioso Premio Pelfort (25).

En 1926, El Restaurador Farmacéutico, en la seccién «Noticias»,
da cuenta del nombramiento como representantes de Espafia en
la VII Conferencia Internacional de Quimica de «los catedraticos
de Farmacia, nuestros queridos amigos Dr. Obdulio Fernandez y
Dr. Enrique Moles» (26). Como puede apreciarse, éste es incorrecta-
mente elevado a la categoria de «catedratico» en esta referencia de
1926, momento en el que es (s6lo) Auxiliar Numerario en Farmacia
(al ano siguiente obtendria la catedra en la Facultad de Ciencias).

En 1927, El Monitor de la Farmacia y de la Terapéutica publica un
breve trabajo suyo titulado «Los fenémenos de superficie. Su im-
portancia quimico-farmacéutica» (27). Mas adelante, en la seccién
«Poliantea», da la noticia de que ha ganado la catedra de Quimica
Inorganica de la Facultad de Ciencias de Madrid «nuestro compaie-
ro y colaborador el Catedratico auxiliar de la Facultad de Farmacia
don Enrique Moles» (28) (donde se reitera erréneamente su condi-
cién de catedratico de Farmacia).

En 1928, El Monitor de la Farmacia y de la Terapéutica, en dos
ocasiones, bajo el titulo de «Ateneo farmacéutico», anuncia ciclos de
conferencias, organizados por la Asociacién de Estudiantes Catoli-
cos de Farmacia, en los que interviene Moles con los titulos «Impor-
tancia del sistema periédico en Quimica inorgéanica» y «Teoria de la
valencia y constitucién de los compuestos» (29).

En 1930, La Farmacia Espatiola da cuenta de las conferencias que
pronuncia en Granada de titulos «Concepto de compuesto quimico»
y «Los complejos y su importancia». En la misma revista se recoge
la constitucion de la seccién local de la Sociedad Espaiola de Fisica
y Quimica, de la que Moles es presidente nacional.
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En 1936, El Restaurador Farmacéutico dedica una gran extension
al Homenaje a Casares Gil con motivo de su jubilacién el dia 8 de
julio. En él interviene Moles recordando sus afios de estudiante al
lado de Casares y el apoyo decidido de éste para la introduccién en
Espana de los estudios de quimica-fisica.

6.5. El viaje a Argentina y Uruguay

En el verano de 1930, en la plenitud de su gloria como quimico,
periodo 1927-36, visita Buenos Aires, La Plata, Rosario de Santa Fe
y Montevideo. Los temas que desarrolla son prioritariamente quimi-
cos, pero las instituciones que lo reciben y le conceden honores son
mixtas o farmacéuticas.

El 21 de agosto dicta una Conferencia en la Escuela de Farma-
cia sobre «La adsorcion y su interés especificamente farmacéu-
tico», en la que expone multiples ejemplos farmacéuticos.

El 23 de agosto se organiza una recepcion en su honor en la
Sociedad Nacional de Farmacia para recibir el mensaje del Real
Colegio de Farmacéuticos de Madrid de presentacién del

«(...) doctor Enrique Moles, catedratico de la Universidad
de Madrid y farmacéutico (...)

De todo ello es embajador el doctor Moles, quien a su gran
cultura, que lo coloca en los primeros puestos de la Farma-
cia, une un acendrado patriotismo y no menor amor al titulo
que posee, circunstancias que avaloran su caracter excepcional,
su personalidad eminente, en la que deseo vean ustedes re-
presentados a todos los farmacéuticos espafnoles y muy espe-
cialmente al ultimo de todos, pero el primero en admirarlos y
profesarles fervorosa simpatia y afecto: doctor Zafiiga Cerrudo,
Presidente» (30).

Este texto confirma la vinculacién de Moles con el Real Colegio y
constituye una prueba positiva més de su participacién activa en la
vida del mismo. Sirva para reiterar, ya sin paréntesis, la extraneza que
me produce el que no fuera integrado como académico de Farmacia.

En dicha sesién dicta la conferencia «Importancia de la Quimi-
ca-fisica en Farmacia» cuyo contenido versa sobre la aplicacion de
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métodos fisico-quimicos a las actividades farmacéuticas y en la que
cita a Raurich y Toper.

Como resumen de sus actividades, presencias y reconocimientos
en Argentina se reproduce el titulo que le concede la Asociacién
Farmacéutica y Bioquimica Argentina al afio de su visita.

ASDCIACION FARMACEUTICA Y BIOQUIMICA ARGENTINA
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Figura 3. Titulo de Socio Correspondiente de la Asociacion Farmacéutica y
Bioquimica Argentina
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Concluida la visita a Argentina se desplaza a Uruguay y en la
Facultad de Quimica y Farmacia de Montevideo, en septiembre
de dicho afio 1930, dicta un Curso de doce conferencias. En los
Anales de la Asociacién de Farmacia y Quimica del Uruguay se
edita un namero especial dedicado al doctor Moles del que se repro-
duce la pagina inicial.

Tomo XXXIIl. — N.°% 7 y & Julia y Agosto de 1930

AMNALES DE LA ASOCIACION

o

FARMACIA ¥ QUIMICA DEL URUGUAY

SUMARIO
Pz
Lanza Jf. :, El profesor Enrique Moles..... 05
Curso de conferencias del profesor Moles .. .. 90

Giribalde 0.: Fundamento tedrico de la defermina-
cion precisa de los pesos moleculares
y atdémicos a partir de las densidades
AABLOBAS o\ o= wem it baalild e .. 103

Moles E.: Densidad normal del nitrégeno quimico.. 151

Moles E.: Estudio critico de las medidas modernas
acerca de la densidad del oxigeéno ...... 161

Publicaciones cientificas del prafesor E. Moles .. .. 195

Ficura 4. Ejemplar de los Anales de la Asociacion de Farmacia y Quimica del
Uruguay dedicado a Moles.
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Por otra parte, fue nombrado Profesor ad honorem de la Univer-
sidad de Montevideo, por la Facultad de Quimica y Farmacia en
dicho mes de septiembre de 1930.

6.6. El IX Congreso Internacional de Quimica

Un acontecimiento de especial relevancia para la ciencia espano-
la en general, y especialmente para la Quimica de nuestro pais, fue
la celebracién en Madrid del IX Congreso Internacional de Quimi-
ca, 1934, del que pueden hacerse algunas consideraciones desde el
punto de vista de la Farmacia:

a) Supuso para la Quimica espafnola ain més que la venida de
Einstein, 1923, para la Fisica espanola.

b) Estuvo organizado por Obdulio Fernandez (farmacéutico),
Angel del Campo (quimico), Enrique Moles (farmacéutico y
quimico) y José Giral (farmacéutico).

c¢) Con este motivo se concedieron tres doctorados honoris cau-
sa en Farmacia (cinco en Ciencias) a relevantes figuras ex-
tranjeras.

d) Por lo que respecta a su difusién en la prensa pueden recor-
darse las referencias de El Debate, con firma de Luis Palacios
Pelletier (Académico de la Nacional de Farmacia, recién crea-
da en 1932), y La Voz de la Farmacia, que comenta amplia-
mente los aspectos farmacéuticos del Congreso.

Moles fue considerado como el artifice del éxito del Congreso v,
junto a las felicitaciones que recibieron los organizadores citados, él
recibié diversos honores europeos, entre los que interesa destacar
aqui la Medalla del Centenario de Auguste Behal, Paris, 1935, Pro-
fesseur de Chimie Organique a la Faculté de Pharmacie.

6.7. Unos detalles de antes y de después de la guerra civil

Un acontecimiento cientifico social importante en el mundo far-
macéutico, y de cierto relieve en el ambito de lo que puede llamarse
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la «farmacia quimica», lo constituy6 la jubilacién de, y homenaje a,
José Casares Gil, el 8 de julio de 1936. Un documento grafico mues-
tra claramente la sintonia de Moles y Casares en estos momentos.

‘5 -l .
oRL r?fig‘*él
1 dffwlﬁ{f{d i t;ff.r.r el

‘F Jan :.Hm#lf:l!"' n.u,.a o ‘_i.-- i .

w A
e e

e P el ﬁwwmlﬂ

'g‘ o ol A Becfen l_.““, P

M?W .-'Wmﬁ" ﬂ #‘f‘JW
Aot ¥ .?mﬁf:u. -

Ficura 5. Dedicatoria de José Casares Gil, maestro, en el homenaje por su
jubilacion, a Moles, discipulo.

Durante la guerra civil contintia Moles sus relaciones cientificas
internacionales e incrementando la extensa relacién de honores.

Recién exiliado Moles en Paris tras la guerra civil recibié como
primera ayuda econémica la del Profesor Justo Cerdeiras, catedrati-
co de la Universidad de Montevideo y Presidente de la Comisién
Cientifica de la Asociaciéon de Farmacia y Quimica del Uruguay.
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Su hijo continué en Paris los estudios de Farmacia y defensa
contra gases en la Escuela de Farmacia y en el Instituto Catélico de
Paris.

6.8. Su hijo y bidgrafo, farmacéutico

Su hijo, Enrique Moles Conde, empez6 la licenciatura en Farma-
cia en la Facultad de Madrid y «avanzaba con cierta fortuna en la
carrera» cuando estallé la guerra civil y se encontraba en Asturias.
A su regreso a Espafa, para acabar sus estudios, por dificultades
académicas surgidas en Madrid, tuvo que examinarse también en
Santiago. Y concluida la licenciatura fue, en el sentido popular, «far-
macéutico».

El padre, nuestro Enrique Moles Ormella, le compré la oficina de
farmacia que estableci6 en el Paseo de Onésimo Redondo, ntiime-
ro 12, y en ella se hizo él mismo, al mismo tiempo, «farmacéutico»,
colaborando con el hijo. La casa de Moles padre ocupaba la parte
posterior de la oficina propiedad de Moles hijo. Eran tiempos, los
afnos cuarenta y primeros cincuenta, en los que habia muchos me-
dicamentos —férmulas— que preparar. {Con qué ilusién los haria!

6.9. En el Laboratorio Ibys

Durante los diez dltimos anos de su vida, desde que sali6é de la
carcel, 1943, con libertad condicional, hasta su muerte, investigd en
un Instituto farmacéutico donde ingresé, retirado de sus puestos de
la Universidad y del Instituto Nacional de Fisica y Quimica, como
investigador, el «Instituto de Biologia y Sueroterapia (IBYS)» de
Madrid, en el que continuaria trabajando, como colaborador y con-
sejero técnico, hasta su fallecimiento.

Publicé en la revista del Instituto dos trabajos: «El peroxhidroxi-
do de magnesio» y «Contribucion al estudio de los peroxhidroxidos»,
compuestos de indudable proyeccién farmacéutica. Escribié su hijo:

«Sus nuevos trabajos cientificos se encaminan principalmen-
te al estudio y utilizacién de los peroxidroxidos o perhidroles
—particularmente los de magnesio y calcio—, el tribromofenato

694



VoL. 71 (3), 673-702, 2005 ENRrRIQUE MoLEs ORMELLA (1883-1953)...

de bismuto y algunos otros productos de interés quimico y far-
macolégico. Dando, en cierto modo, un salto atras, idea y prepa-
ra nuevas féormulas de interés farmacéutico» (31).

Pérez Vitoria (1953), en su necrolégica de Moles, anade otros
trabajos de éste no publicados: «Preparacién extemporanea y puri-
ficacion de diversos farmacos», «La camara de desinsectacién. Su
funcionamiento», y «Los cloritos y el peréxido de cloro. Su impor-
tancia actual».

I o T A
FiGura 6. En el laboratorio farmacéutico Instituto de Biologia vy Sueroterapia
(IBYS). Madrid, 1949.

A pesar de su extrana situacién y sin que fuera repuesto en nin-
guno de los lugares que le correspondian (Catedra de la Universidad,
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas como ente continua-
dor del Instituto Nacional de Fisica y Quimica, Academia de Cien-
cias), dado su prestigio internacional logra, no sin dificultades extre-
mas y después de diez afios, que se le conceda pasaporte. Asi dict6
diferentes conferencias en las Sociedades Quimicas Nacionales de
Bélgica, Dinamarca, Francia y Suiza.
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6.10. En la Facultad de Farmacia de La Habana y la Academia
de Farmacia de Cuba

En el verano de 1951, invitado por la Facultad de Farmacia de
La Habana y la Academia de Farmacia de Cuba para dar una serie
de conferencias, emprende el que iba a ser su ultimo viaje al extran-
jero.

Se reproducen unos elementos para dejar constancia documental
de estas actividades académicas especificamente farmacéuticas.

FIGUrRA 7. Medalla de Miembro correspondiente de la Academia de Farmacia
de Cuba.

6.11. Tesis doctoral sobre Moles

Finalmente, en estas consideraciones farmacéuticas, aunque sea
s6lo a modo de anécdota, conviene dejar constancia de que en 1980
Radl Berrojo Jario presenta su tesis doctoral, «<Enrique Moles y su
obra», en la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona.
Destaco la naturaleza del simbolo: el quimico espafiol natural de
Barcelona, licenciado en Farmacia en la Facultad de Barcelona, que
hubo de salir de la ciudad condal para hacerse doctor en Madrid,
Leipzig y Ginebra, regresa a su Barcelona natal, estudiantil y bohe-
mia (j75 afios mas tarde!) transformado en tema de tesis doctoral en
Farmacia.
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3.2 PARTE

MOLES, ARTISTA

7. Moles artista

Otro de los aspectos a reivindicar, quiza en este caso mejor in-
formar o bien recordar, es que Enrique Moles desarrollé una obra
artistica de cierta calidad en sus anos de juventud en Barcelona,
y, presupuestamente también, después en Madrid e incluso en Gi-
nebra.

En una exposicion artistica el objeto principal se centra en la con-
templacién de las obras de arte, en penetrar en la expresién del artis-
ta. Usualmente no necesitamos ni de presentadores ni de criticos.
Quiza después, si quedamos gratamente impresionados, nos guste un
cierto recreo intelectual con tareas de lectura complementarias de
textos escritos por artistas profesionales, historiadores o criticos.

Por ello quiero ofrecer a ustedes un catalogo (32) no editado de
obras artisticas de nuestro farmacéutico quimico que posee Amigos
de la Cultura Cientifica, y tiene en la actualidad en depésito en
el Centro Cientifico-Cultural Blas Cabrera, y algunas otras que en la
actualidad posee su nieta Beatriz Moles Calandre, también farma-
céutica, en Zaragoza. Debo manifestar que se ha perdido la pista de
algunos otros.

En consecuencia, pocos comentarios y suficiente reproduccién
de sus plumillas, apuntes y dibujos al carbén, acuarelas, 6leos y
temples. Se consideran practicamente todas ellas obras juveniles.

Parece que era en los veranos que pasaba en Balaguer (Lérida),
tierra natal de la madre y donde la familia poseia propiedades, con
otro ambiente y otros paisajes, cuando desarroll6 esta faceta artisti-
ca, mas libre y original que la cientifica, de la pintura, empleando
diversas técnicas (carbon, pastel, acuarela y 6leo) y fijando su aten-
cién en los paisajes y sobre todo en los tipos y costumbres del pais.

He podido leer en la biografia de su hijo que dej6 de pintar
después de su primera visita al Museo del Prado, como consecuencia
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de su venida a Madrid para hacer el doctorado, al contemplar por
primera vez cuadros de Veldzquez y de Goya; éste le entusiasmaba
especialmente. Yo méas bien me inclino a pensar que debié tener un
encuentro con el joven Pablo Ruiz (después Picasso) en Barcelona y
supo intuir lo por venir en las artes plasticas.

En resumen, su obra consiste en:

«(...) notables apuntes al carbén, acuarelas —originales o
copias—, dibujos al pastel y 6leos, principalmente copias, algu-
nas muy notables, de originales debidos a los pintores del Ro-
manticismo espafiol» (33).

Complementariamente, en 1921, se publican dos ediciones, Ma-
drid y Barcelona, del Epistolario de Carlota, de Federico Schiller,
traduccion del aleman y prélogo de E. Moles y R. Marquina (34),
dedicado en este caso a una imprevisible actividad literaria aunque
fuera transitoria.

Como apuntes finales reproduciré unos parrafos entranables del
libro de su hijo (35):

«(...) no se borrard nunca de mi memoria la imagen, muchas
veces repetida, de mi padre (1951) con Beatriz (su nieta de cua-
tro anos) sentada en sus rodillas, manteniendo con ella animadas
conversaciones y dibujandole, con su particular gracia y estilo,
toda clase de cosas, por iniciativa propia o a peticién de la pe-
quena (...)

Amaba el arte, especialmente la pintura, que dominaba y
habia practicado con fortuna, aunque luego la abandonara casi
por completo por circunstancias diversas, y la musica clédsica (en
este aspecto, puede sefnalarse como dato curioso el hecho de que,
en los primeros tiempos de su matrimonio y siendo su esposa
una buena violinista, intenté él mismo aprender a tocar el violin
(...). Estas aficiones hicieron que, siempre que se le presentaba
ocasion, visitara museos y asistiera a conciertos —fue admirador
y amigo de Pablo Casals, y sintié asimismo una gran admiracion
por el maestro Fernandez Arbés y por otros grandes artistas de
multiples nacionalidades, que tuvo ocasion de conocer y admirar
y, a veces, de tratar personalmente (en su época alemana, asistia
siempre que ello le resultaba posible, a los festivales wagneria-
nos)—. Y en otro aspecto y en su época de juventud conocié y
traté a diversos pintores de fama, especialmente Santiago Rusi-
fiol y Ramén Casas».
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EPILOGO

8. Consideracion final a titulo de sugerencia

Fervientes discipulos de Moles, desde el inicio de la transicién
politica espafiola, se entregaron a la tarea de la recuperacion de la
memoria del maestro sacandolo del olvido. Los «quimicos rockefe-
llerianos», los que estaban en el interior y los que regresaron del
exilio, realizaron intensos esfuerzos. Se celebraron numerosos even-
tos: un primer homenaje en 1978, la celebracién del Cincuentenario
del Rockefeller en 1982 en el Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, la conmemoraciéon del Centenario del nacimiento en
1983, etc., etc., actos en los que me concedieron reiteradas veces el
honor de asistir y de participar. Otros fueron directamente organi-
zados bien por el Aula de Cultura Cientifica bien por Amigos de la
Cultura Cientifica. Asi, Enrique Moles, farmacéutico, aunque farma-
céutico quimico o «quimico de Farmacia», como entonces se deno-
minaban, tras estos multiples actos, y durante la etapa de gobierno
socialista, ocuparia el ara de la Quimica espanola: el Premio Nacio-
nal de Quimica lleva su nombre. Los quimicos tienen olvidado al
que fuera, quiza, no sélo el primero sino tan importante como él
entre los quimicos esparfioles de la denominada «edad de plata» de
la cultura espaiiola, Angel del Campo, y con un olvido absoluto lo
han sustituido en exclusiva por Enrique Moles.

Pero aqui el tema es otro. En nuestra Real Academia Nacional de
Farmacia tenemos en elevados sitiales a otros grandes farmacéuticos
quimicos: José Rodriguez Carracido y José Casares Gil. Pues bien,
una vez que Enrique Moles Ormella ha logrado ocupar el ara his-
torica de la Quimica espafiola, parece conveniente que en la Acade-
mia se le conozca mas y mejor y que se le integre en el legado
biografico farmacéutico espafiol. Tenemos algunas figuras relevan-
tes, pero no estamos sobrados de ellas, y no podemos despreciar
ninguna.

Por ello me atrevo, finalmente, como una nueva manifestacién de
osadia, a sugerir que la Real Academia Nacional de Farmacia con-
vierta la actual dualidad de farmacéuticos historiables (36) referida a
la primera mitad del siglo XX en trinidad. Tenemos entronizado a
José Rodriguez Carracido por la Medalla, y andlogamente a José
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Casares Gil por la Fundacién de Amigos de la Academia. Parece
conveniente que al quimico espariol oficialmente mdximo lo reconoz-
camos también por lo que fue: farmacéutico. Pensemos en algo para
perpetuar a don Enrique Moles Ormella entre nosotros.

9. Bibliografia especifica sobre Moles
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Phenobarbital pretreatment increases
thioacetamide induced necrosis and post-
necrotic regeneration in rats

DAVID ANDRES, DOLORES SARRION, ASUNCION ZARAGOZA,
MIRANDELI BAUTISTA & MARIA CASCALES
Instituto de Bioquimica (CSIC-UCM), Facultad de Farmacia

ABSTRACT

One of the most important events related to drug interactions is the ability of
some drugs to induce hepatic microsomal monooxygenases and to increase the
toxicity of other drugs. A single intraperitoneal dose of thioacetamide was
administered to rats (500 mg/Kg) to induce liver necrosis and regeneration; and on
this experimental model the influence of intraperitoneal phenobarbital
administration (80 mg/Kg/day) for five days before thioacetamide was studied. The
results show that phenobarbital pre-treatment increased liver damage induced by
thioacetamide, as detected by increases in serum enzymatic activities, levels of
total bilirubin, and by the extent of the necrotic area in the perivenous acinar
region. The higher liver injury was parallel to the higher rate of tissue regenerative
response as demonstrated by the rate of DNA synthesis in hepatocytes and the level
of o-fetoprotein in serum. We can conclude that phenobarbital pre-treatment
enhanced hepatotoxicity and hepatocellular regeneration, but did not change either
acinar location or timing of liver injury and regeneration induced by thioacetamide.
Moreover, the proliferative response as well as the changes in diploid and polyploid
populations, were more pronounced in phenobarbital pretreated hepatocytes.

Key Words: Phenobarbital. —Thioacetamide.—Liver injury.—Liver regeneration.
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RESUMEN

El pretratamiento con fenobarbital incrementa la necrosis
y la regeneracién postnecrética inducida por tioacetamida

Uno de los aspectos mas importantes de las interacciones de farmacos es la
habilidad de algunos de ellos de inducir las monooxigenasas microsomales hepéa-
ticas e incrementar la toxicidad de otras drogas. Se administré a las ratas una
dosis unica de tioacetamida por via intraperitoneal (500 mg/Kg de peso) para
provocar una necrosis y regeneracion hepatica; sobre este modelo experimental se
estudi6 la influencia de la administracién intraperitoneal de fenobarbital (80 mg/
Kg/dia) durante los cinco dias previos a la administracién de la tioacetamida. Los
resultados muestran que el pretratamiento con fenobarbital incrementé el dafo
hepatico provocado por la tioacetamida, como se demuestra por los incrementos
de las actividades enzimaticas en suero, niveles totales de bilirrubina y por la
extension del area necrética en la regién acinar perivenosa. Este mayor dafio
hepatico fue paralelo al incremento de la respuesta regenerativa del tejido como
queda demostrado por el aumento de la sintesis de DNA y por el nivel de o-fe-
toproteina en suero. Podemos concluir que el pretratamiento con fenobarbital
aumenta la hepatotoxicidad y la regeneracién hepatocelular, sin embargo, no mo-
difica ni la localizacién acinar ni el patrén temporal del dafio hepatico y regene-
racién inducida por la tioacetamida. Ademas, tanto la respuesta proliferativa como
los cambios en las poblaciones diploides y poliploides, fueron mas pronunciados
en los hepatocitos pretratados con fenobarbital.

Palabras clave: Fenobarbital.—Tioacetamida.—Dafio hepatico.—Regeneracion
hepatica.

INTRODUCTION

It is well known that phenobarbital (PB) induces P450-dependent
metabolic processes in liver tissue (1, 2). This inductive response has
a major impact on drug interactions (3, 4). Thus, PB potentiates the
hepatotoxicity of cocaine by increasing the severity of liver damage
and shifting the intraacinar injury from the perivenous to the
periportal area of the liver acini (3). PB also potentiates the
hepatotoxicity of thioacetamide and enhances the activity of flavin-
containing monooxygenase (4). Infliction of toxicant-induced injury
is accompanied by a parallel tissue repair stimulation response,
which allows the organism to overcome the injury up to a threshold
dose. Beyond this threshold, a diminished or delayed tissue repair
response allows an unrestrained progression of injury. The
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stimulation of liver repair through hepatocyte proliferation has been
shown to permit the recovery from massive and normally lethal liver
injury. The concept of toxicodynamic interaction between inflicted
injury and stimulated tissue repair offers opportunity to fine-tune
many pharmacological aspects.

Thioacetamide (TA) is a potent hepatotoxic agent which, when
administered at doses of 500 mg/Kg to rats, originates a severe
hepatocellular perivenous necrosis (5, 6). The initiation of the chain
of cellular events leading to TA-induced liver necrosis is due to the
generation of reactive metabolites: S-oxide and sulfone, obligatory
intermediates in the process of microsomal oxidation of TA (7-9).
The selective destruction of perivenous hepatocytes and the
immediate proliferative state of the remaining liver cells, have been
used as an experimental model by which to study the hepatic
response against the aggressive attack of a hepatotoxic drug. Thus,
this response presents a double aspect: the hepatocellular necrosis
and the post-necrotic regeneration linked to the restoration of liver
function (10, 11).

Phenobarbital (PB) induces efficiently the transcription of several
isoforms of cytochrome P450 (12), and, consequently, has the ability
to enhance the activity of hepatic drug metabolizing enzymes, which
can result in the increased metabolism and toxicity of drugs (2, 13).

The aim of the present study was to clarify experimentally
whether PB, potentiating the hepatotoxicity and the amplification of
the hepatic injury induced by TA, also affects the proliferative
regenerating state immediately triggered following the necrosis, as
well as to visualize the location and extent of the necrotic area on
liver slices. Accordingly, rats were treated or not with PB for five
days previous to administration of TA. To follow the time course of
events, samples of blood, liver and hepatocytes were obtained at 0,
12, 24, 48, 72 and 96 h of TA intoxication. Morphological study,
parameters of liver injury, and those related to TA metabolism were
obtained. The proliferative post-necrotic response was assayed by
evaluating the mitotic index on glass slide mounted sections of liver,
as well as by determining the serum levels of a-fetoprotein and the
ploidy and DNA distribution in the cell cycle phases in isolated
hepatocytes by flow cytometry.
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MATERIAL AND METHODS

Chemical reagents

Enzymes and collagenase were obtained from Boehringer
Mannheim. Substrates, coenzymes and propidium iodide were from
Sigma Chemical. Standard Analytical grade Laboratory Reagents
were obtained from Merck.

Animals and sampling

Male Wistar Rats aged 2 months (200-225 g) were supplied with
food and water ad libitum, and exposed to a 12 h light-dark cycle.
The following groups were established: (A) rats were pretreated
intraperitonally with 0.9% NaCl daily for five days before a single
sublethal dose of TA (500 mg/Kg body weight) freshly dissolved in
0.9% NaCl. (B) rats were pretreated intraperitoneally with PB freshly
dissolved in 0.9% NaCl (80 mg/g body weight) daily for five days
before TA administration. (C), rats were pretreated with PB daily for
five days, and instead of TA, this group received NaCl 0.9%. The
control of each group refers to samples obtained at 0 h (before TA
administration in group A and B, and before NaCl administration in
group C). Each experiment was performed in duplicate from four
animals, and followed the international criteria outlined in the
«Guide for the care and use of laboratory animals» published by the
National Institutes of Health (NIH publication n.® 80-83, revised
1985).

Processing of the samples

In order to clarify the sequential changes during the different
stages of liver injury and regeneration, samples were obtained from
control (Oh) and at 12, 24, 48, 72, and 96 h following TA intoxication
in groups A and B, and following NaCl in group C. Rats were
sacrificed by cervical dislocation and samples of liver were obtained
and processed as previously described (14). Blood was collected from
hearts and kept at 4°C for 24 h, centrifuged at 3000 rpm for 15 min,

638



VoL. 71 (3), 635-657, 2005 PHENOBARBITAL PRETREATMEN INCREASES...

and serum was obtained as the supernatant. Liver samples were
obtained for morphological and mitotic index analysis. Another
group of rats was used for hepatocyte isolation.

Histological study

Rat liver pieces untreated and pretreated with PB following
thioacetamide intoxication were fixed in 10% formaldehyde
embedded in paraffin, sectioned (5 um) and stained with hematoxilin
and eosin. The mitotic index was calculated on glass slide mounted
liver sections as the ratio of number of mitosis per cell density in the
perivenous and midzonal acinar regions according to the method of
Simpson et al. (15).

Enzyme and metabolite assays

Enzyme determinations were carried out in serum and in the
microsomal fraction of the liver homogenates in the optimal
conditions of pH and temperature, and with substrates and cofactors
at saturation. Several determinations were carried out in serum of
rats: Isocitrate dehydrogenase (nm/min/ml serum) was determined
spectrophotometrically at 340 nm in the presence of isocitrate and
NADPH (16); total bilirubin (ug/ml serum) was determined
spectrophotometrically at 578 nm with sulfanilic acid diazoreagent
in the presence of caffeine (17). o-fetoprotein (ng/ml serum) was
detected by enzymatic immunoassay of particles (MEIA) as described
by Wespie (18) modified by Barnes et al. (19). Proteins were
evaluated by the method of Bradford (20).

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were expressed
as mmol/g of fresh liver. Liver pieces were homogenized in
trichloroacetic acid and the supernatant was treated with
thiobarbituric acid. Samples were heated at 90°C for 15 min,
centrifuged and the absorbance was measured at 535 nm as
described by Niehaus and Samuelsson (21).

In the microsomal fraction of liver, obtained as previously
described (4), the activities of flavine-containing moonooxygenase
(FMO) and the O-dealkylation of pentoxiresorufin, as enzyme marker
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of cytochrome P-450 2B, were determined. FMO activity, expressed
as nmol/min/mg protein, was assayed spectrophotometrically at 420
nm by measuring the N, N-dimethylaniline oxidation (22).
Pentoxyresorufin O-dealkylase activity, expressed as pmol of
resorufin/min/mg protein, was determined as previously described
by Honkakoski and Lang (23), by measuring the formation of
resorufin using a Perkin-Elmer spectrophotofluorimeter at the
excitation and emission wavelengths of 522 and 586 nm, respectively.

Isolation of hepatocytes and flow cytometry analysis

From rats anaesthetized with 50 mg/Kg sodium pentobarbital
dissolved in 0.9% NaCl, hepatocytes were isolated by perfusion in
situ according to the classic collagenase method (24). Cell viability,
determined by tripan blue exclusion, was greater than 90%. For the
analysis of DNA content and ploidy, 1 x 10° viable cells were stained
with propidium iodide following the multistep procedure of Vindelov
et al. (25). The emitted fluorescence (FL2A) of the DNA-propidium
iodide complex was assayed in a FACS-scan flow cytometer (Becton-
Dickinson). A double discriminator module was used to distinguish
between signals coming from a single nucleus and those produced
by nuclear aggregation. Data were analyzed by evaluating single
nucleus inputs (10* nuclei/assay).

Statistical analysis

The results were calculated as the means + SD of four
experimental observations obtained from four animals. Differences
between groups were obtained by analysis of variance followed by
Snedecor F (o = 0.05). Student t test was performed for statistical
evaluations as follows: all values against their control as (a), the PB-
pretreated group against untreated as (b). Statistical significance
was considered for p < 0.05.
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RESULTS

PB increases cell proliferation in the liver (26); and, as a result,
the ratio liver weight/body weight increases significantly. In our
experimental conditions the increase of this radio was 150% (4).

Histological study

The experimental liver toxicity was confirmed by means of
histopathology and serum assays. The histopathological study was
carried out to detect the acinar location of necrosis, and to establish
the relationship between the histopathological events and the
biochemical parameters of liver injury. Figures 1-4 show the liver
morphology observed by light microscopy in sections of 5 pm
obtained from non PB pretreated (Figure 1 & 3) or pretreated rats
(Figures 2 & 4). Figures 1 & 2 (magnification 125), corresponding to
rat liver at 24 h following TA, show the necrotic areas surrounding
the central vein, and the much more pronounced extent of these
areas in liver of PB pre-treated rats (Figure 2). The extent of the
necrotic areas was parallel to other parameters of liver injury, such
as serum alanine and aspartate aminotransferases, isocitrate
dehydrogenase or total bilirubin. PB pretreatment did not affect the
intraacinar location of necrosis.

Figures 3 & 4 show the morphology (magnification 625) of rat
liver following 48 h of TA administration. Figure 3 corresponds to
non PB pretreated liver and Figure 4 corresponds to PB-pretreated
liver. In both microphotographs, cells in mitosis are clearly visible.
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Ficure 1-2. Effect of PB-pretreatment on liver morphology following 24 h of TA
administration. Liver slices of 5um were obtained and stained from non PB
pretreated (Figure 1) and PB pretreated rats (Figures 2). Figures 1 & 2 correspond
to liver slices obtained at 24 h of intoxication and show the areas of necrosis
surrounding the venous terminal (x 125).
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FiGURE 3-4. Effect of PB-pretreatment on liver morphology following 48 h of
TA administration. Liver slices of 5 yum were obtained and stained from non
PB pretreated (Figure 3) and PB pretreated rats (Figures 4). Figures 3 & 4
correspond to liver slices obtained at 48 h of intoxication and show cells
in mitosis (M) (x 625).
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Mitotic Index (MI)

Mitotic index (MI) is defined as the ratio between cells in mitosis
and total cells (15). MI, as a marker of cellular proliferation, was
determined on slices of 5 pm obtained from rat liver. Slices were
stained with hematoxilin and eosin and cells were observed and
mitosis quantified under a light microscope. MI was calculated as
the number of mitosis against the total number of cells by analyzing
the perivenous area of the hepatic acinus. The highest index of
proliferation was located in the vicinity of the necrotic region.

The results obtained by counting the cells in mitosis against total
cells are shown in Table 1 and are expressed as MI x 10°. As
hepatocytes from control rats (without treatment) were in the
quiescent state, mitosis was very low and MI was undetectable.
However, in the case of TA-treated livers, when the peak of cell
proliferation was reached at the time point of 48 h of intoxication,
the values obtained were 53 + 3 and 80 + 6 for non-pretreated and
PB-pretreated, respectively. The differences against control were
statistically significant. From this time point a progressive decrease
was observed in the MI that was still detectable at 96 h of TA
administration. PB-pretreatment, without TA, induced a detectable
MI, but this effect disappeared progressively when PB was no longer
administered.

TaBLE 1. Effect of PB-pretreatment on mitotic index (MI) in liver slices of rats
at 0, 12, 24, 48, 72 and 96 h following TA administration

PB TA PB + TA
Time (h)
MI x 10°

0 2+0.3 Undetectable 2 +0.2
12 1 +0.1 Undetectable 1 +0.1
24 1 +0.1 Undetectable 2 +0.2
48 Undetectable 53 +3¢* 80 + 6
72 Undetectable 46 + 4 * 60 + 6
96 Undetectable 11 +1°2 17 £ 2

Mitotic index (MI) was calculated as the ratio of number of mitosis per cell
density, according to the method of Simpson et al. (1992). Data expressed as
means + SD are mean of 15 values, either the number of cells or the number
of mitosis. Statistics were (a) values against control; (b) PB + TA against TA.
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Serum parameters of thioacetamide hepatotoxicity

One of the symptoms of liver necrosis is the appearance in serum
of hepatic enzymes. Isocitrate dehydrogenase (ICDH) is an NADPH
generating enzyme mainly located in the perivenous area of the
hepatocytes. ICDH activity is used as a parameter of hepatocellular
damage to measure the severity of centrilobular necrosis in vivo.
Serum ICDH is the best marker for perivenous necrosis since
aspartate and alanine aminotransferases are mainly located in
the periportal space (27). The effect of PB pre-treatment in ICDH
activity on rat serum obtained at 0, 12, 24, 48, 72 & 96 h after
TA administration is shown in Figure 5. The peak of enzyme
activity in both groups, PB untreated or PB pretreated, was observed
at 24 h, but in the case of PB-pretreated samples a significant
increase was detected, which indicates that the extent of necrosis
induced by thioacetamide was markedly increased by the effect
of PB-pretreatment. This enhanced severity of TA-induced injury by
the effect of PB was also described in previous results from our
group (4) and from others (28).
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FIGURE 5. Effect of PB pre-treatment on ICDH activity in rat serum. Samples of

blood were obtained from rats untreated or pretreated with PB at 0, 12, 24, 48, 72

and 96 h following TA administration. Results are expressed as nmol per min per
ml of serum and are the mean + SD of four experimental determinations from
four rats. Statistics were (a) values against control;, (b) PB + TA against TA.
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The levels of total bilirubin (ug/ml) in serum obtained from PB
untreated and PB-pretreated rats were determined at 0, 12, 24, 48,
72 and 96 h following TA administration. The release of bilirubin to
serum is a marker of liver disease. In our experiments the levels of
bilirubin increased markedly with a profile parallel to that obtained
for ICDH activity, although the peak of serum bilirubin when
compared to that of ICDH was delayed, and appeared at 48 h of
intoxication (Figure 6).

ETA
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Total Bilirubin (mg/100 ml)
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FiGure 6. Effect of PB pre-treatment on the levels of total bilirubin in rat serum.
Samples of blood were obtained from rats untreated or pretreated with PB at 0,
12, 24, 48, 72 and 96 h following TA administration. Results are expressed as

mg/100 ml of serum and are the mean + SD of four experimental determinations

from four rats. Statistics were (a) values against control; (b) PB + TA against TA.

The concentration of o-fetoprotein (AFP), expressed as ng/ml was
assayed on serum of rats that underwent or not a PB pre-treatment
at 0, 12, 24, 48, 72 and 96 h following TA (Figure 7). AFP is a
glycoprotein whose gene expression occurs in the yolk sac, in the
fetal liver and gut and in the adult liver during regeneration and
tumorigenesis (29). Our results show that a significant increase in
AFP was detected in rat serum at 12 h of TA intoxication, which
remained high until 72 h. In serum of PB-pretreated rats the increase
in AFP following TA was higher and remained high until 96 h of
intoxication.
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Ficure 7. Effect of PB pre-treatment on the levels of o-fetoprotein in serum of
rats. Samples of blood were obtained from rats untreated or pretreated with PB at
0, 12, 24, 48, 72 and 96 h following TA administration. Results are expressed as
ng/ml of serum and are the mean = SD of four experimental determinations from

four rats. Statistics were (a) values against control; (b) PB + TA against TA.

An enhancement in the concentration of TBARS is a marker of
oxidative stress and lipoperoxidation, which is a consequence of drug
metabolism. Figure 8 shows the levels of TBARS determined in liver
homogenates of rats at 0, 12, 24, 48, 72 and 96 h of TA administration
either in PB untreated or pretreated rats. TBARS increased
significantly at 24 of intoxication. In PB-pretreated liver, the levels
of TBARS levels were higher and differences against untreated were
significant.
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Ficure 8. Effect of PB pre-treatment on the levels of TBARS concentration in
rat liver homogenates. Samples of liver were obtained from rats untreated or
PB-pretreated animals at 0, 12, 24, 48, 72 and 96 h following TA administration.
Results are expressed as pmol/g of liver and are the means + SD of four
experimental observations from four rats. Statistics were (a) values against
control; (b) PB + TA against TA.

647



Davip ANDRES Y COLS. AN. R. Acap. Nac. FArM.
Parameters related to thioacetamide oxidative metabolism

As TA is not toxic per se, its intermediary metabolism is
obligatory for its hepatotoxicity. Microsomal monooxygenases are
responsible for its oxidation in sulfoxide and sulfone derivatives.
In a previous study of our group, it was demonstrated that the
basal activity of FMO underwent age-related changes (11, 30).
After TA administration FMO activity was induced as early as at
12 h of intoxication preceding the peak of necrosis, and the peak
of lipoperoxidation. Figure 9 shows the activity of this enzyme
system (nmol/min/mg protein), which underwent biphasic changes
showing a marked decrease at 24 h, just at the time point of ne-
crosis. Necrosis destroyed the perivenous area, the area where FMO
is mainly located. PB-pretreatment markedly increased the activity
of this enzyme system and the increase was detected even in samples
of control livers.
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FIGURE 9. Effect of PB pre-treatment on the activity of FMO in rat liver
homogenates. Samples of liver were obtained from rats untreated or PB-pretreated
animals at 0, 12, 24, 48, 72 and 96 h following TA administration. Results are
expressed as nmol/min/mg of protein and are the means + SD of four
experimental observations from four rats. Statistics were (a) values against
control; (b) PB + TA against TA.

Figure 10 shows the effect of PB pre-treatment on O-dealkylation
of pentoxiresorufin expressed as pmol/min/mg protein, determined,
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as a marker of CYP 2B activity, in the microsomal fraction of
homogenates from rat liver obtained at 0, 12, 24, 48, 72 and 96 h
following TA administration. In the experimental conditions of the
present study, PB pretretment increased by more than six fold the
activity of this enzyme. However, this enhanced activity decreased at
12 and 24 h of PB withdrawal when TA was not administered, in
such way that at 48 h the levels reached the basal values (data not
shown). TA by itself did not exert any effect on this enzyme activity.
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Ficure 10. Effect of PB pretreatment on the O-dealkylation of pentoxiresorufin
in rat liver homogenates. Samples of liver were obtained from rats untreated or
PB-pretreated animals at 0, 12, 24, 48, 72 and 96 h following TA administration.
Results are expressed as pmol/min/mg protein and are the means + SD of four
experimental observations from four rats. Statistics were (a) values against
control; (b) PB + TA against TA.

Flow Cytometric Analysis

The sequence of post-necrotic proliferation of hepatocytes was
also detected in isolated liver cells at different time points (0, 3, 12,
24,48, 72 and 96 h) following thioacetamide, by measuring the ploidy
and DNA distribution in the cell cycle phases. In DNA histograms
(Figure 11) the values are expressed as the relative number of cells
against the fluorescence (FL2A) emitted by the propidium iodide-
DNA complex, obtained by flow cytometry. In Figure 12 is shown the
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quantification of the DNA histograms relative to the hepatocyte
populations: diploid (2C), poliploid (4C + 8C) and in phase of DNA
synthesis, S1 (G1 2> G2) + S2 (G2 > G4). Remarkable changes were
obtained at 48 h, such as a 12 (TA) and 17 (PB + TA) fold increase
in DNA synthesis and parallel but opposite changes in diploid and
tetraploid populations. 4C diminished parallel to the increase in
2C. The peak of hepatocellular regeneration was at 48 h, when the
highest synthesis of DNA was detected, and at this moment the ploidy
profile appeared equal to that of fetal hepatocytes.
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Ficure 11. Histograms of DNA content and ploidy by flow cytometry. The relative
number of stained cells (vertical axis) was plotted against DNA ploidy. 2C for
diploid, 4C for tetraploid and 8C for octoploid populations (horixontal axis). To
follow the time course of alterations in genomic DNA distribution, hepatocytes
were obtained from PB untreated or pretreated at 0, 3, 12, 24, 48, 72 and 96 h
following TA. Isolated and trypsinized hepatocytes were processed as indicated in
the kit kinesis for distribution of DNA in the cell populations in the cell cycle.
Quantitave analysis is shown in Figure 12.
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Ficure 12. Quantitave analysis of DNA histograms in Figura 11. (A) diploid (2C)
population; (B) cells synthesizing DNA and (C) tetraploid and octoploid
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+ SD of four experimental observations from four rats. Statistics were (a) values
against control; (b) PB + TA against TA.
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DISCUSSION

In response to the action of hepatotoxic drugs, the liver develops
hepatocellular necrosis, which is immediately followed by
hepatocellular regeneration and restoration of the liver function (31-
33). In the present investigation the effect of a previous treatment
with PB was assayed on liver necrosis and hepatocellular
regeneration induced by TA. The location of the liver injury induced
by TA in the perivenous acinar region is caused by the higher
abundance of smooth endoplasmic reticulum in this area and the
greater ability to oxidize xenobiotics and to produce reactive
intermediates. The extent of the necrotic area was larger in the case
of PB-pretreatment, but the intraacinar location of injury apparently
did not change. It is well known that PB induces the proliferation
of the smooth endoplasmic reticulum, which is mainly located
in the perivenous area (34). PB has the ability to induce the
expression of several isozymes of the cytochrome P450-dependent
microsomal system, such as P450 2B. One aim of this study was
to evaluate the interaction between PB and TA, against the
hepatocellular damage and post-necrotic hepatocyte proliferation.
TA is a well known necrogenic agent, which is apparently
metabolized by the FMO (35, 36). The necrogenicity of TA is a
consequence of its biotransformation in free radical derivatives, by
the microsomal monooxygenases mentioned previously. As PB
induces the proliferation of the smooth endoplasmic reticulum, it
may also induce all the microsomal systems that are attached to
their membranes such as FMO and CYP. PB also induces the
expression of drug metabolizing enzymes, mainly those that are
cytochrome P 450 2B dependent. This induction affects drug
metabolism and clearance, drug toxicity and carcinogenicity (26).

The results obtained by our group in the present and previous
studies demonstrate that PB pretreatment increases FMO activity.
The higher degree of necrosis induced by PB-pretreatment may be
due to the enhancement of enzyme activities of both FMO and
CYP2B. The contribution of each of these two systems to TA
metabolism, needs to be clarified in future studies at the level of
transcription and translation by using specific inhibitors.

652



VoL. 71 (3), 635-657, 2005 PHENOBARBITAL PRETREATMEN INCREASES...

Analyzed in the present study was the influence of PB on TA-
induced liver injury and regeneration both at morphological and at
flow cytometric levels. On liver slices of 5 pm stained with
hematoxilin & eosin, the following observations were made: first,
that PB-pretratment does not modify the intraacinar location of the
necrotic area induced by TA, which indicates that the microsomal
monooxygenase system responsible for TA biotransformation are
selectively located in the perivenous region. Other hepatotoxic agents,
such as cocaine, when administered to PB-pretreated mice, the
location of liver injury shift rom the perivenous to the periportal
area (3). Second, that PB-pretreatment increases the severity of the
damage, which can be clearly observed in Figures 1 & 2, obtained by
light microspopy. As TA is not toxic per se, the increase in the extent
of toxicity demonstrates that the microsomal systems, responsible
for its oxidative metabolism, are induced by PB-pretreatment (4).

These results are in agreement with those obtained in serum as
parameters of necrosis. The assay of serum isocitrate dehydrogenase
showed that the time point of maximum necrosis appeared at 24 h
following thioacetamide in both experimental groups: TA and
PB + TA. However, the extent of damage was significantly more
pronounced in the PB-pretreated group. Other parameters of liver
injury, such as bilirubin and TBARS, showed parallel results.

Liver regeneration is an essential process that permits the repair
of the hepatic tissue and the restoration of liver function following
liver injury or surgical resection. In our experiments, the extent
of liver regeneration induced by TA was parallel to the severity of
liver injury. By flow cytometry was determined the distribution
of hepatocyte populations with respect to DNA ploidy and DNA
synthesis. Population in S phase peaked at 48 h of intoxication, both
in PB untreated and pretreated groups. These results agree with
those obtained by counting the mitosis as mitotic index. Our results,
obtained by flow cytometry, permitted us to detect, not only the
population that undergoes DNA replication, but also the various
stages of cell proliferation: G1 (2C) and G2 (4C + 8C). In this way it
can be observed that when regeneration processes starts, diploid
population increases, while tetraploid and octoploid decreases (10),
and the profile of liver cell ploidy appears similar to that found in
fetal hepatocytes. PB-pretreatmet not only increased DNA synthesis
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but also affected the other stages of the cell cycle. AFP levels, another
parameter related to the proliferative state of the cell, underwent
significant changes due to PB-pretreatment.

On the basis of the present results, it is concluded that PB
administration to rats previous to TA intoxication, potentiates the
hepatotoxicity and the post-necrotic response induced by TA, but
has no influence on the location of the intraacinar injury. The
recovery of organisms suffering from severe liver damage depends
heavily on the ability of the remaining hepatocytes to proliferate and
replace the liver function. Death of the organism usually occurs when
the regenerating ability of the liver is compromised owing to heavy
damage to the liver. The current approach to therapy aims only to
block additional liver injury from hepatotoxicants or hepatic disease.
If hepatocellular regeneration and tissue repair could be stimulated
after hepatic damage by a therapeutically compatible mechanism,
the prevention of death arising from serious liver damage is a distinct
possibility.
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despolarizaciéon en terminales sinapticos
de cerebro medio de rata
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RESUMEN

Se han llevado a cabo estudios para determinar la presencia y funcién de recep-
tores P2Y en terminales sindpticas de cerebro medio. Ensayos imnunoquimicos
han mostrado la expresion, en dichas terminales, de los receptores P2Y, y P2Y,. La
activacion de estos receptores por sus agonistas selectivos lleva a una reduccién en
la entrada de calcio en las terminales, inducida por agentes despolarizantes. Este
efecto es similar al que producen agonistas de otros receptores metabotrépicos,
como los Al de adenosina o los GABA;, conocidos por su papel en el control
presinédptico de la liberacién de neurotransmisores.

La activacién de los receptores P2Y conduce asimismo a una disminucién en
los niveles intrasinaptosomales de AMPc, por lo que estos receptores parecen estar
acoplados negativamente a la actividad de la adenilato ciclasa. Sin embargo, se
plantea como hipétesis que los receptores P2Y pudiesen actuar reduciendo la
entrada de calcio en las terminales a través de la disociacion de la proteina G a
la que estan acoplados, y la posterior accién del dimero By sobre canales de calcio
dependientes de voltaje.

Palabras clave: Receptores P2Y.—Terminales sindpticas.—Regulacién presi-
naptica.
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SUMMARY

Nucleotide P2Y receptors reduce depolarization-evoked calcium entry into
rat midbrain synaptic terminals

Studies were carried out to determine the presence and function of P2Y
receptors in synaptic terminals from rat midbrain. Immunochemical essays have
shown the expression of the nucleotide P2Y, and P2Y, receptors. Activation of
these receptors induces a reduction of the calcium entrance into the terminals,
when stimulated with depolarising agents. A similar effect is produced by agonists
of metabotropic receptors, such as the adenosine A1 or GABA; receptors, which
are well known for its role in the presynaptic control or transmitter release.

Activation of the P2Y receptors also triggers a reduction in the intrasy-
naptosomal cAMP concentration. Thus, these receptors seem to be negatively
coupled to adenylate cyclase activity. However, we postulate that P2Y receptors are
able to reduce calcium entrance into the terminals by the activation of the
corresponding G protein, dissociation of the trimer and action of the By subunits
on voltage activated calcium channels.

Key Words: P2Y receptors.—Synaptic terminals.—Presynaptic regulation.

INTRODUCCION

Los terminales sinapticos contienen una gran variedad de recep-
tores que son activados por neurotransmisores liberados desde el
propio terminal o desde otros terminales o células adyacentes. Entre
estos neurotransmisores se encuentran los nucleétidos que, una vez
secretados al medio extracelular, regulan multitud de funciones en
el sistema nervioso central y periférico (1). Para llevar a cabo su
funciéon neurotransmisora, estos compuestos se unen de manera
especifica a receptores de membrana denominados P2 (2). Los re-
ceptores P2 se clasifican en dos grandes grupos: receptores ionotro-
picos, P2X, que constituyen canales i6nicos activados por ligando y
de los que se han clonado, hasta la fecha, siete subunidades distintas
(P2X,.,); o receptores metabotrépicos, P2Y, que forman parte de la
superfamilia de receptores de siete hélices transmembrana acopla-
dos a proteinas G, y de los cuales se han descrito ocho subtipos
diferentes (P2Y, , 4 ¢ 11 12 13 14)-

Mediante el empleo de técnicas inmunoquimicas, de western blot
o por ensayos funcionales, se ha demostrado la existencia de recep-
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tores P2X presinapticos, fundamentalmente los constituidos por los
subtipos P2X, y P2X. (3-7), aunque otras subunidades, como la P2X,,
P2X, o P2X, podrian también tener una localizacién presinaptica en
diferentes regiones del SNC (8-12).

Nuestro grupo ha sido pionero en el estudio de la funcionalidad
de los receptores P2X presinapticos, demostrando su presencia en
terminales de cerebro medio de tipo GABAérgico, colinérgico o glu-
tamatérgico, donde su activacién conduce a la liberacién del corres-
pondiente neurotransmisor (13, 14, 15). Las terminales aminérgicas
de los ganglios basales también contienen receptores ionotrépicos de
ATP capaces de inducir, tras su activacién, incrementos en la con-
centraciéon de calcio en el interior de la terminal (16).

La facilitacién de la liberacion de neurotransmisores por recep-
tores P2X presinédpticos ha sido descrita también por otros autores
mediante ensayos electrofisiolégicos llevados a cabo en neuronas de
la médula espinal o el tallo cerebral (17, 18, 19).

Aunque la existencia de receptores P2X presinapticos y su papel
en el control de la liberacién de neurotransmisores ha sido fir-
memente establecida por la abundante evidencia experimental, este
no es el caso de los receptores P2Y. Diversos estudios sugieren que,
en determinadas localizaciones del SN, el ATP y otros nucleé6tidos
podrian actuar presindpticamente inhibiendo la liberacién de neuro-
transmisores, presumiblemente a través de la activaciéon de recepto-
res de tipo P2Y (20, 21).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo principal de
este trabajo ha consistido en investigar la presencia de receptores
P2Y en terminales sindpticas de cerebro medio de rata y su posible
papel en el control de la entrada de calcio inducida por la despola-
rizaciéon de dichas terminales.

METODOS

Preparacion de sinaptosomas

Los terminales sinapticos o sinaptosomas se obtuvieron a partir
de ratas Wistar macho adultas, que fueron sacrificadas por disloca-
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cién cervical y posterior decapitacién. Tras ello, se extrajo el cerebro
y se lavé rapidamente con medio de aislamiento (sacarosa 0,32 M,
TES 5 mM y EDTA 0,5 mM, pH 7,4) a 4° C. A continuacion se separ6
el cerebro medio de la corteza y el cerebelo con ayuda de un bisturi.
El denominado cerebro medio incluye ganglios basales, hipocampo,
amigdala, diencéfalo, mesencéfalo y bulbo raquideo. Los sinaptoso-
mas utilizados en los experimentos de medida de Ca* y medida de
AMPc se obtuvieron a partir de este drea cerebral, mediante el pro-
tocolo descrito por Pintor y col. (22). Los sinaptosomas empleados
en los ensayos inmunocitoquimicos fueron sometidos a una etapa
adicional de purificaciéon, empleando un gradiente discontinuo de
percoll, segiin el método descrito por Dunkley y col. (23).

Determinacion fluorimétrica de Ca** intrasinaptosomal
en poblaciones

La determinacién de la concentracion de calcio citosélico libre
en los sinaptosomas se llevé a cabo empleando el indicador fluores-
cente Fluo-3. Los sedimentos de sinaptosomas, conteniendo 1 mg de
proteina, se resuspendieron en 500 uL de medio de incubacién atem-
perado a 37° C. La composicién del medio de incubacién empleado
fue la siguiente: NaCl 122 mM, KCI 3,1 mM, MgSO, 1,2 mM, KH,PO,
0,4 mM, NaHCO, 5 mM, HEPES 20 mM, glucosa 10 mM y albiumina
de suero bovino (BSA) 1 g/L, pH 7,4. Los sinaptosomas se mantu-
vieron en agitaciéon durante 5 minutos a 37° C. Transcurrido este
tiempo, se incubaron con Fluo-3 acetoximetil éster (4 puM) y CaCl,
(1,33 mM), durante 25 minutos, en agitacién y a 37° C. Posterior-
mente, los sinaptosomas se lavaron por centrifugacién en una mi-
crofuga durante 1 minuto a 16.000 x g, retirando el sobrenadante, y
resuspendiendo el sedimento en 500 uL. de medio de incubacién sin
BSA. Finalmente, esta suspension se afiadi6é a una cubeta de fluori-
metro conteniendo 1 mL del mismo medio de incubacion, suplemen-
tado con CaCl, (concentracién final de Ca**: 1,33 mM). El ensayo se
inicié, una vez estabilizada la sefial de fluorescencia basal (aproxi-
madamente tras 1 minuto), con la adicién simultanea de 4-aminopi-
ridina (4AP) 1 mM y el correspondiente agonista P2Y. Las mues-
tras se excitaron a 488 nm y la emisién de fluorescencia se recogié
a 524 nm. Los datos fueron registrados a intervalos de 0,5 segundos.
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La concentracion de Ca** intrasinaptosomal fue calculada a partir de
las medidas de fluorescencia, empleando la ecuacién de Grynkiewicz
y col. (24). El valor de la constante de disociacién para el complejo
Ca’*/Fluo-3 a 37° C y pH 7,4 se estim6 en 400 nM.

Determinaciéon de los niveles de AMPc intrasinaptosomal

Los sedimentos de sinaptosomas, conteniendo 2 mg de protei-
na, se resuspendieron en 1 mL de medio de incubacién (composicién
mM: NaCl 122, KCl 3,1, MgSO, 1,2, KH,PO, 0,4, NaHCO, 5, HEPES
20, y glucosa 10, pH 7,4) atemperado a 37° C y se mantuvieron en
agitacion durante 5 minutos a esa temperatura. Transcurrido este
tiempo, se incubaron con 50 uM de rolipram (un inhibidor especifico
de la fosfodiesterasa de AMPc) y CaCl, 1,33 mM, durante 30 minutos
a 37° C. Finalmente, se estimularon con los diferentes compuestos a
ensayar durante los tiempos indicados en cada caso. La estimulacién
se detuvo afnadiendo una mezcla de acido perclérico y EDTA para
producir el lisado de las membranas, y la muestra se mantuvo en es-
tas condiciones durante 20 minutos a 4° C. Posteriormente, el lisado
de sinaptosomas se centrifugé a 13.000 x g en una microfuga durante
2 minutos a 4° C y a continuacion se neutralizaron las muestras con
una mezcla de KOH/TEA y se congelaron hasta su procesamiento. Los
niveles de AMPc se determinaron utilizando un sistema de radioinmu-
noensayo suministrado en un kit por Amersham Biosciences.

Ensayos inmunocitoquimicos

Los sinaptosomas purificados por gradiente de percoll se resuspen-
dieron en 5 mL de medio PBS (mM: NaCl 137, KClI 2,6, KH,PO, 1,5,
Na,HPO, 8,1; pH 7,4) y se colocaron sobre un cubreobjetos previa-
mente tratado con poli-L-lisina, permaneciendo asi durante una hora
a 37° C para permitir la adhesion de los sinaptosomas al vidrio. Una
vez adheridos, los sinaptosomas se fijaron con p-formaldehido al 4 por
100 durante 15 minutos, se lavaron dos veces con medio PBS y se in-
cubaron una hora, a temperatura ambiente, con una solucién de blo-
queo conteniendo BSA al 3 por 100, Triton X-100 al 0,1 por 100 y
suero de cabra al 5 por 100 en PBS, con objeto de eliminar una posi-
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ble unién inespecifica del anticuerpo. Tras dos lavados con PBS/BSA,
los sinaptosomas se incubaron durante una hora a 37° C con el corres-
pondiente anticuerpo primario: anti-P2Y, (1/100), anti-P2Y, (1/100),
anti-P2Y, (1/100), anti-P2Y, (1/100) o anti-P2Y,, (1/100), todos ellos
desarrollados en conejo. Los anticuerpos empleados no se encuentran
disponibles comercialmente y fueron cedidos para este estudio por
Glaxo Wellcome. Posteriormente, los cubreobjetos se lavaron tres ve-
ces con PBS/BSA y se incubaron una hora a 37° C con el anticuerpo
secundario: TRITC-anti-IgG de conejo (1:500). Por tltimo, se realiza-
ron tres lavados con PBS y los cubreobjetos se montaron sobre un
portaobjetos, empleando un medio de montaje. Los controles se obtu-
vieron siguiendo el mismo protocolo pero sustituyendo el anticuerpo
primario por el mismo volumen de PBS/BSA.

Analisis de datos

Los datos presentados corresponden a la media + el error estan-
dar de la media (SEM) de al menos dos determinaciones, llevadas a
cabo en diferentes preparaciones sinaptosomales. Las comparacio-
nes entre medias se realizaron acudiendo al analisis de la ¢ de Stu-
dent. Un valor de p < 0,05 se consider6 como significativo.

RESULTADOS

Identificacion inmunocitoquimica de receptores P2Y
en terminales sinapticas de cerebro medio de rata

Para poner de manifiesto la presencia de receptores P2Y en las
terminales sinapticas de cerebro medio, se llevaron a cabo estudios
inmunoquimicos, empleando anticuerpos frente a diferentes subti-
pos de estos receptores: P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Y, y P2Y,,.

Tras el analisis de estos experimentos se detecté marcaje positivo
para los subtipos P2Y, y P2Y,, como se puede observar en la Figu-
ra 1. Aunque, con los anticuerpos empleados, no se detecté ningtn
inmunomarcaje para los subtipos P2Y,, P2Y, y P2Y,,, no se puede
descartar la presencia minoritaria de estas subunidades en nuestro
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modelo de sinaptosomas o en terminales sindpticas procedentes de
regiones mas especificas del SNC.

Acciéon de los agonistas P2Y sobre la entrada de calcio
inducida por despolarizacion de las terminales

Para estudiar la funcionalidad de los receptores detectados, se
ensayo el efecto de sus agonistas sobre la entrada de Ca** provocada
por el agente despolarizante 4-aminopiridina (4AP).

Los receptores P2Y, y P2Y, se caracterizan por ser activados con
igual potencia por los nucleétidos de adenina y uracilo, cosa que
no ocurre con otros subtipos de receptores P2Y, como los P2Y,, P2Y,
y P2Y,, ,;, activados preferentemente por las purinas, o el receptor
P2Y,,, activado especificamente por UDP-glucosa. Por ello, se emple6
UTP y UDP para estudiar selectivamente los receptores P2Y, y P2Y,.
Como se observa en la Figura 2, ambos nucleétidos, a una concentra-
cién de 100 uM, son capaces de reducir significativamente los incre-
mentos de Ca’" inducidos por 4AP 1mM, siendo los valores medidos
en presencia de UDP y UTP, respectivamente, un 93,7 + 1,2 por 100 y
un 92,8 + 2,2 por 100 de los observados en situaciones control.

P2Y,

Ficura 1. Identificacion inmunocitoquimica de los receptores P2Y en terminales
nerviosas de cerebro medio de rata. En las imdgenes de fluorescencia se muestra
el marcaje positivo de las terminales de cerebro medio con anticuerpos frente a los
receptores P2Y, (imagen A) o P2Y, (imagen B). En ambos casos, los anticuerpos
anti-P2Y se revelaron con isocianato de tetrametilrodamina (TRITC). La barra de
escala corresponde a 5 um.
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El 2MeSADP (un agonista selectivo de los receptores P2Y, y
P2Y,,) a 10 uM no produce, sin embargo, efecto alguno. A modo
comparativo, se ensay6 también el efecto de otros agonistas de re-
ceptores metabotrépicos cuya localizaciéon presinaptica ha sido fir-
memente establecida. Asi, por ejemplo, se estudié el efecto de la
ciclohexiladenosina (CHA), un agonista de los receptores Al; o el
baclofén, un agonista selectivo de los receptores GABA,. Ambos
compuestos producen un efecto similar al observado para UTP y
UDP, si bien CHA y baclofén fueron capaces de reducir en mayor
proporcién el incremento de Ca** inducido por 4AP, siendo los valo-
res medidos en presencia de estos agonistas un 85,1 + 4,4 por 100
y un 77,7 + 0,6 por 100 (para CHA y baclofén, respectivamente) de
los obtenidos en situaciones control (Figura 2).
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FiGura 2. Efecto de diversos agonistas sobre las respuestas de calcio inducidas
por 4-aminopiridina. (A) Se muestran registros representativos de los incrementos
de Ca* inducidos por la estimulacion de las terminales con 4-aminopiridina
1 mM, en ausencia (control) o en presencia de UTP, UDP, ciclohexiladenosina
(CHA) o baclofén. En (B) se muestra la respuesta obtenida en presencia de cada
uno de los agonistas, como porcentaje con respecto a la respuesta en condiciones
control (A[Ca*]; = 40,34 = 2,01 nM), que se ha establecido como el 100 por 100.
Las barras representan la media + SEM de al menos tres experimentos en
cuadriplicado (n = 3-4). NS, diferencia no significativa con respecto al control
(p > 0,05); *(p < 0,05), respecto al control; ** (p < 0,01), respecto al control.
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Accién de los agonistas P2Y sobre los niveles
intrasinaptosomales de AMPc en terminales sinapticas
de cerebro medio de rata

El tratamiento de los sinaptosomas durante 5 minutos con
100 uM de forskolina, un activador directo de la adenilato ciclasa,
incrementa notablemente los niveles intrasinaptosomales de AMPc,
que pasan de 1,15 + 0,02 pmol/mg proteina, en condiciones basa-
les, a 1,89 + 0,03 pmol/mg proteina en presencia del activador (Fi-
gura 3).

2019 ¥ &

»
.1_'E'

[AMPc], (pmol /mg prot.)

DQ

Ficura 3. Modulacion de los niveles intrasinaptosomales de AMPc por el UTP.
El tratamiento de los sinaptosomas durante 5 minutos con 100 uM de forskolina
incrementa los niveles de AMPc con respecto a los presentes en condiciones
basales (control). El UTP, a 100 uM, disminuye los niveles basales del nucleétido
ciclico y, asimismo, reduce los incrementos en la concentracion de AMPc
inducidos por forskolina. Las barras representan la media + SEM de dos
experimentos en cuadriplicado. * (p < 0,05); ** (p < 0,01), respecto al control.
7 (p < 0,05), respecto a la forskolina.

El UTP, a 100 uM, es capaz de disminuir de forma significativa,
tanto los niveles basales de AMPc, como los incrementos en la con-
centraciéon del nucleétido ciclico inducidos por la forskolina (Fi-
gura 3). Asi, los niveles basales de AMPc se reducen a un valor de
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0,99 + 0,04 pmoles/mg proteina en presencia del UTP, mientras que
la forskolina sélo incrementa la concentraciéon del nucleétido ciclico
hasta un valor de 1,75 + 0,01 pmol/mg proteina cuando el agonista
P2Y esta presente en el medio.

DISCUSION

Los ensayos inmunocitoquimicos han demostrado la presencia
de receptores P2Y, y P2Y, en las terminales nerviosas de cerebro
medio de rata. Tras la activaciéon de estos receptores por sus agonis-
tas selectivos, UTP y UDP, se observa una reduccion de la entrada de
calcio inducida por despolarizaciéon con 4-aminopiridina. Este efecto
es similar al ejercido por el baclofén y el CHA, ambos agonistas de
receptores metabotropicos (los receptores GABA; y Al, respectiva-
mente) que son bien conocidos por su efecto inhibitorio en la libe-
racién de neurotransmisores y la profunda depresién que causan en
la transmisién sinaptica.

En nuestros experimentos se observa un menor efecto de los
agonistas P2Y, en la reduccién de la senal de calcio en las termina-
les, cuando se comparan con las acciones ejercidas por los agonistas
GABA; o Al. Sin embargo hay que tener en cuenta que estos tltimos
receptores estin muy ampliamente distribuidos en las terminales de
cerebro medio. Asi por ejemplo, el receptor GABA; puede ser detec-
tado mediante inmunocitoquimica en un 62 por 100 de los sinapto-
somas (14). El menor efecto de UTP y UDP, comparado con GABA
y CHA, podria deberse a una distribucién mas limitada de los recep-
tores P2Y y su presencia en un menor numero de terminales. Aun-
que el efecto ejercido por los receptores P2Y, en una terminal indi-
vidual, pudiera ser similar al ejercido por los receptores GABA; o Al.
Para confirmar este hecho seran necesarios futuros estudios de la
respuesta mediada por receptores P2Y en terminales sinapticas indi-
viduales.

Actualmente estda plenamente demostrado el coalmacenamiento
de ATP y otros nucleétidos, junto con neurotransmisores clasicos, en
vesiculas sindpticas y su consecuente secrecién exocitética (25, 26).
Por otra parte, los nucle6tidos pueden ser también liberados desde
células gliales o por la neurona postsinaptica, a través de mecanis-
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mos no exocitéticos en los que presumiblemente estan implicados
transportadores de la familia ABC (27). Asi, los nucleétidos, ademas
de su accién excitatoria (por la facilitaciéon de la liberacién de neu-
rotransmisores tras la activacion de receptores P2X), podrian ejercer
in vivo una accién inhibitoria de la transmisién sindptica, mediante
su interaccién con receptores P2Y, en aquellas areas o vias cerebra-
les en las que dichos receptores tengan una presencia abundante.

AMPc + PPi

Ficura 4. Esquema ilustrativo del mecanismo de accion propuesto para los
receptores P2Y presindpticos. La activacion de los receptores P2Y presentes en las
terminales sindpticas conduciria a la activacion y consecuente disociacion de la
proteina G a la que se hallan acoplados (G,/G,). La subunidad o actuaria inhi-
biendo a la adenilato ciclasa y reduciendo los niveles intracelulares del mensajero
AMPc, mientras el dimero formado por las subunidades By podria actuar sobre
canales de calcio activados por voltaje, reduciendo la entrada de este ion a través
de dichos canales y siendo asti responsable de la reduccion en la sefial de calcio
observada tras la despolarizacion de las terminales.

Nuestros estudios demuestran que la activacion de los receptores
P2Y produce también una disminucion de la concentracién de AMPc
(basal o estimulada con forskolina) dentro del terminal nervioso.
Este resultado sugiere el acoplamiento de dichos receptores a protei-
nas G/G, y la inhibicién de la actividad adenilato ciclasa, al igual
que ocurre en el caso de los receptores Al o GABA,.

Sin embargo, uno de los mecanismos mediante el cual los recepto-
res acoplados a proteinas G pueden modular la entrada de calcio a la
célula, es la interaccién directa del dimero de subunidades By (libera-
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do tras la activacion del receptor y la consecuente disociacién de la
proteina G) con canales de calcio dependientes de voltaje (28). Un
mecanismo de este tipo ha sido descrito para receptores P2Y (29).

Por ello, nos planteamos como hipétesis para un futuro estudio
si la activacién de los receptores P2Y, y/o P2Y, en las terminales, que
lleva a la disociacién de la proteina G/G, a la que estan acoplados,
pudiera permitir que el complejo By inhibiese los canales implicados
en la entrada de calcio al terminal nervioso tras la despolarizacién
y, por tanto, la liberaciéon de neurotransmisores dependiente de este
cation (Figura 4).

(1)

(2)

(3)

4)

(5)

(6)

(7)

(3)
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Sesion Necrologica en Homenaje al Excmo.
Senior Don Domingo Espinés Pérez

El Excmo. Senior Don Domingo Espinds Pérez nacio el dia 25 de
diciembre de 1932 en Alcoy (Alicante). Tomé posesion como Aca-
démico de Numero el dia 17 de octubre de 1985, de la Medalla
numero 13. Fallecié el dia 15 de octubre de 2004. La Sesi6én Necro-
l6gica se celebré el dia 7 de abril de 2005, participando los Excmos.
Sefiores Académicos Don Guillermo Tena Nufiez, Don Juan Jiménez
Collado, Don Manuel Dominguez Carmona, Dofia Ana M.* Pascual-
Leone Pascual, Dofia M.* Carmen Francés Causapé y Dofia M.? Te-
resa Jiménez Sierra, viuda de Don Domingo Espinds. Fue presidida
por el Excmo. Sefior Don Juan Manuel Reol Tejada, Presidente de la
Real Academia Nacional de Farmacia, quién clausuré el acto con
unas sentidas y emotivas palabras.
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Perfil humano de Domingo Espinds

GUILLERMO TENA NUNEZ
Académico de Niimero de la Real Academia Nacional de Farmacia

El Doctor Espinés ofrecia la tranquilidad y la paz necesarias para
resolver dificultades y aunque era un hombre de los que mas medi-
cina sabia en Espafa, ayudaba a resolver los problemas médicos y
los no médicos.

A Domingo le apasionaba el ser humano y queria al hombre, por
la pasion cristiana que sentia por la humanidad, siendo de destacar
su gran preocupacién por los pueblos del tercer mundo.

Domingo Espinés tenia una gran cultura, no sé6lo médica sino de
los temas mas variados que se pudieran presentar, especialmente la
pintura.

El Doctor Espinés tenia una sensibilidad especial para sus pa-
cientes y asi se puede entender como pudo tratar a Dali como pa-
ciente, con las dificultades que presentaba en su trato con los médi-
cos y siendo un enfermo agresivo.

Domingo mantuvo una entrevista con el Papa, que refleja la per-
sonalidad que irradiaba el profesor Espinés.

Se comenta la posibilidad de iniciar el proceso de beatificacién
de Domingo Espinds, ya que segun se van conociendo las circuns-
tancias de Domingo, se ve que aparece siempre Jesucristo como
centro de su vida y se da uno cuenta que Dios le tenia destinado un
lugar especial.
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La dedicacién a la medicina del Doctor Espinés era absoluta y
salvo la vida de muchos enfermos, entre ellos el que escribe este
resumen, por lo que agradezco a la Real Academia Nacional de
Farmacia el haberme concedido el honor de hablar del Doctor Espi-
nés y de su intachable vida en esta sesion en su recuerdo.
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Domingo Espinés, su faceta humana e
impronta universitaria

JUAN JIMENEZ COLLADO
Académico Secretario de la Real Academia Nacional de Medicina

Excmo. Sefior Presidente, Excmo. Senores Académicos, Sefioras
y Sefiores:

La Mesa del Instituto de Espafia en su Sesién de fecha 11 de
noviembre pasado acordé mi intervencién en esta Secciéon Necrolo6-
gica como miembro-representante de la misma y de la que el Profe-
sor Espinés fue su Vicepresidente Primero, encargo que asumo como
un honor aunque con profunda tristeza por cuanto la amistad labra-
da desde tiempo y en modo especial e intenso en estos tltimos veinte
anos, me llevé a conocer en profundidad a una persona con una
formacién y compromiso cristiano ejemplar, pleno de bondad, con
especial sensibilidad para darse a los demas con amor y entrega sin
reservas, modelos de vida que le hizo ganarse, mirando siempre de
frente, el carino y confianza de los que le rodearon. Alumbré al igual
que una llama que para sus amigos y para quienes le conocieron,
seguira siempre brillando en nuestros corazones.

Su trayectoria universitaria fue modélica. Inicia y finaliza sus
estudios en la Facultad de Medicina de Valencia, afios 1949-55, con
un magnifico expediente académico: 26 matriculas de honor y Pre-
mio Extraordinario en la Licenciatura, mencién esta que conlleva la
asistencia a los cursos de verano de la Universidad Internacional
Menéndez y Pelayo. A su regreso se incorpora al grupo de jovenes
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que con ejemplar magisterio va estructurando el Profesor Gilsanz,
su maestro en la Catedra de Patologia Médica de la Facultad de Me-
dicina de la Universidad Complutense, en donde va adquiriendo
y desarrollando su formacién universitaria, primero como Médico
Interno por oposicién para seguidamente y también por oposicién,
la plaza de Profesor Adjunto. Para Domingo, la fidelidad a su pro-
yecto fue siempre la respuesta adecuada al compromiso asumido,
ya que la interpret6 como actitud creativa que contribuye eficazmen-
te en la adquisicién de un caracter de autenticidad. Al mantener-
se fiel a este ambito creador, trasladé, impregné a su personalidad
de una peculiar firmeza, validez propia que no son pilares rigidos
sino campos de realidad que se edifican y comprometen a través de
la actividad creadora. Este deber, asumido y convertido en voz inte-
rior, fue su fuente de libertad, con tanta mayor firmeza cuanto mas
alto fue el compromiso.

La formacién universitaria, tan esencial y afortunadamente exi-
gible, fue para él una forma de ser mucho mas que de tener; no se
reduce a una acumulacion de saberes inconexos, sino que es en si
mismo un sistema de valores, una actitud ante la vida. Domingo se
forj6 en este ideal, supo valorar que lo esencial no es quedarse sé6lo
en las raices por muy profundas y vigorosas que fueran; salir de la
casa propia para buscar e intercambiar ensenanzas es obligado, pues
una formacién y modelaje endogdmico, acaba convirtiéndose en una
comoda e ineficaz actitud en donde la critica se soslaya y el juicio
personal se embota. En una primera etapa se desplaza a Cardiff con
el Profesor Gouph, después a Edimburgo con los Profesores David-
son y Girwood, y en un segundo periodo con el Profesor Douglas
también en Cardiff, después a Paris con los Profesores Bernard y
Mathe y a Londres con el Profesor Dacie, en donde inicia y se con-
solida en lo que afios después sera su fundamental linea de investi-
gacion, pionera en la Universidad espafiola, orientacién hematolégi-
ca que en esencia suponia una ampliacién y no desviacién del
Internista.

Ya de vuelta en 1971, gana por oposiciéon la Catedra de Patologia
Médica de la Facultad de Medicina de Santiago, oposicién, sistema
para algunos desconocedores o mejor, deseosos de desconocer que
gracias a él, la Universidad tuvo la fortuna de escoger y sentar en sus
Catedras a grandes maestros.
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Precisamente el dia 2 de febrero del pasado afio, apenas 70 horas
antes de su desgraciado accidente, y como consecuencia de haberme
yo retirado de una Comisién —ya no se llaman Tribunales—, en la
que estabamos juzgando dos Catedras por el sistema —peculiar sis-
tema—, de habilitacién, comentamos en casa el cambio involutivo
sufrido y como aquellas pruebas hoy dolorosamente suplantadas,
servian para contrastar el oro puro y diferenciado de falsas y enga-
fiosas aleaciones.

En Santiago de Compostela realiza una espléndida labor; no
obstante al quedar vacante la Catedra de Patologia Médica de Uni-
versidad Complutense por fallecimiento del Profesor Jiménez Diaz,
realiza una nueva y brillantisima oposicién que gana con plena
autoridad, afio 1975, Catedra en la que desarrolla hasta su falleci-
miento una labor clinica, asistencial e investigadora extraordinaria,
de gran nivel cientifico con una impronta y personalidad que atrae
y compromete a una pléyade de jévenes profesores con los que re-
vitaliza, crea y orienta nuevos interrogantes, articulandolos siempre
bajo su personal y continua direccion.

Porque nadie puede conformarse con seguir las huellas de los
que nos precedieron; la vida es un continuo proceso de innovacién,
la vida hay que hacerla configurando nuevos proyectos, nuevos he-
chos, nuevas realidades. Domingo fue un buen discipulo de excelen-
tes maestros que pronto se convirtié en maestro para al igual que
aquellos que trataron de superar sus fuentes, crean caudal propio:
ser maestro de sus discipulos y discipulo de sus discipulos que hoy
se sienten orgullosos de su maestro.

Desde la reflexién médica, hoy aceptamos como por ejemplo las
bases somaticas del enfermar, no se contemplan solo desde un punto
de vista anatomopatolégico como ocurria en tiempos de Morgagni,
Virchoff o Charcot, o fisiopatolégico como lo interpreté Von Bergman,
sino que se ha llegado a una visién a nivel biomolecular inspirada por
la moderna bioquimica y genética, desarrollandose conceptos como
los de errores congénitos del metabolismo. Otro afortunado hecho
es la creciente progresion de la especializacion y atin de la superespe-
cializacién, pero junto con ello, también y siempre la del trabajo en
equipo y la aparicién y desarrollo de areas de convergencia entre dife-
rentes especializaciones, que vienen asi a fecundar en ellas, sus inte-
rrelaciones y eficacia.
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Domingo no s6lo asume este criterio, sino que lo elabora con mi-
nuciosidad, con detalles precisos y estables. Su dogma cientifico lo
basa en definir como buen médico aquel para quien la enfermedad es
siempre vida humana; sus trabajos cientificos no seran valorables si
olvidan que el saber es armonia y que detras de cada férmula, de cada
cifra, de cada descubrimiento, respira la historia y los hombres en ella.

Fruto de esta dedicacién, de este trabajo y de su capacitacién
para asi desarrollarlo, son los éxitos logrados, entre los que mas
apreciaba y de los que mas orgulloso se sentia, era el ser Académico
de Numero de las Reales Academias Nacionales de Farmacia, en la
que ingres6 en 1985 y Nacional de Medicina, un afio después, en las
que siempre intervino y colaboré con vocacién, trabajo, total entrega
y firme compromiso.

Ademas, lo puedo y debo decir con pleno conocimiento, Domingo
Espindés vivié y disfruté de la Universidad en toda su profundidad.

Tuvo siempre una actitud bondadosa, virtud que le otorgaba una
postura acorde a su vocacién y misién, que labré configurando su
manera de ser de modo abierto y generoso, creando vinculos esta-
bles y comprometidos en el hoy y en el mafana, sabedor a la vez que
esta experiencia habia que realizarla con vocacién de ayuda, de
comprender aunque no siempre de justificar, de tender la mano
abierta, nunca desde una posicién prepotente que no responde y
justifica la complejidad que la vida labra en circunstancias determi-
nadas por mil elementos cambiantes.

No vale pasar por este mundo sin dejar una huella de amor y de
generosidad; para muchos, mantener la estabilidad por encima de
dias felices y dias tristes, de cumplir fielmente los compromisos
contraidos, de vivir intensamente las tareas diarias, es simple rutina.
Para Domingo Espinds era finalidad y deber y valor.

Corre el tiempo; en nombre de la Mesa del Instituto de Espana,
de la Real Academia Nacional de Medicina y en el mio propio,
manifiesto el mas hondo pesar por la irreparable pérdida del Profe-
sor Doctor Don Domingo Espinés Pérez; nos sentimos orgullosos de
haber convivido y disfrutado de su presencia, amistad y ejemplo;
elevamos al Dios Todopoderoso junto a Mari Tere y sus hijos nues-
tras oraciones para su eterno descanso.

He dicho.
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Domingo Espinéds, docente e investigador

MANUEL DOMINGUEZ CARMONA
Académico de Niimero de la Real Academia Nacional de Farmacia

Excmo. Sefior Presidente de la Real Academia Nacional de Far-
macia Doctor Reol Tejada, Excmo. Sefior Presidente Honorario Pro-
fesor Santos Ruiz, Excma. Secretaria de la Academia Profesora Fran-
cés, Excma. Senora Maria Teresa Jiménez, viuda de Espinés, hijos
y nietos del Profesor Espinds, Excmos. e Iltmos. Sefioras y Sefiores
Académicos, Sefioras y Senores.

Inicio mi participaciéon en el homenaje que todos rendimos hoy
al Profesor Espinds con un parrafo de gratitud, hacia quienes han
hecho posible que presente ante ustedes la figura excepcional del
Profesor Espinos. En primer lugar, a la Junta de Gobierno que me
confié este encargo a la par honroso y triste ya que debo recordar
a la Academia, es decir, volver a pasar por nuestro corazén, a la
persona de un gran maestro de la Medicina espanola, de un extraor-
dinario Académico y un entrafnable amigo de todos nosotros. Es muy
probable que la Junta haya tenido en cuenta la amistad, que como
a todos nosotros, me unia al Profesor Espinés, con el afiadido de la
amistad familiar con la que me distinguia. En segundo lugar mi
gratitud se dirige al propio Profesor Espinds, quién en unién de los
Doctores Doadrio Lépez y Portolés, hizo la reglamentaria propuesta
en mi favor, para ocupar una vacante de Académico de Numero. Yo
tengo una gran relaciéon familiar con la Farmacia, un hijo, una cu-
fiada y tres sobrinos farmacéuticos, y habia desarrollado la docencia
durante diez anos, primero en el entrafiable Fonseca y luego en la
nueva Facultad de Farmacia de Santiago de Compostela y posterior-
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mente formé parte del Claustro de la Facultad Complutense bajo la
direccion del Decano Profesor Doadrio durante cuatro afios, hasta
que la LRU, que tantas buenas cosas no hizo, legal, aunque creo que
ilegitimamente, corto esta tarea vocacional, pero no podia sonar con
que algin dia llegara a formar parte de esta Real Academia Nacional
de Farmacia hasta que Espinos, Doadrio Lépez y Portolés hicieron
la propuesta.

Sabia de Domingo por su padre, el Profesor Domingo Espinds
Gisbert, que explicaba Anatomia Patolégica en la Facultad de Medi-
cina de Valencia, Académico de Numero de la Real Academia de
Medicina de Valencia y acreditado médico del prestigioso Cuerpo
de Sanidad Nacional, que naturalmente practicamente ha desapare-
cido aunque la salud publica se aviene mal con encajonamientos
autonémicos; en nuestros encuentros en los Tribunales para Diplo-
mados de Sanidad que dirigia en Valencia me hablaba con legitimo
orgullo de su hijo Domingo, carifio y orgullo que Espinés hijo tenia
hacia su padre. Ya en Santiago se inicié nuestra amistad personal
que se extendi6é a nuestras familias. Deseo reconocer aqui no solo los
méritos Académicos de aquella Universidad, sino el clima que pro-
piciaba la irradiacién de amistad de los que nos incorporabamos a
ella. Muy pronto gané por brillante oposicién en competencia con
magnificos Catedraticos, la Catedra que habia regido el Profesor
Jiménez Diaz. En Madrid continué nuestra amistad consolidada con
nuestras reuniones familiares y en las Reales Academias a las que
pertenecia; sin embargo lo apretado de la agenda cotidiana de Do-
mingo nos acortaba mucho el tiempo del que podiamos disponer.
Antes los hombres se relacionaban en las 4goras, en los casinos y las
tabernas y en el XVII y XVIII en la afrancesada Europa en los ce-
naculos y en los mentideros. En el XIX y hasta la Guerra Civil habia
tertulias, recordemos a Cajal, en donde los amigos, los comparfieros
intercambian saberes, conocimientos y sentimientos. Hoy el mundo
de la comunicacién nos proporciona conocimientos en exceso pero
sin comunicacién intelectual y afectiva que yo conseguia a menudo
en el BMW del Profesor Espinés cuando le acompafiaba para poder
gozar de su compaiifa y de su conversaciéon al terminar nuestras
sesiones de los jueves en el breve trayecto de la Academias al Corte
Inglés, en donde nos despediamos. Por esa amistad que Domingo me
otorgaba mi reconocimiento y gratitud. Esas conversaciones se en-
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riquecian con algunas cenas familiares, en unién de alguno de los
multiples amigos del matrimonio Espinds, en las que compartiamos
con nuestras mujeres nuestras ideas y nuestras ilusiones.

Es muy dificil solidificar en palabras la esencia de una persona.
Domingo era médico; la Medicina, como la Farmacia, no es una
ciencia; ambas son mdas que ciencia, pues utilizan esta para sus
fines que basicamente son prevenir, curar y siempre ayudar al
hombre. Trataba enfermos, es decir, personas dolientes, a los que
se entregaba de forma total, lo que es mucho mas dificil que tratar
enfermedades; una cosa es bajar la tension arterial de un hiperten-
so y otra mucho mas importante, tratar a un hipertenso y Espinés
conseguia lo uno y lo otro; yo que apenas he ejercido la clinica me
he sentido siempre admirado de los que como Espinds tenian el
don del sentido clinico y me he preguntado si era genético o ad-
quirido por el trabajo y el estudio. El Profesor Espinés irradiaba
confianza. La confianza es una virtud que acompana a la amistad
y a la vida social, pero que adquiere mayor trascendencia en el
caso de Domingo pues el quehacer médico es lo que Marafién
defini6 como una confianza en busqueda de una conciencia. Espi-
nés tenia ambas y de ello nos hemos aprovechado casi todos
nosotros, haciendo cargar a Domingo con la responsabilidad de
atender a nuestros problemas de salud, y solicitando su opinién
respecto a multiples asuntos en los que Espinés aclaraba nuestra
postura. Trabajador incansable, sabia escuchar sin prisas, veia al
enfermo como hombre no dejando que se interpusiera la técnica
en este trascendental didlogo del médico con su paciente.

Domingo fue el médico de Mercedes, de mi mujer, a la que aten-
di6 silenciosa y solicitamente; nunca olvidaré la sonrisa que ilumi-
naba la doliente cara de mi mujer, consciente de lo irremisible de su
enfermedad, cuando Domingo la visitaba, sonrisa que sélo aparecio
cuando le comunicé mi hijo el embarazo de su primer nieto y cuan-
do la visitaba Domingo. Pero a que viene a insistir, en esto si la gran
mayoria de nosotros tenemos esa deuda de gratitud para el Doctor
Espinés, al cual hay que reconocerlo con sentimiento de culpa, lo
hemos sobrecargado, con nuestras consultas, no s6lo médicas sino
referentes a todo lo que requeria su buen consejo. Con Espinds la
Academia y los Académicos hemos perdido a nuestro médico de
cabecera.

713



MANUEL DoMINGUEZ CARMONA AN. R. Acap. Nac. Farwm.

Domingo ha disfrutado en su vida de dos tesoros; la familia de la
que procedia y la que él form6 con Maria Teresa de quien se mos-
traba admirador y enamorado.

Nosotros los Académicos, hemos sin duda alguna trabajado, es-
tudiado y luchado, es decir, resistido, pero que hubiéramos sido
muchos de nosotros sin la presencia en nuestras vidas constante
protectora y carifnosa, de nuestras mujeres o en el caso de nuestras
queridas Académicas de sus respectivos maridos.

Deseo destacar la libertad con la que el Profesor Espinés desarro-
116 la aventura de su vida y con la que obtuvo sus merecidos éxitos.
La libertad personal apoyada en la razén, nos libera de las ataduras
de nuestro yo, haciéndonos independientes respecto a nuestras pro-
pias inclinaciones, deseos, impulsos y hasta tentaciones, liberando-
nos asi del facil determinismo de la naturaleza humana, pero tam-
bién resistiendo a las fuertes presiones de todo tipo que Espinés
pudo superar gracias a su rectitud y a su alto valor moral.

En la biografia de un hombre no se puede hurtar la muerte, esta
inseparable companera que nos desgarra cruelmente al separarnos de
los que amamos, pero esa misma cruel muerte hace digna la vida del
hombre. Hoy sabemos que la resurreccién es completa, que lo perma-
nente del ser humano no es un ectoplasma, un ser fantasmal o un
alma platénica, sino un hombre completo y quiero creer con sus ne-
cesidades (Jesucristo resucitado comio con sus discipulos). Domingo,
como escribié Luis Vives, «murié sabiendo cuando se puede encon-
trar la paz, la fragil paz de este mundo seguro de hallar en el otro la
que no se acaba». Durante su enfermedad he sentido tras su mirada
carifosa, serena, penetrante, algo irénica, propia del que ya esta por
encima de nosotros, un mundo de confidencias y de sentimientos.

El encargo que me confié la Junta de Gobierno se concreta en
glosar la faceta investigadora y docente del Doctor Espinds, impor-
tante actividad, pero mucho me hubiera gustado hablar de su inso-
bornable conducta, de su inteligencia, constancia y laboriosidad que
le hacia trabajar asiduamente, sin descanso, y sobre todo de su bon-
dad, «antes que el tiempo muriera en nuestras manos», como dice
la Epistola Moral. Igualmente deberia destacar su defensa numanti-
na de lo que consideraba que debian ser las Catedras de Medicina
Interna, la del caracter universitario de los Hospitales Clinicos, del
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prestigio de los profesores universitarios, deteriorado por los que
desean, como buitres, nutrirse con sus restos o la defensa de su idea
de Esparfia, no coincidente con muchas de las que ramplonamente se
nos presentan a diario, o de su entrega constante a su familia y, por
ultimo, del enraizamiento de Dios en su vida. Todo esto no es docen-
cia, nada de esto es investigacién, pero tanto una como otra se basan
en aquellos modos de ser y de hacer.

Espinés investigador

La Ciencia es la busqueda, el servicio apasionado a la verdad v,
para ser mas justo, de la verdad cientifica, la «diakonia de la verdad»
de los griegos, y aunque Heidegger consider6 en «Sein un Zeit»
que la verdad era un robo, para mi es el trasunto de la realidad, que
como el aceite sale a la superficie. La Ciencia se hace mediante la
observacién de los fenémenos que se nos presentan espontaneamen-
te o provocandolos mediante la experimentacién; no cabe duda que
Espinés hizo Ciencia y como médico nada humano le era ajeno. El
ambito cientifico del Profesor Espinés era la enfermedad que, como
dijo Claude Bernard, «es un experimento no provocado que la natu-
raleza humana trae a nuestra consideracién por azar en un momen-
to dado». Asi la veia Espinés como cientifico, observando atenta-
mente al enfermo que atendia utilizando todas las disponibilidades
que la tecnologia ofrece a la Medicina, pero sin olvidar, como hacen
demasiados médicos, la relacién personal, de confianza acomparniada
de conciencia, observando atentamente al enfermo. Espinés con la
anamnesis, la inspeccién, la palpacién, la percusién y la ausculta-
cion; con ellos obtenia el Doctor Espinés méas datos de sus enfermos
que los que sélo fiaban sus juicios clinicos a los informes de técni-
cos, que desde luego no desdenaba.

No he de desgranar y analizar la multitud de sus trabajos y pu-
blicaciones, mas de 400, las cuales, lo reconozco, han sido una rica
cantera, en la que he recogido valioso material para mis trabajos y
conferencias. Su tesis leida en Madrid en 1963 bajo el titulo «La
deficiencia de la vitamina B12 y del acido félico en la clinica: su
diagnéstico por dosificacion in vivo», recibié el premio extraordina-
rio. Espigo entre sus numerosos estudios, los publicados con el pro-
fesor Alvarez Sala sobre el 2,3- difosfoglicerato que modifica la afi-
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nidad de la hemoglobina para el oxigeno respuesta en la hipoxia o
los efectuados sobre la apnea obstructiva del suefio. Muy importante
ha sido la investigacion epidemiolégica como la que efectué con la
Profesora Ana Villegas sobre las talasemias, y el trabajo con el Doc-
tor Horacio Rico, sobre la masa 6sea de los espafoles. De gran
interés han sido sus estudios sobre la coagulacién intravascular di-
seminada en unién con la Doctora Amalia Escriva o con el Doctor
Elpidio Calvo, hijo del Profesor Felipe Calvo, distinguido Académico
de esta casa. La osteoporosis ha sido también un campo en donde
trabajé intensamente el Profesor Espindés; recordemos su colabora-
cion en la monografia de la Doctora Cascales de esta casa y el des-
cubrimiento de gran trascendencia clinica de que a las cuatro horas
de la toma de calcitonina debe administrarse calcio para suprimir el
bache hipocalcémico que la calcitonina produce. Un tema sobre el
que estaba especialmente interesado era la inflamacién de la que se
ocupd en el magistral discurso en la apertura del Curso Académico
de 1999, en interesantes trabajos publicados con los profesores Cal-
vo y Lépez Buenadicha que culminaron con el capitulo dedicado
a las bases farmacolégicas de la inflamacién de la Monografia XV,
dirigida por los Profesores Avendafio y Tamargo. Magnificos sus
trabajos sobre la célula endotelial que en manos de Espinds dejo de
ser una membrana limitante entre la sangre y la pared vascular a
tener una importancia central en la fisiologia y en la patologia, es-
pecialmente en la de la hipertension. Del conjunto de trabajos del
equipo del Profesor Espinds salieron 53 tesis doctorales dirigidas
personalmente por el profesor Espinés y otras muchas por sus co-
laboradores. Domingo tuvo la suerte de contar para la redaccién de
sus publicaciones de la colaboracién de Margarita, su mano derecha,
en la redaccion de sus trabajos.

Ante el despliegue de su vasta obra nos podemos preguntar por qué
razén eligié Espinds estos temas aparentemente tan dispersos; razo-
nes de oportunidad, de azar; no lo sé, pero me gusta pensar que una
motivacién importante debié ser que en todos ellos late su vocacién
de atender a la persona, recordemos nuevamente a la inflamacion, la
célula endotelial, la hematologia, especialidad médica de la que fue,
como senalo el profesor Diaz Rubio en una nota necrolégica, publica-
da en Diario Médico «alma de internista, hematoélogo de referencia,
es decir, los temas que mas relacion tienen con la unidad irrepetible
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del ser humano en la importante situacién vital de la enfermedad. El
sujeto de los trabajos de investigacién de Espinés ha sido el enfermo,
ese préjimo que se ha hecho doliente y que forma parte de la realidad
y por consiguiente de la verdad. El Profesor Espinés amaba al Hospi-
tal Clinico de San Carlos del que fue Director y esclavo; gracias al
entusiasmo del Profesor Espinés se crearon en él los Servicios de
Patologia Osea y de Patologia Respiratoria y sobre todo, el de Hema-
tologia, que aumentaron el prestigio de dicho Hospital. Debo resaltar
que la nueva hemoglobina, causante de talasemia, descubierta por el
equipo del Doctor Espinés, especialmente por la Profesora Villegas,
tiene el nombre «Hb Clinico-Madrid».

Espinés docente

El Profesor Espinés era un docente vocacional. Por su prepara-
cién pudo haber dedicado sus cualidades a otras muy diversas acti-
vidades. Tenia ganadas nueve oposiciones, pero su vocacién docente
le llevaba a la Universidad, para lo cual se preparé a fondo en el
pregrado y posteriormente en los puestos de Médico Interno y de
Profesor Adjunto de Patologia y Clinica Médicas ganados por oposi-
cién, forméandose al lado de su maestro, el profesor Vicente Gil Sanz,
a quien profesaba una ejemplar devocion, y con los profesores Gouph
de Cardiff Girdwood y Stanley Davidson y Ronald Girwood de Edim-
burgo, de Stuart Douglas de Glasgow, Jean Bernard y George Mathé
de Paris y con el profesor Dacie de Londres, es decir, con las auto-
ridades cientificas mas importantes de la época. Catedratico, muy
joven en 1971, de la Facultad de Medicina de Santiago de Compos-
tela y a partir de 1975 de la Complutense de Madrid, ocupando tras
memorables oposiciones, la Catedra que habia ocupado el profesor
Jiménez Diaz, dos sefieras instituciones de la Universidad Esparfiola,
pues atun cuando tenian sus sedes en diferentes ciudades, su caudal
humano era comun, sus profesores tenfan la misma procedencia, los
mismos modos de formacién y de promocién y sobre todo su con-
tribucién a la sociedad era universal como corresponde a la Univer-
sidad que se honra en ser universal; nada mas que comentar. Cada
clase del Profesor Espinés era una conferencia en la que destacaba
lo que ensefiaba y cé6mo lo ensefnaba, pues la docencia se justifica
por lo que aprenden los alumnos y por el entusiasmo que el maestro
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les ha suscitado, pues con Goethe, «el hombre aprende sélo aquello
que ama», y por eso Espinés hacia participes a sus discipulos de la
verdad que él exponia con claridad y conviccién, apoyado en la vo-
luntad de su espiritu. El Profesor Espinés era sencillo, asequible,
dialogante, como suelen ser los hombres de ciencia, lo que atesti-
guan sus alumnos que en varias ocasiones le nombraron padrino de
sus respectivas promociones. Era una delicia escucharle viendo cémo
desplegaba su concepto del tema explicado, liberandolo, limpiandolo
de la marafia de datos que impedian ver el arbol. En la Universidad
compostelana intentamos coordinar las temas de Patologia Médica
con los de Medicina Preventiva, explicando para cada problema de
salud los aspectos clinico y preventivo, con mediano resultado por
la asimetria que el contenido docente de cada tema presentaba en
nuestras disciplinas. La docencia también se puede ejercer con los
que no se establecieron, por diversas razones, una relaciéon personal.
En esta tarea también Espinos ha cumplido como bueno y asi dis-
ponemos hoy del monumental «Tratado de Medicina Interna» que
edit6 con su gran amigo el profesor Manuel Diaz Rubio al que ana-
diré la serie de las «Clinicas Médicas de Espana».

La maxima docencia es la que se ejerce sobre los discipulos si-
guiendo el juramento hipocratico: «ensefiaré a mis hijos, a los de mis
maestros y a los que se me unan en virtud de juramento». Son disci-
pulos, los que asi se llaman, los que en realidad nos hacen maestros,
los que captan ademaés de conocimientos, actitudes y conductas, pero
el maestro Espinds no soélo ensefiaba a sus discipulos, los respetaba y
queria y aprendia de ellos. Los discipulos del Profesor Espinds son
muchos y todos ellos de una gran categoria cientifica y personal; he
sido confidente del cuidado y carifio que Espinés puso en cada uno
de ellos; muchos de los cuales han alcanzado la dignidad de catedra-
tico y con la preocupacioén de olvidar a algunos, debo sefialar a José
Luis Alvarez-Sala Walter, Carlos Lozano Tonkin, Ana Villegas Marti-
nez, Horacio Rico Lenza, Jestis Millan Nufiez-Cortes, y otros que lo
seran o que al menos lo merecen como el citado Profesor Elpidio
Calvo Manuel, Joaquin Diaz Mediavilla, hijo de un querido amigo,
Escriba, Aboin, etc., sin olvidar a los que vocacioné Espinés durante
su docencia en Santiago de Compostela, los Doctores Zuaniga y Torre
Carballada. Por todo ello no puede sorprender el éxito que tuvo el
homenaje que le dedicamos en el Casino de Madrid.
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Epilogo

He dicho que el hombre de ciencia busca la verdad. La verdad de
Domingo ha sido pasar haciendo el bien y en ello estribaba su feli-
cidad. Domingo ha sido un hombre feliz. Los sanitarios empleamos
marcadores para cuantificar fenémenos no accesibles directamente;
si utilizamos como un marcador del bien, que cada hombre ha he-
cho, los amigos que tiene, el namero de los que lo han sido de Es-
pinds son legién; revisemos por ejemplo: ¢Quién en esta casa no era
amigo del Doctor Espinés? Todos nosotros, académicos y no acadé-
micos. Una parte de sus amigos abarroté el Casino de Madrid en no
muy lejano homenaje a su figura, y una multitud colmé el enorme
recinto de la Catedral de la Almudena con ocasién de su funeral,
pero seguro que fueron aun muchos mas los que rezaron por él.

He perdido, hemos perdido todos, a un amigo, a un compaiero de
quien aprendiamos y en quien nos apoyabamos, un hombre que for-
moé una familia en la que deposité su carifio, un hombre que bu-
ceaba para sacar del fondo la verdad y la esperanza, un hombre quien
constantemente tejia con delicadeza el canamazo de la fraternidad; un
hombre que era médico y mas meritoriamente y raro que ejercia como
tal; quien a su ciencia unia caridad: quien a Dios adoraba y a quien
Dios queria y quiere. Un hombre indivisible, el Profesor Espinés Pé-
rez, para quien la muerte era el umbral de la vida eterna; cruzé la
puerta tras la cual se escondia todo lo que él buscaba.

Por ultimo expreso en nombre de la Real Academia y en el mio
propio, nuestro emocionado recuerdo y el mas hondo pesar por la
temporal ausencia de tan ilustre Académico, que tanto hizo por el
prestigio de esta Institucién especialmente ante su mujer, Maria
Teresa, a sus hijos Domingo, Maria, Teresa, Miguel, Juan y Jaime,
a sus nietos y, permitidme que destaque a sus gemelitas, a sus her-
manos, a toda su gran y magnifica familia, asi como a sus compa-
fieros, discipulos y amigos. La medalla nimero 13 que ostentaba el
Profesor Espinés esta cargada ahora con el afecto y la gratitud de
todos nosotros. jQue Dios nos guarde, Domingo contigo!

He dicho.
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Espinés Académico

ANA M.* PASCUAL-LEONE PASCUAL
Académica de Niimero de la Real Academia Nacional de Farmacia

En primer lugar, quiero agradecer al Excmo. Sefior Presidente de
la Real Academia Nacional de Farmacia y a la Junta de Gobierno el
haberme invitado a intervenir en esta Sesion Necrolégica dedicada
al Doctor Espinés. Para mi es un honor poder hablar del Profesor
Espin6s como Académico, a la vez que siento una gran tristeza por
su ausencia. Creo muy sinceramente que todos los Académicos he-
mos perdido a alguien muy valioso como acaban de escuchar en las
intervenciones precedentes.

Yo conoci al Doctor Espinés precisamente como Académico,
cuando entré el 7 de noviembre de 1996 como Correspondiente y
comencé a colaborar con la Academia. Sus intervenciones en las
sesiones eran modélicas siempre, coherentes, inteligentes y amables.
Al poco tiempo, yo habia descubierto una personalidad muy valiosa
y alguien de referencia en la Academia. Cuando presenté mi candi-
datura para Académico de Numero fue, quiza, la primera vez que
hablé con él directamente. Me habl6é enseguida de mis hermanos,
que habian sido comparfieros suyos en la Facultad de Medicina de
Valencia, de su origen valenciano y me senti cémoda, porque él
aclaraba las situaciones e irradiaba sinceridad y cordialidad.

Sus intervenciones en la Academia eran siempre oportunas, des-
de su posicion clinica y desde el punto de vista estrictamente fisio-
l6gico, hablaba para aclarar puntos, para enriquecer, para dialogar,
en ese sentido era un verdadero académico que aporta riqueza inte-
lectual, lo cual creo que es el aporte mas valioso para esta Institu-
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cién. Ademas, lo hacia con generosidad, sin miras personales y con
mucha inteligencia. El Instituto de Espafa tuvo un gran acierto al
nombrarle Vicepresidente 2.°, y lo mismo la Real Academia de Me-
dicina, haciéndole Vicepresidente el afio 2002.

Sin embargo, yo nunca tuve tiempo de indagar cémo se habia ges-
tado una tan rica personalidad, y es ahora en la preparacion de esta
intervencion, por la amabilidad de la Doctora Francés al permitirme
el acceso a su curriculum y a su discurso de entrada a esta Academia,
cuando he comprendido en profundidad que el Doctor Espinés fue
coherente en su formacién desde el principio. Ahora comprendo por
qué uno se sentia siempre ante un médico cuando hablaba con él y
comprendido en profundidad cuando exponia temas cientificos basi-
cos de biomedicina que redundaban en determinadas patologias, aun-
que no fueran intereses especificos del Doctor Espinés. Yo conozco
bien el ambiente médico, soy de una familia de sanitarios a partes
iguales entre médicos y farmacéuticos, o quiza con mas porciéon mé-
dica y, sobre todo, he desarrollado toda mi carrera como investigador
en el area de biomedicina, ademas procedo de Valencia. Todo ello hizo
que desde un principio, y en poco tiempo, hubiera un puente de com-
prension cientifica entre nosotros. El Profesor Espinés era hijo del
Doctor Espinés Gisbert, Médico de Sanidad y Anatomopatélogo, nie-
to de médico, y también su mujer, M.* Teresa, es médico, como sena-
la, en primer lugar, el Doctor Espinés en su curriculum, y ese ambien-
te, como su procedencia levantina, afloraban siempre en él. Como
saben, naci6 en Alcoy el dia de Navidad de 1932. Todos los Profesores
de la Facultad de Medicina de Valencia, a quienes nombra en sus
entrevistas y curriculum, fueron conocidos por mi, ya que hice la Tesis
Doctoral en dicha Facultad a finales de los afios cincuenta, coincidien-
do con los tiempos finales de su carrera, aunque nunca nos conoci-
mos alli. Conozco, pues, el medio, la época y la pobre infraestructura
de la Facultad en aquellos tiempos en los cuales comenzé su forma-
cién. Por ello, yo quisiera hoy destacar ante ustedes y mostrarles, de
alguna manera, cémo se gesté y como llegé él a lograr la formacién
de la personalidad valiosa que les acaban de exponer y que le han
hecho ser tan apreciado, creo que unanimemente por todos nosotros,
como gran Académico de esta Institucion.

La lectura de su curriculum, redactado en primera persona, y con
comentarios propios, es un didlogo con él y es una manifestacién
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viva de su personalidad. El Doctor Espinds nos cuenta su vida pro-
fesional con exactitud, sin jactancia, con rigurosidad vy, sobre todo,
con enorme sinceridad. Es un recorrido por su vida profesional lleno
de agradecimientos por doquier; a los profesores nacionales que le
formaron en la Facultad de Valencia o a sus maestros internaciona-
les y a todas las gentes y discipulos que le ayudaron. Entre su curri-
culum con comentarios y sus entrevistas en periédicos, con motivo
de sus ultimos nombramientos, podemos saber lo que pensaba de
cuestiones acerca de la formacién médica e incluso de cuestiones
sociales, por tanto podemos tratar ahora de dialogar con él, de co-
municarles a ustedes lo que dijo y pensaba.

En su curriculum relata una vida de enorme trabajo personal
desde sus comienzos. En una entrevista a la revista «Medicina», el
23 de julio de 2002, dice Espinés: «En Medicina hay que estudiar
cinco horas diarias desde el primer dia de clase vy, el fin de semana,
sacar 12 horas desde la tarde del viernes», y él lo hizo, como creo que
hay que hacer en la Universidad, en cualquier carrera, para adquirir
una verdadera formacién, aunque a mucha gente le cueste creerlo,
y sobre todo hacerlo.

También nos cuenta cuando llegé a Madrid hacia 1956, en la mis-
ma entrevista: «Hay quien va teledirigido. Yo no, pero me busqué un
hueco. Empecé por recorrerme servicios. Entonces habia pocos hospita-
les». De tal forma lo hizo que esa buisqueda le permiti6 elegir como
maestro y mentor en Madrid al Doctor Don Vicente Gilsanz, después
de contactar con Enriquez de Salamanca, Marafién y Jiménez Diaz.
El Doctor Espinés nos dice: «me impacté su faceta clinica. Yo me po-
nia de oyente en sus sesiones y le escuchaba desde el fondo».

Por encima de sus oposiciones ganadas: desde alumno interno de
anatomia (Valencia) en 1951, hasta en 1975, Catedratico de Patolo-
gia y Clinica Médica (Complutense, Madrid). O sus Premios: desde
el Peregrin Casanova (de Anatomia) por oposicién en Valencia en
1951 hasta el «Fellow» del Royal College of Physicians de Edimbur-
go en 1978. O por encima de sus becas, que le permitieron su for-
macion postdoctoral, lo que destaca en su curriculum, como vere-
mos, es, ademas de su enorme capacidad de trabajo, su acertado
criterio dirigiendo su propia formacién, y un sentido practico que le
lleva siempre a aprovechar lo aprendido y aplicarlo. Cuando gana la
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plaza de alumno interno de la Catedra de Histologia y Anatomia
Patolégica, nos dice Espinds: «Esto me permitié durante los cuatro
ultimos cursos iniciarme en el examen microscopico de las piezas de
autopsias y de las biopsias clinicas, adquiriendo asi una amplia expe-
riencia en el conocimiento del sustrato morfolégico de las enfermeda-
des, asi como en la tecnologia del laboratorio histomorfologico», y esa
s6lida formacién anatémica le hace afirmar en la entrevista del 2002
en la revista Medicina, refiriéndose a su etapa madrilena con el
Doctor Gilsanz: «cuando llegué ya habia aprendido mucho de la ana-
tomia patolégica, que es la conciencia de la Medicina. Es algo que los
médicos mds jovenes no entienden». En su etapa de estudiante, esa
formacién anatémica la compatibiliza con sus funciones de interno
del equipo asistencial del Hospital Clinico de Valencia, catedra del
Profesor Miguel Carmena, y en los ultimos afios de carrera fue Jefe
de Practicas de Histologia y Anatomia Patolégica, cosa que, dice, le
sirvié como inicio en la docencia. Recién acabada la carrera, en
1955, y para completar su formacion histopatolégica, sigue un curso
de Histopatologia del Sistema Nervioso con el Profesor Julidn Sanz.

En 1956 viene a Madrid y entra con una pequena beca en urgen-
cias con el Profesor Gilsanz. Dice el Doctor Espinds refiriéndose a
Gilsanz: «bajo cuya direccion y ensefianza se ird desarrollando mi
formacion clinica, docente, investigadora y humana». Su preparaciéon
en morfopatologia hicieron que en dicho laboratorio, «sentara las
bases de valoracién en la patologia y examen microscépico de la biop-
sia renal».

Su primera beca para el extranjero fue por oposicién de la Diputa-
cién Valenciana, para Cardiff, con el Profesor Gouph, sobre «Estudio
funcional de las bronconeumopatias crénicas». Lo que, segiin nos dice
el Doctor Espinés, le sirvié en Santiago para impulsar desde su cate-
dra un Laboratorio de Exploracién Funcional Respiratoria.

Posteriormente, desde Madrid, la Fundacién Stevenson del Bri-
tish Council le concedié una beca para Edimburgo con los Profeso-
res Stanley Davidson y Ronald H. Girdwood. El Doctor Espinés dice
del primero, Davidson, que era un gran internista y un experto en
anemias carenciales. Aprendi6 cateterismos cardiacos, pero vio, nos
dice, que habia una unidad alli de hematologia «fenomenal» y eso le
interesaba mas y, también la hemostasia; para aprenderla compati-
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biliz6 su estancia en Edimburgo por las mananas, con viajes a Glas-
gow por las tardes a aprender hemostasia. Asi, nos dice: «aprendi
cateterismo, lo que me permitié estudiar el mecanismo del shock en el
infarto de miocardio»; dicho estudio lo present6 para su entrada en
la Real Academia de Medicina de Valencia. Tanto en Edimburgo
como en Glasgow se inici6 en el estudio de enfermedades de la
sangre, «me apasioné por la hematologia», nos dice.

Por ultimo, en el afio 60, con una beca de la Fundacién Juan
March, estuvo cuatro meses en Edimburgo trabajando con el Profe-
sor Girowood sobre Valoracion de vitamina B-12 y acido félico, cuyo
trabajo constituyé en Madrid su Tesis Doctoral, realizada en el CSIC,
en el Instituto de Medicina Experimental que dirigia Enriquez de
Salamanca. También en Edimburgo, fue nombrado Clinical Assis-
tant in Cardiology después de haber, por primera vez en Gran Bre-
tafla, puesto a punto la determinacién del «Volumen minuto con
yodo radioactivo».

De sus estancias en el extranjero y de sus etapas de formacion,
comenta el Doctor Espinés en una entrevista de 2002: «Cuando yo
veia una cosa en mi trayectoria que me parecia interesante y lo podia
hacer, lo hacia. Y si me encontraba con un obstdculo procuraba su-
perarlo».

En su etapa de Profesor Adjunto en Madrid profundizé mas en la
Investigacion clinica de enfermedades de la sangre y 6rganos hema-
topoyéticos, dice, y cre6 el Laboratorio Clinico y de Investigacién
Hematolégica en el seno de la catedra de Gilsanz, que luego se
transformé bajo su direcciéon en el Laboratorio de Hematologia del
Hospital Clinico, a la vuelta de Santiago. Durante esta época se
desplaza a Paris y trabaja con Jean Bernard para familiarizarse con
técnicas de hemoblastosis. Y también durante cuatro meses, en 1969,
al Royal Postgraduate de Londres, en el Servicio de Enfermedades
de la Sangre, adquiere experiencia, segiin nos cuenta, en Unidades
Abidticas, unidades que posteriormente monta en el Hospital Clini-
co, del cual fue director desde 1976-78. Todas sus etapas estan refle-
jadas, como ustedes imaginan, con publicaciones sobre los distintos
temas estudiados.

De su estancia de catedratico en Santiago, nos enumera y concre-
ta que, habiendo encontrado los laboratorios desmantelados, consi-
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guié6 crear al final una Unidad de Exploracién de Enfermedades de
la Sangre y un Estudio de Enfermedades Respiratorias, ademas
de un Servicio de Endoscopia, que siguen funcionando en Santiago
de Compostela. Y de su etapa de catedratico en Madrid desde 1975,
marca dos lineas de investigacién: Estudio de las Enfermedades de
la Sangre y Organos Hematopoyéticos, y otra: Estudio de la Patolo-
gia del Hueso, tan coherentemente relacionada con la primera.

El Profesor Don Manuel Diaz Rubio, a su muerte, publicé un
conciso y magnifico articulo cuyo titulo reza «In memoriam: Alma
de internista y hematélogo de referencia. Las metas cumplidas de
Domingo Espinds», que, como ven ustedes, después de lo expuesto,
no puede ser un titulo mas expresivo, sintético y real de su persona-
lidad profesional. En este articulo resume su labor y las notas y
cualidades de su caracter. Entre muchas otras cosas le califica de
luchador hasta el final, y desde el principio, podemos afadir, como
ustedes han visto.

A pesar de sus muchas ocupaciones clinicas, desde su entrada
como Académico de Numero en esta Institucién, tuvo tiempo para
ser, en 1987, Vicepresidente de la Seccién 4.* Higiene y Sanidad,
a la que pertenecia, acompanar en su entrada al Doctor Don Julio
Rodriguez Villanueva y al Doctor Don Vicente Vilas en 1986, y en
1989 contestar en su entrada como Académico al Doctor Dominguez
Carmona, leer el Discurso Inaugural en esta Academia en 1999 y ser
en 2003 Miembro del Consejo Editorial de los Anales.

El 17 de octubre de 1985 ley6 su discurso de entrada como Aca-
démico de Numero de esta Corporacion titulado: «Importancia del
conocimiento de la Carcinogénesis Quimica en la Prevencién del
Cancer», aunque por razones de tiempo no podamos entrar a fondo
en su contenido, les diré que resalta los factores ambientales, por
encima, quiza, de los genéticos, en la etiologia cancerosa, y es, como
cabia esperar, una rigurosa y completa exposicién sobre el tema. Por
sus muchas ocupaciones, tuvo que pedir, para prepararlo, un afno de
prorroga. Ocup6 la medalla namero 13 que habia cubierto Don Fran-
cisco Bellot Rodriguez, Catedratico de Fitografia de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la Complutense; firmaron su propuesta los
Profesores Garcia de Jalén, Don Antonio Doadrio y el Profesor Cal-
vo, y contesté a su discurso el Doctor Don Alfredo Carrato Ibafiez.
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Antes de terminar quisiera leer unas palabras dedicadas a su
mujer y a sus seis hijos, que una vez mas transcribo, porque mues-
tran, ademads, su pensamiento en aspectos sociales, los cuales no ha
dado tiempo de glosar en esta intervencién. Preguntado si su mujer
M.? Teresa, médico que él conoci6 en el laboratorio del Doctor Gil-
sanz, dej6é de trabajar al tener hijos contesta: «Dejo de hacerlo cuan-
do tuvo a nuestros hijos, y creo que eso la frustré, pero cuando ya
estaban criados se hizo especialista de medicina del trabajo y ahora
ejerce como tal. Lo decidié ella y yo actué como el tipico varén, porque
creo que es fundamental que en los primeros atios de vida del nifio la
madre esté en casa. Y creo que el Gobierno deberia dar a las mujeres
un sueldo por ello». M.* Teresa, personalmente, creo que hiciste una
gran eleccion y que con tus hijos podéis estar muy orgullosos de €,
que seguro ha alcanzado la Gloria de los Bienaventurados, y aqui
tenéis todos una Academia agradecida a la presencia de Don Domin-
go Espinés en ella.

Y ahora, para finalizar, quisiera leer un parrafo que muestra otra
faceta de su personalidad: la elegancia, y, ademas, su sentimiento
hacia esta Academia, corresponde a los agradecimientos en su dis-
curso de entrada:

«He hablado de agradecimientos, pero también de satisfaccion,
porque me satisface y engrandece formar parte de la Real Academia de
Farmacia y poder sentarme entre ilustres Cientificos. Satisfac-
cion también porque para un Médico Internista es muy importante
integrarse en ella. Desde el campo de la Medicina, y mds concretamente
de la Medicina Interna, se ve a la Ciencia Farmacéutica como la base
de la culminacion del acto médico, es decir, como la base cientifica del
tratamiento. Sin éste, aquél —el acto médico— no tendria sentido ni
razon de ser, porque la empresa comiin entre un hombre que sufre y
busca ayuda —el enfermo— y otro hombre que estd preparado y dis-
puesto a ddrselo —el médico— termina siempre en el tratamiento. Esto
es lo que da sentido al acto médico. Por esto siento una particular
satisfaccién como internista por entrar como Miembro Activo en esta
Real Academia de Farmacia».

He dicho.
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Necrolégica del Excmo. Seiior Don Domingo
Espinés Pérez

MARIA DEL CARMEN FRANCES CAUSAPE
Académica de Niimero de la Real Academia Nacional de Farmacia

Mi intervencién se une a las manifestaciones de dolor que ha
supuesto la pérdida de nuestro amigo y compariero, el Excmo. Sefior
Don Domingo Espinés Pérez, y que emocionadamente se expusieron
en la sesién necrolégica que tuvo lugar en la Real Academia Nacio-
nal de Medicina el 1 de febrero de este afio y en la sesién que hoy
se ha realizado en nuestra Corporacion.

El Doctor Espinés era el prototipo de bondad, generosidad y
caballerosidad, no exento de un fino humor con el que contemplaba
las acciones humanas y, con su espiritu de moderacién, opinaba
sobre ellas.

Los Académicos de nuestra Corporaciéon disfrutamos de su saber
para nuestro bienestar, pues no sélo nos visitaba cuando estabamos
enfermos, sino que intercambiaba opiniones con los médicos que
nos trataban y que le veneraban, pues casi todos ellos habian sido
alumnos suyos. Ademas nos daba consejos personales para mejorar
nuestras condiciones fisicas, consejos a los que él, con la humildad
que le caracterizaba, no daba importancia, pues afirmaba que eran
«remedios caseros»; pero lo cierto es que con ellos nos infundia
animos para vencer la enfermedad y la situaciéon en que nuestra
salud se hallaba comprometida. Se puede decir que el Doctor Espi-
nos era «el médico de los Académicos de la Real Academia Nacional
de Farmacia».
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Nunca podré olvidar cémo se ocupé de mi tras ser operada de
apendicitis el 24 de diciembre del afno 2001, ni su apacible sonrisa,
ni su trato sencillo, dulce, elegante y exquisito, modelo de cortesia
académica. Por todo ello, quedara siempre en mi memoria el recuer-
do grato y afectuoso del Doctor Domingo Espinéds. Gracias, Domin-
go, por tu «excelencia» y tu bondad. Para ti Maria Teresa y para
todos sus deudos, mi sentimiento por su pérdida en la confianza de
que se encontrara en la paz del Senor.

Muchas gracias.
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Domingo Espinéds, un hombre entregado a
los demas

EXCMA. SENORA DONA MARIA TERESA JIMENEZ SIERRA
Viuda de Don Domingo Espinds

Excmo. Sefior Presidente de la Real Academia Nacional de Farma-
cia, Excmo. Sefor Presidente del Instituto de Espafia, Excmo. Sefior
Presidente de la Real Academia de Ciencias, Excmo. Sefnor Secretario
de la Real Academia Nacional de Medicina, Excmos. Sefiores Pre-
sidentes Honorarios de las Reales Academias Nacionales de Farmacia
y de Medicina, Don Angel Santos y Don Hipélito Duran, Excma. Se-
fiora Secretaria de la Real Academia de Farmacia, Excmos. Sefioras y
Senores Académicos, queridos amigos:

Quisiera en primer lugar, dar las gracias a la Real Academia de
Farmacia, por organizar este acto en recuerdo a Domingo, en un
lugar donde él tanto disfruté con la presencia y las actuaciones de
sus comparfieros académicos. Fue la academia de Farmacia, la pri-
mera a la que pertenecié Domingo, puedo asegurar que le hizo una
gran ilusién y siempre se sinti6 muy orgulloso de pertenecer a ella.
Ultimamente me repetia muchas veces: «estos académicos de Far-
macia son muy activos y tienen una gran inquietud cientifica». Y lo
decia con mucha satisfaccién. Doy también las gracias a los sefiores
Académicos que han intervenido en este acto, por lo bien que han
reflejado la figura de Domingo y sobre todo por el carifio con que lo
han hecho. Gracias también al Excmo. Sefior Presidente de la Real
Academia de Farmacia por permitirme intervenir en este acto y
gracias, finalmente, a todos los que estdis aqui por vuestra presen-
cia. Quiero mucho a Domingo y no me quedaba tranquila sin apor-
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tar mi granito de arena a su recuerdo, después de haber estado mas
de cuarenta afios junto a él. Pido perdén a todos por este atrevimien-
to, pero prometo que seré breve.

Domingo, a mi parecer, fue un hombre fundamentalmente bue-
no, aunque tenfa otras muchas cualidades que le habian sido dadas
y que él se encargé de mejorar a lo largo del tiempo, porque tenia
un gran afan de superacién y espiritu de sacrificio. Fue también un
hombre independiente, porque quiso serlo, y las decisiones que tuvo
que tomar en su vida, a veces dificiles, las tomé basandose en el
conocimiento que tenia de los asuntos a tratar y en sus principios
morales, que eran muy sélidos y muy auténticos. Lo hizo siempre
con gran honestidad. Comentaba a veces que el ser independiente
era muy caro, pero nunca le importo.

Fue un gran profesional, tenia una vocacién muy clara y se en-
tregd a ella con todas sus fuerzas.

Fue un gran médico, sabia mucha medicina porque dedicaba
mucho tiempo a su estudio y sabia aplicar sus conocimientos, pero
sobre todo consideraba a los enfermos como algo muy suyo y cuan-
do un caso era grave o complicado, lo tenia siempre en su pensa-
miento. Le he visto con las maletas cargadas en el coche renunciar
a sus vacaciones, porque alguien pedia su ayuda en ese momento y
lo hacia con toda naturalidad y sin darle importancia.

Como profesor tenia una gran capacidad de sintesis, era muy
brillante exponiendo y sus alumnos le entendian muy bien. Era muy
asequible y se preocupaba mucho por que aprendieran. Cuando los
examenes no eran correctos, les llamaba uno a uno para hablar con
ellos y corregir sus fallos. Les ensefiaba también un estilo de ser
médicos y ser personas, que no se aprende en los libros. Sus alum-
nos le querian mucho y eso se plasmaba en que casi todas las pro-
mociones que pasaron por sus manos, le nombraban padrino y sus
alumnos de Santiago, no s6lo le nombraron padrino de promocién
sino también padrino de sus bodas de plata, a los veinticinco anos
de haber dejado Galicia.

Fue un gran universitario, defendi6 la Universidad contra viento
y marea en momentos dificiles, acarreandole a veces grandes disgus-
tos, pero queria a la Universidad y lo consideraba su deber.
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En familia, Domingo tenia un caracter maravilloso, era muy es-
table, no se enfadaba nunca, ya que tenia la virtud de saber callar y
también tenia un gran sentido del humor. Era muy ocurrente y muy
rapido en sus reacciones mentales, por eso cuando en casa surgia
algin problema y él intervenia, el problema perdia importancia y
todos sonreiamos.

Fue un hombre de paz, de concordia y de entrega a todos los que
le pedian ayuda, fuera cual fuera su condicién, ya que tenia un alto
concepto de la dignidad humana.

Nosotros, toda su familia, nos sentimos muy contentos por ha-
berle tenido a nuestro lado y damos muchas gracias a Dios por el
don inmenso de su presencia, aunque nos haya parecido corta.

Era un hombre de fe, pero nada carca, creia en Dios y confiaba
absolutamente en El, por eso, creo yo, estaba siempre tranquilo y
sereno ante cualquier situacién adversa, por dura que fuera.

Voy a atreverme a pedir a todos los que queréis a Domingo, que
le recordéis, porque creo que el mejor homenaje que se puede hacer
a las personas que se nos han ido, es recordarles, pero recordarle
con alegria, ya que para los que somos creyentes, él esta en su lugar
definitivo, que es infinitamente mejor que el nuestro, y ha alcanzado
ya la plenitud hacia la que nos encaminamos todos. Para los que no
sedis creyentes, también es un motivo de alegria pensar que Domin-
go, caminé por la vida con gran dignidad y fue un buen testigo de
los principios en los que crey6 y de las instituciones a las que per-
tenecié (familia, universidad, academias), sobre todo en una época,
en que los valores fundamentales estan en baja.

Acabo con una frase que me gusté mucho cuando la lef por prime-
ra vez, y que ultimamente me repito a mi misma muchas veces, dice
asi: «si lloramos porque se ha puesto el sol, las lagrimas no nos deja-
ran ver las estrellas». Creo que todos necesitamos poder ver las estre-
llas, para seguir nuestro camino con ilusién y con esperanza.

Muchas gracias a todos.
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Concurso Cientifico 2005

La Real Academia Nacional de Farmacia (Espafia) convoca el
Concurso Cientifico del afio 2005, de acuerdo con las siguientes
Bases Generales.

I.

BASES GENERALES

Caracteristicas de los trabajos presentados a los diferentes

premios.

II.
III.

Preparacién de manuscritos.

Relaciéon de Premios.

IV. Recepcién de trabajos.

I. Caracteristicas de los trabajos

1.

Podran optar al Premio de la Real Academia Nacional de
Farmacia trabajos originales de investigacion en ciencias far-
macéuticas.

Podran optar a otros premios del Concurso Cientifico traba-
jos de revisién o investigacion sobre ciencias farmacéuticas y
afines.

Los trabajos se adecuaran al tema especifico de cada premio,
o en el caso de tema libre, a cualquiera de los incluidos en
los objetivos generales de la seis secciones de la Academia
(véase anuario o http:/www.ranf.com).

Los trabajos deben ser inéditos, escritos indistintamente en
espafol o inglés y redactados especificamente para el concur-
so de acuerdo con las normas de presentacién especificadas.
No seran objeto de evaluacion los trabajos que, a juicio de la
Academia, incumplan esta norma.

Los premios se otorgaran a los trabajos, sean éstos uniperso-
nales o colectivos, y el fallo de los jurados sera inapelable.
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II.

738

6.

Ningtn autor que haya recibido el Premio de la Real Acade-
mia en una determinada convocatoria podra aspirar al mis-
mo en la siguiente convocatoria. El incumplimiento de la
norma citada anulara el premio concedido.

Los trabajos premiados pasan a ser propiedad de la Acade-
mia. Una vez publicados, los datos originales sélo podran
figurar en otra publicaciéon con el permiso expreso de la
Academia.

Los Académicos de Niimero no podran figurar como autores
de los trabajos presentados a este Concurso Cientifico.

En cada concurso, a propuesta del Jurado, los diferentes pre-
mios pueden ser otorgados a un solo trabajo, desglosados en
Premio especifico y Accésit o declarados desiertos.

Preparacion y presentacion de manuscritos

Los trabajos presentados a los diferentes premios del Con-
curso Cientifico especificaran en su primera pagina el pre-
mio al que aspiran y el lema de una sola palabra con que
se identifican. El titulo del trabajo y demas capitulos que lo
componen se escribiran en la segunda pagina y sucesivas.

Estaran escritos en Word, en un minimo de 10 y un méaximo
de 60 folios A4 numerados por una sola cara, a un espacio y
medio, con tipo (fuente) «Times New Roman», 12, y los si-
guientes margenes: superior, 6 cm; izquierdo, 4,2 cm; dere-
cho, 4,2 cm; inferior 5,2 cm. Los cuadros, tablas y figuras y
sus pies pueden estar incluidos en el texto.

Seran remitidos en dos ejemplares cosidos en formato papel
y un disquete o CD rotulado con el lema y premio al que
aspiran, escrito también en Word o trascrito a PDF.

En los trabajos experimentales se recomienda la presenta-
ciéon del siguiente modo:

a) Un titulo conciso, breve y significativo, en espafiol e
inglés.
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b)

c)

d)

e)

f)

Un resumen o summary de alrededor de 200 palabras y
su traduccion.

Una introduccién breve y documentada que sitte el tra-
bajo en el contexto cientifico al que pertenece, con refe-
rencia explicita de los trabajos propios o ajenos en los
que se apoya. La introduccién delimitara con claridad la
hipétesis desarrollada o los fines v objetivos que se per-
siguen.

La exposicién de los materiales y métodos empleados, asi
como las experiencias realizadas. La descripcion de las
experiencias no contendra mas datos que los necesarios
para su reproducibilidad.

Los resultados y su discusién critica y comparada, asi
como las conclusiones que se puedan apoyar en los re-
sultados obtenidos.

La bibliografia que se cita.

Se recomienda que en lo referente a los simbolos, forma-
to de bibliografia, tablas y figuras, caracteres de impren-
ta y demas aspectos de presentacién de los manuscritos,
se sigan las normas para la presentaciéon de originales
especificados en los Anales de la Real Academia Nacio-
nal de Farmacia [Vol. LXX (1): 271-274] o en la WEB de
la academia arriba indicada.

El resto de los trabajos de investigacién o revisiones pueden
adoptar, después del titulo y resumen, un formato libre, con los
margenes de extension antes indicados.

En ningun caso se identificara implicita o explicitamente el autor
o autores del trabajo. Se procurara evitar auto-citas en el texto. Las
citas propias se haran tan anénimas como el resto de las indicadas
en apoyo de la introduccién, métodos y discusion del trabajo.

5. Cada original ird acomparniado de un condensado del trabajo,
de unas 1.000 palabras de extension, identificado con el co-
rrespondiente lema, redactado en el mismo idioma en que se
presenta el trabajo.
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6.

III.

En sobre cerrado aparte, identificado con el mismo lema y
premio al que aspira el trabajo, se incluira una ficha con el
nombre habitual de firma del autor o autores del trabajo,
junto con su direccién postal, correo-e, centro de trabajo y
teléfonos de localizacion.

Los envios de originales se realizaran por correo certificado
o mediante entrega personal, dirigidos al Presidente de la
RANF, Concurso Cientifico, ¢/ Farmacia, 11, 28004 Madrid.

Los originales no premiados podran retirarse, una vez publi-
cado el fallo del concurso, antes del 31 de marzo del afio
siguiente, en que seran destruidos.

Relacion de premios

PREMIO REAL ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA

Seis mil euros.

TEMA: Libre, inédito y de investigacion.

PREMIO DEL CONSEJO GENERAL DE COLEGIOS
OFICIALES DE FARMACEUTICOS

Tres mil euros.

TEMA: Libre.

PREMIO DEL COLEGIO OFICIAL DE FARMACEUTICOS
DE MADRID

Tres mil euros.

TEMA: Libre.
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PREMIO ALCALIBER

Tres mil euros.

TEMA: Cultivo de Papaver somniferum y nuevas aplicaciones te-
rapéuticas.
PREMIO CINFA

Tres mil euros.

TEMA: Farmacologia, farmacoterapia y seguimiento farmaco-te-
rapéutico.
PREMIO FAES FARMA

Tres mil euros.

TEMA: Libre.

PREMIO MABO

Tres mil euros.

TEMA: Libre.

PREMIO NORMON

Tres mil euros.

TEMA: Investigaciéon y desarrollo de formulaciones galénicas.

PREMIO JUAN ABELLO

Tres mil euros.

TEMA: Libre.
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PREMIO CARLOS DEL CASTILLO LEIVA

Seiscientos euros.

TEMA: Libre, sobre técnicas instrumentales en Farmacia.

PREMIO SANTOS RUIZ

No sometido a las bases del concurso. Abono de los derechos de
expediciéon del titulo de doctor a un doctorando que trabaje en la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense. Los interesa-
dos presentaran un ejemplar de la tesis y su expediente académico,
dentro del plazo del concurso.

IV. Recepcion de los trabajos

Hasta el jueves 27 de octubre de 2005 a las 21 horas.

742



VoL. 71 (3), 737-752, 2005 INFORMACION ACADEMICA

Sesiones Cientificas

22 de septiembre

A las 19,00 horas, Mesa Redonda sobre «Novedades Farmaco-
terapéuticas: El largo camino de los prostanoides». Coordinador:
Excmo. Sefior Don A. Villar del Fresno, Académico de Numero de la
RANF. Ponentes: Excmo. Sefior Don J. Tamargo Menéndez, Excma.
Seniora Dofia M.* Teresa Miras Portugal y Doctor Miguel Gémez
Sanchez.

29 de septiembre

A las 19,00 horas, Mesa Redonda sobre «Innovacién y Medica-
mentos». Coordinador: Excmo. Sefior Don A. Monge Vega, Acadé-
mico de Numero de la RANF. «Innovacién de Medicamentos en un
nuevo milenio». Ponentes: Excmo. Sefior Don J. Prous Cochs, Direc-
tor General. Ediciones PROUS. «Los medicamentos del afio 2004».
Excma. Senora Dona C. Avendafio Lépez, Académico de Numero de
la RANF. «La innovacién farmacéutica». Excmo. Sefior Don J. Ta-
margo Menéndez, Académico de Numero de la RANF. «Nuevas
aproximaciones para el tratamiento de las enfermedades cardiovas-
culares».

743



REAL AcApDEMIA NACIONAL DE FARMACIA AN. R. Acap. Nac. Farwm.

Noticias

El 1 de julio el trabajo titulado «Auge, declive y evolucién de un
linaje hidalgo en localidades de Salamanca y Zamora durante los tlti-
mos cinco siglos», realizado por nuestro Académico Don José A. Ca-
bezas Fernandez del Campo, fue premiado por el Centro de Estudios
Salmantinos en su concurso anual. El tema de la hidalguia, tan de
actualidad con la conmemoracioén cervantina del presente afio, es tra-
tado por el Profesor Cabezas desde una amplia perspectiva familiar.

o
*

El 5 de julio, la Real Academia de Catalufia, en Junta Gene-
ral, nombré Académica Correspondiente a nuestra compafiera, la
Excma. Sefiora Dofia Ana Pascual Leone Pascual.

o o+
* *

El 7 de julio se celebré en la Facultad de Veterinaria de la Uni-
versidad Complutense, la XIV Reunién de Farmacodlogos de la Co-
munidad de Madrid, FARMADRID XIV, con la participacién del
Doctor Rodriguez Artalejo y de la Doctora Miras Portugal, miembros
de nuestra Corporacion.

El 12 de julio fallecié en Madrid nuestro Académico de Numero,
el Excmo. Senor Don Antonio Portolés Alonso, que estaba en pose-
si6on de la medalla 8.

El dia 1 de septiembre la Académica Correspondiente, residente
en Chile, Doctora Carmen Sandoval, fue nombrada Directora del
Centro de Referencia de Salud, creado en la Escuela de Farmacia de
la Universidad Andrés Bello, de aquel pais.

o
*
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El dia 1 de septiembre, la Excma. Sefiora Dona Maria Cascales
Angosto, Académica de Numero, impartié en la Universidad de Hi-
dalgo, México, una conferencia sobre «Estallido respiratorio de los
fagocitos y su repercusiéon en la hepatotoxicidad experimentals».

En el nimero 191 del periédico Correo Farmacéutico (semana
del 5 al 11 de septiembre de 2005) aparece una extensa entrevista
con la Profesora Rosario de Felipe, Académica Correspondiente, en
la que se repasa su trayectoria vital y cientifica. Ademas, en el ar-
ticulo se recoge su perfil como investigadora en el CSIC, donde en
los ultimos afios ha sido Directora del Centro de Ciencias Mediam-
bientales, habiendo ostentado también importantes cargos como el
de Presidenta de la Sociedad Esparnola de Fisiologia Vegetal.

En el mismo nimero de dicha publicacién aparece la noticia de
la identificacién de un conjunto de genes que producen metastasis
del cancer de mama, trabajo realizado por el equipo de investigacién
que dirige el Doctor Joan Massagué, Académico de Honor de esta
Real Academia Nacional de Farmacia.

El 5 de septiembre nos comunicaron el nombramiento como
Doctores honoris causae de la Universidad de Leén de nuestros com-
pafieros los Excmos. Sefiores Don Salvador Rivas Martinez y Don
Julio Rodriguez Villanueva, cuya recepciéon fue el dia 26.

o oL o
x x x

El 5 septiembre nos comunican el nombramiento del Profesor
Monge, Académico de Numero de esta Corporacién, como Académi-
co Correspondiente de la Academia de Farmacia y Bioquimica de
Argentina.
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El dia 14 de septiembre, la Doctora Miras Portugal fue nombrada
Socio de Honor de la Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia
Molecular en la Asamblea General celebrada en el Congreso Anual

de dicha Sociedad.

El 19 de septiembre nos comunican el nombramiento de nuestro
comparfiero el Profesor Mayor Zaragoza, como co-Presidente de la
Comisién de Alto Nivel de la ONU, para estudiar la propuesta del
Gobierno de Espaia, de la Alianza de Civilizaciones.

El 26 de septiembre, en Junta de Gobierno de esta Corporacion,

fue reconocido formalmente el nombramiento del Profesor Doctor
Don Obdulio Fernandez como Académico de Honor.

El 29 de septiembre fue elegido Presidente de la Secciéon de His-
toria, Legislaciéon y Bioética, el Excmo. Sefior Don Roman de Vicen-
te Jordana.
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Necrolégica

El Excmo. Sefior Don Antonio Portolés Alonso, Medalla nimero 8
de la Real Academia Nacional de Farmacia, de la que fue secretario
entre 1991 y 1997, falleci6é en Madrid el dia 12 de julio de 2005.

Nacié en Madrid, el 31 de diciembre de 1923. Doctor en Farma-
cia y Doctor en Ciencias Biolégicas por la Universidad Complutense
de Madrid. Académico de Numero de la Real Academia Nacional de
Farmacia. Académico de Numero de la Real Academia de Doctores.
Académico Correspondiente de la Academia Nacional de Farmacia
del Pert. Profesor de Investigacién del CSIC (jubilado). Ex Conseje-
ro adjunto del «Patronato Ramoén y Cajal» del C.S.I.C. Ex Vocal de
la Comisién Asesora de Investigacion Cientifica y Técnica de la Pre-
sidencia del Gobierno. Ex Director del Instituto de Inmunologia y
Biologia Microbiana. Ex Director del Centro de Investigaciones Bio-
l6gicas. Técnico Bromatélogo. Diplomado en Sanidad y Oficial Sa-
nitario por la Escuela Nacional de Sanidad. Profesor Ayudante de la
Catedra de Analisis de Medicamentos Organicos y de la Catedra de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia (U.C.M). Premio «Cla-
riana» de la Real Academia de Farmacia. Premio de Investigacién
«Alonso Herrera» del C.S.I.C. Premio de la «Real Academia de Far-
macia». Premio «Smith Kline & French». Premio de Investigacién
«Lab. Jorba, S. A.». Ha sido Miembro de la New York Academy of
Science, de la International Society of Chemotherapy y de la Ame-
rican Society for Microbiology. Socio fundador de la Mediterranean
Society of Chemotherapy. Miembro fundador de la Sociedad Espa-
fiola de Microbiologia y de la Sociedad Espafiola de Espectroscopia.
Miembro de la Sociedad de Inmunologia. Miembro Emérito de la
Sociedad Espanola de Bioquimica y Biologia Molecular (SEBBM).
Del Cuerpo de Farmacia del Ejército del Aire. Diplomado en Medi-
cina Aeronautica por el C.I.M.A. Esta en posesion de la Cruz y de la
Placa de la Orden de San Hermenegildo.

Estos meritos y honores eran el resultado de su esfuerzo y tesén,
y el reflejo de una gran personalidad enriquecida con sus facetas de
escritor y pintor. Como compariero de la Real Academia Nacional de
Farmacia, se hacia notar por su excelente humor y su espiritu posi-
tivo. En su rostro de corte griego, como las estatuas clasicas, siem-
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pre existia una sonrisa, y su mirada inteligente y penetrante nos
hacia comprender sus muchos afios de trabajo y su amplio conoci-
miento. Todos los miembros de esta Academia nos unimos al dolor
de su familia, su esposa, M.* Teresa, sus hijos, M.* Teresa, M.* Pilar,
Antonio y José Maria, todos ellos seguidores de la vocacién investi-
gadora y clinica de sus padres.

Por estas casualidades de la vida, al inicio de sus memorias,
recuerda cémo le desperté su padre la mafiana del 12 de julio de
1936. El tren no espera, le dijo, y comenzé asi su prolongado viaje
a Olmedo. Que el viaje emprendido otro 12 de julio, pero 69 anos
mas tarde, discurra por los mas placidos y hermosos paisajes. Su
recuerdo permanecera entre nosotros y su espiritu vivird en nuestra
memoria. Que descanse en paz.

M.* TERESA MIrRAS PORTUGAL
Directora de los Anales de la RANF

* * *

El 1 de marzo de 2005 falleci6 el Profesor Don Simén Pérez Alva,
Académico Correspondiente en Perd, que se incorporé como tal el
9 de noviembre de 1951. En su trayectoria académica en la Acade-
mia Peruana de Farmacia fue dirigente de la misma y Presidente del
Primer Congreso que esta institucion organizé. Era Académico Ho-
norario y estaba en posesién de la Medalla de la Academia.

En su trayectoria profesional en la Universidad Nacional de San
Marcos y en la Facultad de Farmacia y Bioquimica realizé una gran
labor docente e investigadora en el ambito de la Microbiologia, ini-
ciando en esta materia a muchos alumnos. Fue Director Fundador
del Departamento de Microbiologia y Parasitologia. En la Universi-
dad desemperi6 diversos cargos de responsabilidad, asi los de Direc-
tor de Postgrado, Decano y Vicerrector. Hoy dia, a peticién de la
Academia Peruana de Farmacia, el Consejo de Gobierno de la Facul-
tad ha aprobado por unanimidad que el Auditorio de Postgrado lleve
su nombre.

En el ejercicio libre de la profesién, el Doctor Pérez Alva fue
copropietario, junto a Don Marco Antonio Garrido, del Laboratorio
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BIOSA, que se convirtié en pionero en el campo de la fabricacién de
vacunas y alergenos en Pert.

Le deseamos que se encuentre gozando de la Paz del Sefior.

FErRNANDO QUEVEDO GANOZA
Delegado de la Real Academia Nacional de Farmacia en Perti
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Bibliografia

Formularios de Hospitales Espatioles. Siglos XVII y XVIII.—Suné
Arbussa, J. M.>—2005.—Biblioteca de Ciencias de la Salud 3. Grana-
da.—Universidad de Granada.—ISBN: 84-338-3256-5.—115 pags.

En este libro el Profesor José Maria Sufié Arbusséa, partiendo de la
conferencia magistral que imparti6é en el Aula Magna de la Facultad
de Farmacia de la Universidad de Granada el 29 de octubre de 2002,
de las investigaciones que se han llevado a cabo, bajo su direccién, en
las Facultades de Farmacia de las Universidades de Granada y Barce-
lona y de su basqueda personal, presenta una suma de nuevas aporta-
ciones al conocimiento de los Formularios de Hospitales Espaiioles de
los siglos XVII y XVIII. El Doctor Sufié ordena su obra en doce par-
tes, ocho de las cuales estan dedicadas monograficamente a la recopi-
lacién de dichos formularios. En «Antecedentes» sefiala la intencién
del preparador de medicamentos para plasmar por escrito las férmu-
las de medicamentos mas usuales; «Las Farmacopeas», en que hace
especial hincapié sobre las publicadas en Espafia como repertorios
oficiales de simples y compuestos; «Los Formularios» que recogian
las formulas de medicamentos usuales en una region o localidad; «Los
Formularios de Hospitales», que proporcionaban un conocimiento
real de la terapéutica utilizada en ellos; «El Particulares medicamento-
rum del Hospital de Santa Creu de Barcelona» (1677); «El «Sinopsis
Formularum» del Nosocomio General de Barcelona (1741, 1742 y
1749); «Los Formularios de Félix de Eguia», que comprende el For-
mulario de Medicamentos utilizado en los Reales Hospitales de Madrid
(1750, 1759, 1771 y 1785), asi como el Formulario o Recetario Quirtir-
gico (1750, 1758, 1769 y 1785) empleado en los Hospitales de Madrid;
el «Formulario médico-quirtargico gaditano de 1752», utilizado en el
Real Nosocomio Maritimo de Cadiz; «La Farmacopea de la Armada
de Leandro de Vega, de 1760», edicién bilingiie en latin y castellano
que gozo6 en Cadiz de tres impresiones en ese mismo ano y considera-
da como una obra necesaria para su uso en la Real Armada; «Formu-
lario del Hospital del Cardenal, de Sevilla, de 1763»; «Los Formula-
rios de Cartagena» para uso del Hospital de la Armada de esa ciudad
(1789 y 1795), y el «Formulario de Madrid de 1789» para utilizacién
en los Reales Hospitales General y Pasién.
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El Doctor Suiié realiza para cada uno de los Formularios citados
un estudio pormenorizado que se refiere al autor, al contenido de la
obra, descripcion de la misma, bibliografia, ejemplares conocidos y
su localizacién en bibliotecas espafnolas o foraneas e incluye ademas
como ilustraciones las portadas de los ejemplares localizados.

Como es tradicional en los escritos del Doctor Sufié, el estudio que
ahora presenta sobre los Formularios de Hospitales Esparfioles en los
siglos XVII y XVIII es muy completo y se atiene en €l a una de sus
mas importantes lineas de trabajo, que es el pasado histérico de la
Farmacia Hospitalaria y el estudio de Libros Antiguos de Farmacia
relacionados con el Medicamento, libros que, como él mismo dice en
la Introduccion, siempre le «<han sido especialmente atractivos».

Con esta obra el Doctor Suné pone a disposicién de los historia-
dores de la farmacia un texto que contribuye a llenar, como indica
el Profesor José Luis Valverde en la Presentacién del mismo, «uno
de los grandes vacios de nuestro pasado histérico».

M.* pEL CARMEN FRrRANCES CAUSAPE

o
*

Etica en la industria farmacéutica: entre la economia y la salud.—
Lépez Guzman, J.—2005.—Pamplona.- Ediciones Universidad de
Navarra (EUNSA).—ISBN: 84-313-2290-X.—174 pags.

El Profesor José Lopez Guzman, Doctor en Farmacia por la
Universidad de Valencia, esta adscrito al Departamento de Humani-
dades Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Navarra y su actividad docente se desarrolla impartiendo la discipli-
na «Deontologia Farmacéutica» en la Licenciatura de Farmacia, en
el Master I+D+i y en la especializacion de Farmacia Galénica e In-
dustrial. Ademas es Director del Master de Bioética de la Universi-
dad de Navarra. Las inquietudes del Doctor Léopez Guzman en el
campo de la Deontologia y de la Etica farmacéutica se han visto
reflejadas en diversas publicaciones de interés sobre estos temas que
han abordado diferentes perspectivas del quehacer farmacéutico.

El libro se estructura en dos partes bien diferenciadas. En la
primera parte, titulada «La ética, entre el “poder” y el “deber”», el
autor define y justifica, segin sus propias palabras, «la necesidad del
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conocimiento de unos principios de ética profesional». Consta de
cuatro puntos: 1. Introduccién. 2. El conflicto entre «poder y deber».
3. Aproximacién a la ética, y 4. La conciencia.

En la segunda parte, que constituye la parte principal y més exten-
sa del libro, titulada: «¢Es posible la ética en la industria farmacéuti-
ca?», el autor sefiala que «efectiia una exposicion y reflexién sobre
aquellos aspectos deontoldgicos concretos que afectan a la industria
farmacéutica». Comprende seis puntos: 1. Etica empresarial, en el que
se ocupa del compromiso ético de la empresa; 2. La industria farma-
céutica, su concepto y acciones del directivo en ella; 3. Cédigos deon-
tolégicos de la industria farmacéutica, concepto y clases con especial
referencia al Cédigo Espanol de Buenas Practicas para la promocién
de los medicamentos; 4. Cuestiones de ética en la industria farmacéu-
tica, en que se tratan aspectos particulares que se refieren a la promo-
cién de los medicamentos, la divulgacién al pablico de conocimientos
acerca de éstos, a la competencia desleal, a la formacién continuada,
a la adaptacién e innovacién, al conflicto de intereses y a la objecién
de conciencia. Este punto se enriquece con ejemplos que ilustran el
texto bajo el epigrafe «Material de trabajo», al igual que sucede en
el punto 5, en que se trata de la industria farmacéutica y el acceso a la
salud de los grupos sociales desfavorecidos y en particular a los pre-
cios como factor que limita el acceso al medicamento, la ayuda de las
compaiifas farmacéuticas a los paises del Tercer Mundo y la labor de
las ONG asociadas en ocasiones a la industria farmacéutica. Por ulti-
mo, el punto 6 se dedica a Responsabilidad social de la empresa far-
macéutica y su valoracion.

Este texto, que el autor acompaifia de una abundante y seleccio-
nada bibliografia especifica, como afirma el Excmo. Sefior Don
Antonio Monge Vega en el Prélogo del mismo, «cubre una necesidad
en la bibliografia internacional», por lo que «sera de consulta obli-
gada por todas aquellas personas relacionadas con el mundo del
medicamento y su entorno», y en él quedan perfectamente delimita-
dos los principios éticos en la industria farmacéutica, en la sociedad
actual y la relaciéon que los medicamentos elaborados por las empre-
sas farmacéuticas tienen con la economia, la salud y el bienestar de
los pacientes en el mundo globalizado que nos ha tocado vivir.

M.? pEL. CARMEN FRrRANCES CAUSAPE
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NORMAS PARA LA PRESENTACION DE ORIGINALES

A. Politica Editorial

1. ANALES DE LA REAL ACADEMIA
NACIONAL DE FARMACIA es una revis-
ta trimestral que publica trabajos de in-
vestigacién basica o aplicada relaciona-
dos con las ciencias farmacéuticas y
afines.

2. Seran aceptados y considerados
para publicacién, aquellos manuscritos
que no hayan sido publicados previa-
mente (excepto resimenes), que actual-
mente no estén siendo revisados en otras
revistas, que su publicacién haya sido
aprobada por todos los autores y tacita-
mente o explicitamente por las autorida-
des responsables de los laboratorios don-
de se ha desarrollado el trabajo, y que si
es aceptado, no serda publicado en otra
revista en la misma forma, en el mismo
o diferente idioma, sin el consentimien-
to de los Editores.

3. El manuscrito original, una copia
y la version electrénica en CD, se envia-
ra, con la correspondiente carta de pre-
sentacion, a la siguiente direccion:

Doctora Maria Teresa Miras Portugal

Editora de los ANALES DE LA REAL
ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA

Real Academia Nacional de Farmacia

C/ Farmacia, 11

28004 Madrid

Espafia

Fax: 91 531 03 06

Existe la posibilidad de enviar el
manuscrito en formato electrénico como
archivo adjunto a la siguiente direccion:
edicion@ranf.com. Tanto el texto como
las figuras deberan ser enviadas en ar-
chivos separados. Los formatos acepta-
dos son: .doc (Word) para el texto, y
formato TIFF, JPG o PPT (Power Point)
para las figuras.

4. Tipos de Manuscritos.

La revista considerara para publicar
lo siguiente:

— REvIsIONES: no deben tener una ex-
tensién superior a las 4.000 pala-

bras (excluyendo resumen, biblio-
grafia y péagina del titulo, pero
incluyendo la leyenda de las figu-
ras y las tablas) y la bibliografia
no debe superar las 40 citas. Aun-
que la mayor parte de las revisio-
nes seran invitaciones a peticién
de la Comisién Editorial, los auto-
res interesados en contribuir con
revisiones deben contactar previa-
mente con el Editor.

— ARTICULOS ORIGINALES: no deben te-
ner una extension superior a 4.000
palabras (excluyendo resumen, bi-
bliografia y pagina del titulo, pero
incluyendo la leyenda de las figu-
ras y las tablas) y la bibliografia
no debe superar las 40 citas.

— COMUNICACIONES BREVES: articulos
breves y definitivos. El manuscri-
to debe ser identificado como tal
en la carta de presentacién. La
extension no sobrepasara las 2.500
palabras incluyendo la bibliogra-
fia (no mas de 10 citas) y con un
maximo de tres figuras/tablas.

— Cartas AL EpiTor: no deben su-
perar las 1.000 palabras de exten-
si6n con un maximo de tres citas
bibliograficas. Las cartas deben
enfocarse en comentar articulos
publicados previamente, o tratar
diferentes aspectos de Politica
Educativa, Sanitaria y Ciencias
Farmacéuticas.

— INFORMACION ACADEMICA: esta sec-
cién dard cuenta de las sesiones
cientificas, cursos, recensiones de
libros, novedades editoriales y
otros eventos que la revista consi-
dere de interés para los lectores.

B. Organizaciéon de los manuscritos

Todos los elementos o partes del
manuscrito deben ir a doble espacio,
todas las paginas numeradas en la es-
quina superior derecha empezando en la
pagina de la portada. Los manuscritos
referentes a articulos originales deberan
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contener, en este orden, los siguientes
apartados:

1. PORTADA

Titulo

Debe ir tanto en espafol como en
inglés. Tendra una extensién inferior a
los 100 caracteres, excluyendo los espa-
cios entre palabras.

Nombre de los autores

El nombre completo de todos los
autores y su afiliacion institucional. En
los trabajos que tengan mas de un autor
y mas de una Institucién, indicar la afi-
liacién individual mediante nimeros en
superindices.

Palabras Clave
Cinco palabras clave (en espafiol y en
inglés) que no aparezcan en el titulo.

Informacién de contacto

Nombre, direccién postal, nimero de
teléfono, fax y direccién de correo elec-
trénico del autor al que se enviaran las
galeradas.

Lista de Abreviaturas

Las abreviaturas y su significado de-
ben incluirse en una lista en el mismo
orden en el que se mencionan en el ar-
ticulo.

2. PAGINA DEL RESUMEN

Incluira el resumen del articulo en
espanol y en inglés. Debera escribirse
como texto continuo y se organizara del
siguiente modo: una pequena introduc-
ci6én donde se expliquen los antecedentes
y los objetivos del trabajo, principales
resultados y, finalmente, las conclusio-
nes. Su extensién no debe superar las 250
palabras.

3. SECCIONES DEL MANUSCRITO
¢ INTRODUCCION
Exponer informacién principal y ante-

cedentes del tema que puedan orientar
al lector.
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e MATERIAL Y METODOS
(PROCEDIMIENTOS
EXPERIMENTALES)

En esta seccion se explicaran los mé-
todos experimentales empleados en
el trabajo con un nivel de detalle sufi-
ciente que permita a otros investiga-
dores repetir el trabajo; para aquellos
métodos empleados sin modificaciones
significativas respecto al método origi-
nal, la citacién del trabajo original
sera suficiente.

Experimentacion en humanos

En aquellos trabajos de investigacion
que requieran de seres humanos, se
debera proporcionar: (a) consenti-
miento por escrito de cada paciente o
sujeto sano; (b) el protocolo del estu-
dio conforme con las directrices éticas
de la Declaraciéon de Helsinki de 1975,
reflejado por la aprobacién del comité
apropiado de revision de la institucion.
Se hara referencia a cada paciente
mediante nimeros, no mediante ini-
ciales.

Experimentaciéon animal

En los estudios en los que se emplee
experimentacién animal, se asegura-
ré que todos los animales reciben cui-
dados humanos de acuerdo con los
criterios resaltados en «Guia para el
cuidado y empleo de animales de la-
boratorio», preparada por la National
Academy of Sciences y publicada por
National Institutes of Health (NIH
publicaciéon 86-23, revisada en 1985).

Fabricantes y proveedores

Incluir los nombres y las localidades
(ciudad y estado o pais) de los fabri-
cantes y proveedores cuando se men-
cionen farmacos, instrumentacion,
aparatos, software, etc.

e RESULTADOS

Se presentaran los principales hallaz-
gos del estudio en forma grafica cuan-
do sea posible. No ilustrar los peque-
fios detalles si su informacién puede
ser descrita adecuadamente mediante
texto.
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¢ DISCUSION

En esta seccién se presentaran de for-
ma concisa las implicaciones de los
nuevos hallazgos en el campo que co-
rresponda, minimizando la reiteracion
de los resultados, evitando la repeti-
cién de informacién dada en la intro-
duccion, y ajustandose al enfoque y
objetivo inicial del trabajo.

AGRADECIMIENTOS

Se incluirdn los agradecimientos al
personal de apoyo y a proveedores de
reactivos especiales. Las becas y ayu-
das financieras se deberan incluir en
esta seccién.

BIBLIOGRAFIA

Las citas bibliogréaficas tienen que
numerarse entre paréntesis en la li-
nea de texto, por ejemplo (7), o (11-
13,17), en el orden de citacién en el
texto. La bibliografia se incluira al fi-
nal del articulo. Sélo se podran citar
como articulos «en prensa» a aquellos
de los que se incluye una copia de la
carta de aceptacion en el envio inicial.
Las citas deben incluir el titulo com-
pleto del articulo y citarse en el si-
guiente formato:

Ejemplos de revistas (1) (2) y libros
(3) (4):

(1) MacKinnoN, R. (2003) Potassium
channels. FEBS Lett. 555: 62-65.

(2) NixoN, J. E.; WaNG, A.; MORRISON,
H. G.; MCARTHUR, A. G.; SoGIN, M.
L.; Lorrtus, B.J. y SAMUELSON, J.
(2002) A splicesomal intron in
Giardia lamblia. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 99: 422-431.

(3) Lancer, T. y NEupert, W. (1994)
Chaperoning mitochondrial bio-
genesis. en: The Biology of Heat
Shock Proteins and Molecular
Chaperones (Morimoto, R. I., Tis-
sieres, A. and Georgopoulos, C.,
Eds.), pp. 53-83. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Plain-
view, NY.
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(4) FeLbMmANN, H. (2004) Forty years
of FEBS. Blackwell Publishing
Ltd. Oxford.

TABLAS

Cada tabla debe ir preparada en hoja
individual, a doble espacio y numera-
das consecutivamente con numeros
arabigos en el orden en el que apare-
cen en el texto. No duplicar material
que ya haya sido presentado en una
figura.

LEYENDAS DE FIGURA

Las leyendas deben ir numeradas con
nameros arabigos en el mismo orden
en el que aparecen en el texto. El titu-
lo de la leyenda de la figura no debe
aparecer dentro de la propia figura, y
debe proporcionarse suficiente infor-
macién para que la figura sea inteligi-
ble sin hacer referencia al texto. Den-
tro de la leyenda deben ser explicados
todas las abreviaturas y simbolos. Las
leyendas de figura apareceran todas de
manera consecutiva en hoja aparte.

FIGURAS

La revista solicita un juego completo
de figuras. En el reverso de cada figu-
ra debe ir marcado en lapiz el namero
de cada figura, su orientacién y el
nombre del primer autor.

Blanco y negro

La revista alienta el envio de figuras
en blanco y negro. Estas deben ser im-
presiones laser de dibujos en blanco y
negro y fotografias en brillo de alto
contraste de todas las figuras de semi-
tono, por ejemplo, microfotografias,
geles, etc.

Color

Proporcionar impresiones en papel
brillante donde los simbolos y texto se
aprecien claramente frente al fondo de
la figura. El Editor y el Comité Edito-
rial seleccionaran las figuras en color
que seran publicadas.
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Las figuras en color deben tener un
alto contraste, sin fondo coloreado y
con la posibilidad de aparecer en blan-
co y negro en la versién impresa de la
revista.

Como se indic6é previamente, si el en-
vio del manuscrito se realiza via e-
mail, no es necesario mandar el juego
completo de figuras impreso en papel.

PERMISOS

Citaciones directas, tablas o ilustra-
ciones tomadas de material protegido
por copyright, deben ir acompanadas del
permiso escrito del Editor y el autor
original para poder ser utilizadas.
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REVISION Y PUBLICACION

Todos los manuscritos enviados para
publicacion serdn revisados por dos eva-
luadores del area de referencia del tra-
bajo. El Editor elegira los evaluadores
mas apropiados para cada manuscrito.
El manuscrito que requiera mas de una
revision o que en el plazo superior a dos
meses no sea remitido a la revista desde
la decisién editorial inicial, se conside-
rard como un nuevo envio.

La revista no realiza cargos por pagi-
na. Una vez que el trabajo ha sido publi-
cado, se envian 25 copias impresas del
mismo al autor. También se proporcio-
nara la versién en PDF del articulo.
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

A. Editorial Policy

1. ANALES DE LA REAL ACADEMIA
NACIONAL DE FARMACIA is a quarterly
journal that publishes basic and applied
research on pharmaceutical sciences and
related areas.

2. A manuscript is accepted for
consideration for publication with the
understanding that it has not been
published elsewhere (except in abstract
form), that it is not concurrently under
review elsewhere, that its publication
has been approved by all the authors and
tacitly or explicitly by the responsible
authorities in the laboratories where the
work was carried out, and that, if
accepted, it will not be published
elsewhere in the same form, in either the
same or another language, without the
consent of the Editors and the Publisher.

Responsibility for the accuracy of the
material in the manuscript, including
bibliographic citations, lies entirely with
the authors.

Upon acceptance of an article,
authors will be asked to transfer
copyright.

The journal publishes articles written
in Spanish or English.

3. An original, a copy, and the
electronic version on CD of the
manuscript should be sent with a cover
letter to:

Maria Teresa Miras Portugal PhD.

Editor, ANALES DE LA REAL
ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA

Real Academia Nacional de Farmacia

C/ Farmacia, 11

28004 Madrid

Spain

Fax: 91 531 03 06

To submit the manuscript
electronically as an attachment use the
E-mail: edicion@ranf.com. The text and
the figures should be submitted in
separate files. The accepted formats are:
.doc (Word) for the text, and TIFF, JPG
or PPT (Power Point) for figures.

4. Types of Manuscript.
The journal will consider and publish
the following:

— Reviews: should be no longer than
4,000 words (excluding abstract,
references, title page but including
legends to figures and tables) and
the reference list need not be
exhaustive (no more than 40).
While most reviews are invited by
the Editors, authors interested in
contributing reviews are requested
to first contact the Editor.

— OriGINAL ArTicLES: should be no
longer than 4,000 words
(excluding abstract, title page, and
references, but including legends
to figures and tables), and include
no more than 40 references.

— RAPID COMMUNICATIONS: brief,
definitive reports. The manuscript
should be identified as such in the
cover letter. The length should no
longer than 2,500 words including
references (no more than 10) and
with a maximum of three figures/
tables.

— LEeTTERS TOo THE EDITOR: should be
no longer than 1,000 words and
include no more than three
bibliographic references. Letters
should focus on commenting or
enlarge previous published
articles, or deal with some aspects
of educational or sanitary policy
and pharmaceutical sciences.

— ACADEMIC INFORMATION: this section
will inform about different
courses, scientific sessions and
others events that the journal
deem appropriate.

B. Manuscript Organization

All elements of a manuscript should
be double-spaced, and all pages must be
numbered in the upper right corner,
starting with the title page. Manuscripts
describing original research should
contain, in this order, the following
elements:
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1. TITLE PAGE

Title

It must be in Spanish and in English.
No more than 100 characters, not
including spaces between words.

Author Names

The full names of all authors and
their institutional affiliation. In a multi-
authored work involving more than a
single institution, indicate individual
affiliation by means of a superscript
Arabic number.

Keywords

Five keywords (in Spanish and in
English) that do not appear in the title
itself.

Contact Information

Name, address, telephone number,
fax number, and e-mail address for
author to whom proofs should be sent.

List of Abbreviations
Include the expansions and list in the
order of their mention in the paper.

2. ABSTRACT PAGE

Should contain the summary in both
Spanish and English. Write as
continuous text organized as background
and rationale for the study, main results,
and conclusions. Do not exceed 250
words.

3. MANUSCRIPT SECTION

e INTRODUCTION

Provide the minimum background
information that will orient the
general reader.

e MATERIAL AND METHODS
(EXPERIMENTAL PROCEDURES)

Provide a level of detail such that
another investigator could repeat the
work; for methods that are used
without significant modification,
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citation of the original work will
suffice.

Human Subjects

For reports of research using human
subjects, provide assurance that
(a) informed consent in writing
was obtained from each patient and
(b) the study protocol conformed to
the ethical guidelines of the 1975
Declaration of Helsinki as reflected in
a priori approval by the appropriate
institutional review committee. Refer
to individual patients by number, not
by initials.

Animal Experimentation

In studies involving animal
experimentation, provide assurance
that all animals received humane care
according to the criteria outlined in
the «Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals» prepared by the
National Academy of Sciences and
published by the National Institutes of
Health (NIH publication 86-23 revised
1985).

Manufacturers

Include the names and locations (city
and state or country) of manufacturers
when mentioning proprietary drugs,
tools, instruments, software, etc.

RESULTS

Present the major findings of the study
in graphic form if practicable. Do not
illustrate minor details if their
message is conveyed adequately by
simple descriptive text. Mention all
tables and figures.

DISCUSSION

In the discussion, concisely present
the implications of the new findings
for the field as a whole, minimizing
reiteration of the results, avoiding
repetition of material in the
introduction, and keeping a close
focus on the specific topic of the

paper.
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¢ ACKNOWLEDGMENT

Acknowledge personal assistance and
providers of special reagents. Grant
and other financial support should be
listed in this section.

REFERENCES

These should be numbered in
parentheses on the line, e.g. (7), or
(11-13,17), in order of citation in the
text. The list of references will be
printed at the end of the paper.
Articles may only be cited as «in press»
if a copy of the acceptance notice is
supplied at the time of submission.
References should include the title of
the article and be cited as follows:

Examples of journals (1) (2) and books
(3) (4):

(1) MacKinnoN, R. (2003) Potassium
channels. FEBS Lett. 555: 62-65.

(2) NixoN, J. E.; WaANG, A.; MORRISON,
H. G.; MCcARTHUR, A. G.; SocGIN, M.
L.; Lortus, B. J. & SAMUELSON, J.
(2002) A splicesomal intron in
Giardia lamblia. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 99: 422-431.

(3) LANGER, T. & NEuPERT, W. (1994)
Chaperoning mitochondrial
biogenesis. in: The Biology
of Heat Shock Proteins
and Molecular Chaperones
(Morimoto, R. I., Tissieres, A.
and Georgopoulos, C., Eds.),
pp- 53-83. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Plainview, NY.

(4) FerLpmann, H. (2004) Forty years
of FEBS. Blackwell Publishing
Ltd. Oxford.

TABLES

Prepare tables on individual sheets of
paper, double-spaced, and numbered
consecutively with Arabic numerals
in the order of their appearance in
the text. Do not duplicate material
presented in a figure.
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e FIGURE LEGENDS

Number with Arabic numerals in the
order mentioned in the text. Provide a
title (this should not appear on the
figure itself) and sufficient explanation
to render the figure intelligible without
reference to the text. Explain all
abbreviations and symbols. Type
figure legends consecutively on a
separate sheet of paper.

e FIGURES

The Journal requires one set of figures.
Mark the back of each figure in pencil
with the figure number, its
orientation, and the name of the first
author.

Black and White

B/W figures are encouraged. Provide
clean laser prints of black and white
drawings and high-contrast glossy 18-
cm-wide photographs of all halftone
figures, e.g., photomicrographs, gels,
etc.

Colour

Provide glossy prints in which lettering
and symbols are clearly visible against
the background. The Editor and the
Editorial Committee will select the
colour figures to be published.

As for the printed figures they should
be contrasted, without colour
background, and with possibility to
appear in black and white in the
printed version.

As indicated, if submission is carried
out via e-mail, no printed figures are
required.

PERMISSIONS

Direct quotations, tables, or
illustrations taken from copyrighted
material must be accompanied by
written permission for their use from the
publisher and the original author.
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PEER REVIEW AND PUBLISHING

The Journal uses anonymous peer
review in evaluating manuscripts for
publication. The Editor will choose the
appropriate reviewers for each
manuscript. A manuscript requiring
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