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RESUMEN

Reconstruido por ingenieria genética el virus que causé la terri-
ble pandemia de gripe de 1918-19 y comprobada su capacidad de
infeccién, se ha deducido que la gran patogenicidad del mismo puede
deberse a una desregulaciéon de los mecanismos inmunitarios que
ejercen normalmente citocinas de las células hospedadoras.

Asimismo, el subtipo H5N1 del virus de la gripe aviar, por una
desregulacion anédloga, posee una patogenicidad que es atiin mayor
que la del subtipo de virus de la gripe de 1918-19.

Intentos para prevenir los riesgos (leves, moderados o muy gra-
ves) de la esperada pandemia que produciria en humanos el subtipo
H5N1 —u otros subtipos peligrosos que puedan surgir— se estan
efectuando con la preparacién de nuevas vacunas, asi como median-
te la interrupcion del ciclo biolégico del virus con inhibidores de la
enzima virica neuraminidasa (= sialidasa), tales como el oseltamivir
y el zanamivir, o con diversos agentes que bloquean el funciona-
miento de otros componentes de dicho virus.

Ultimamente, se esta analizando si es o no conveniente tratar de
reforzar estas medidas con el uso de moduladores de ciertas citoci-
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nas, tales como algunas estatinas u otros compuestos de accién e
indole varias, cuyo reducido coste —por pertenecer al grupo de los
«genéricos»— constituye un aliciente adicional.

Palabras clave: Gripe aviar; Influenza aviar; Patogenicidad; Cito-
cinas; Estatinas; Gripe 1918-19; Vacunas anti-gripe aviar.

ABSTRACT

Avian influenza virus: new features related to its
pathogenicity and strategies for fighting against it

Since Taubenberger’s team recreated each of the genes of in-
fluenza virus that caused the terrible pandemic of 1918-19 using the
technique called reverse genetics and checked the infectious capacity
of the newborn virus, it seems that its high pathogenicity may be
due to disregulation of the innate immune mechanisms normally
performed by the cytokines of host cell.

Furthermore, the H5N1 subtype of avian influenza, which also
causes a similar dysfunction, has higher pathogenicity than that of
1918-19 influenza virus.

Assays to prevent the mild, moderate or severe risks of an even-
tual future pandemic affecting humans caused by the H5N1 subtype
are now being carried out by preparing new vaccines and neurami-
nidase (= sialidase) inhibitors such as oseltamivir and zanamivir, as
well as other agents that block the function of several components
of the virus.

Recently, has been debated whether it would be convenient to use
modulators of the immune system, such as statins, against the secon-
dary effects of the viral infection caused by the disregulation mecha-
nisms of cytokines, to reinforce the above therapeutic measures. The
low cost of statins offers additional justification for their use.

Key words: Avian flu; Avian influenza virus; Pathogenicity; Cyto-
kines; Statins; 1918-1919 influenza pandemic; «Spanish flu»; Vacci-
nes against avian flu.
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1. INTRODUCCION

En relacion con el virus de la gripe y los posibles remedios en la
lucha contra él, trabajos de investigacion y revisiones del autor (pu-
blicados en gran parte por esta Real Academia y algunos de ellos
resumidos en la pagina web www.ranf.com de la misma) se han
referido a aspectos tales como: la gripe de 1918 (1, 2), la actividad
neuraminidasica (= sialidasica) de cepas pertenecientes a los sub-
tipos viricos A y B y la esterasica del subtipo C (2), la situacién de
la poblacién mundial respecto a esta patologia en la primavera de
2006 (3), las caracteristicas quimicas y funcionales de ciertos agen-
tes antigripales (4, 5), y el mecanismo de accién de los inhibidores
de la neuraminidasa denominados zanamivir y oseltamivir (que son
los tinicos farmacos reconocidos actualmente como ttiles para esta
lucha) (6). Datos sobre la composicion de este virus pueden hallarse
en los trabajos de las referencias 1, 4, 5, y 7, especialmente.

Aun cuando el virus de la gripe es, desde hace afios, uno de los
mas investigados, quedan numerosos e importantes aspectos relati-
vos al mismo por esclarecer. Entre ellos los siguientes:

1.°) ¢Por qué fue tan mortifera la pandemia impropiamente lla-
mada de gripe espafiola (7), ocurrida en 1918-19 (que es como debe
denominarse)?

2.°) Dada la similitud entre las caracteristicas del virus de la
gripe de 1918-19 y el de la gripe aviar, segin se ha averiguado ulti-
mamente, ¢existe en la actualidad peligro de que una futura pande-
mia de origen aviar pudiera provocar un gran numero de muertes
entre los humanos?

3.°) ¢Se dispone actualmente de remedios (farmacos preventi-
vos/curativos) para luchar contre este muy probable riesgo?

Seguidamente se resumen algunos datos concernientes a estos
puntos, sobre todo los relativos a los afios 2006, 2007 y 2008, ya que
los de los anos precedentes pueden hallarse en las publicaciones
indicadas en la bibliografia (1-7).
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2. TRANSMISION DE LA GRIPE AVIAR DE ANIMALES
A HUMANOS Y ENTRE HUMANOS

Se ha confirmado que esta transmisién entre animales y seres
humanos puede tener lugar segun las dos modalidades siguientes:

a) Por reorganizacién (reagrupacién, reagrupamiento) (= reas-
sortment) de segmentos de genes procedentes de especies dis-
tintas, saltando, por ejemplo, de aves a seres humanos, y ad-
quiriendo la posibilidad de propagarse en éstos.

b) Por adaptacién, mutando el virus aviar, y evolucionando. Asi
se propagaria entre los humanos.

Légicamente, cuanto mayor sea el contacto entre aves infectadas
y humanos (por habitos tradicionales de cria y transporte, como
ocurre especialmente en el SE asiatico, etc.) mayor serd el riesgo
de contagio.

Analisis del genoma del virus de la gripe aviar H5N1 y de otros
subtipos, intensificados a partir del ano 2006, que han determinado
la secuencia de los genes de los componentes viricos hemaglutinina
(HA), sialidasa = neuraminidasa (NA), nucleoproteina (NP), polime-
rasa acida (PA) y polimerasa basica 2 (PB2) (8), y otros estudios
relacionados (9), han sefialado la emergencia de variantes (10) o
sublinajes (11, 12) de este virus en Asia, sugiriendo que «la transmi-
si6on entre pollos es el mecanismo mayor de mantenimiento del
endemismo del H5N1 en dicha regién» (11), ademas del provocado
por «transmisiéon a largas distancias por aves migratorias» (11).
Afnadase a éstas una tercera modalidad de transmisién —aunque de
menos importancia que las dos anteriores— representada por el
transporte —frecuentemente ilegal— de aves exéticas (no siempre
controladas sanitariamente) procedentes de lugares remotos.

En cuanto a la transmisién del subtipo H5N1 de un ser humano
a otro, aceptada con dudas inicialmente, parece haberse confirmado
en casos como los de la Tabla I, como minimo.

Las fases del proceso para llegar a producirse una pandemia se
estima son las siguientes:

1.*) Virus en las aves migratorias.

2.%) Virus en las aves de corral y granja.

236



VoL. 75 (2), 233-254, 2009 EL VIRUS DE LA GRIPE AVIAR: NUEVOS ASPECTOS...
3.*) Virus en personas (por contagio con aves), con posibilidad
de contagio persona-persona.

4.*) Virus transmitidos de persona-persona con facilidad, pero
en zonas limitadas.

5.%) Virus propagados por diferentes ciudades.
6.*) Virus propagados por todo el mundo.
A la vista de los datos aqui indicados, se deduce que se ha llegado

ya a la fase 3.* de este proceso.

Tabla I. Transmisiéon del subtipo H5N1 de humano a humano,
con fallecimiento

Caso n.° Pais Transmision Ave Trat.° Fallec.° Referencia
1 Vietnam  Herm.’-herm.* Pato No Ambos Lancet 363:
462 (2004)
2 Tailandia Madre-hija Pollos  No Ambas  N. Eng. 352:
334 (2005)
3 Indonesia Familiares Pollos No 7 de 8 Nature 442:
114 (2006)

4 China Hijo-padre Aves Si Hijo Lancet
merc.® 12/04/(2008)
5 Pakistdin ~ Herm.*-herm.° &? é? ¢? OMS (2008)

3. ANTECEDENTES HISTORICOS DEL SUBTIPO H5N1
DE LA GRIPE

— Este virus fue conocido por primera vez en el afio 1959 en
pollos en Escocia (Reino Unido), causando sélo leves sinto-
mas de enfermedad en las aves.

— En 1996 ya habia mutado, ocasionando la muerte rapida de
pollos en el sureste asiatico.

— En 1997, ademas de en pollos, de las 18 personas afectadas
por él, seis murieron en Hong Kong.

— De nuevo reaparecié en Hong Kong, en 2003; y se extendi6
por Vietnam y Tailandia.
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— Desde entonces, en aflos sucesivos, se ha detectado en otros

paises asiaticos, en numerosos paises europeos, y, desde 2006,
en Nigeria y algunos otros africanos, en nimero superior a 18
paises en total (tanto en aves migratorias como de corral y
granja, ademas de en mamiferos: cerdos, gatos, tigres, leopar-
dos, etc.).

Particularmente grave para los patos del lago Qinghai (China)
fue el brote de la primavera de 2005, que causé la muerte de
6.000 ejemplares (se sospecha que hayan podido influir en
este desenlace algunos intentos de domesticacién de estos
patos silvestres o el contacto de los mismos con otras aves
enfermas).

4. FACTORES QUE DETERMINAN PATOGENICIDAD

POR EL SUBTIPO H5N1 DEL VIRUS DE LA GRIPE

Hacia 2005 se habian determinado los siguientes factores en re-
lacién con:
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— HEMAGLUTININA (HA): La elevada proporciéon de amino-

4cidos basicos (como la arginina y la lisina), que favorecen la
actividad de las proteasas celulares. Estas enzimas realizan la
escision de la molécula de la hemaglutinina, siendo dicha
etapa indispensable para la fusién del virus con la membrana
de la célula hospedadora y la penetraciéon de aquél en la cé-
lula.

NEURAMINIDASA (NA) = SIALIDASA: Cambios estructura-
les en esta glicoproteina, ocasionados por la pérdida de una
veintena de aminoacidos de la misma (por delecién).

— PROTEINA NO ESTRUCTURAL (NS): Delecién en alguno

de sus genes.

— POLIMERASA BASICA 2 (PB2): Peculiaridades correspon-

dientes al gen de este componente del virus.
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5. RELACION DE CIERTOS COMPONENTES DEL VIRUS
DE LA GRIPE DE 1918-19 Y LA AVIAR CON SU
RESPECTIVA PATOGENICIDAD

La reciente reconstruccién completa, mediante ingenieria genéti-
ca, del virus causante de la pandemia de 1918-19 ha permitido de-
ducir que la MUTACION en el complejo de la POLIMERASA es uno
de los cambios genéticos que originaron dicha pandemia (13).

A su vez, la <PROTEINA NO ESTRUCTURAL NS1 puede ser muy
importante para la virulencia de los virus de gripe aviar cuando
éstos son introducidos en los seres humanos» (14). Y se ha confir-
mado: «La PROTEINA NS1 del virus A de la gripe es un factor im-
portante de virulencia que es esencial para la patogénesis» (15).

Ahora bien, «la virulencia del virus de la gripe es una caracteris-
tica multigénica. Un determinante de la virulencia es la PROTEINA
multifuncional NS1, la cual funciona de diversos modos para vencer
la respuesta celular inmune (16) (véase mas adelante el importante
aspecto de la inmunidad alterada).

Pero «los genes de la HEMAGLUTININA, de la NEURAMINIDASA
y de la POLIMERASA [...] también contribuyen a la virulencia» (17).

Ultimamente se ha sefialado que la PROTEINA «PB1-F2 del virus
de la gripe de 1918 aumenta la patogénesis de la neumonia viral y
bacteriana secundarias» (actualmente se conoce que esta neumonia
tuvo gran importancia en la enorme mortalidad de aquella pande-

mia) (18).

De todo ello es responsable una mutacién que determina la sus-
titucién de un aminoéacido en la PB1-F2 del virus H5N1 (19).

Recientemente se ha confirmado el papel critico de la PB1, la
HEMAGLUTININA y la NEURAMINIDASA en la alta virulencia del
virus de la pandemia de gripe de 1918.

Por otro lado, la decisiva influencia de la PROTEINA de mem-
brana M2 del virus de la gripe tipo A en la activacién de su HE-
MAGLUTININA (al actuar como conducto de protones para la fun-
cién de la hemaglutinina) ha sido ultimamente revisada y compro-
bada (21, 22).
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Asimismo, se estima que «el estudio de la virulencia del virus de
la gripe de 1918 requiere el uso del virus completamente reconstrui-
do», no sélo el de algunos de sus componentes (23).

6. RESPUESTA INMUNE ABERRANTE: CITOCINAS

Recuérdese que las citocinas —inicialmente llamadas interleuci-
nas (IL) al creerse que su produccion era exclusiva de los leucoci-
tos— son proteinas o glicoproteinas, de muy diversa composicién y
generalmente de bajo tamafio molecular, dotadas de gran compleji-
dad en su funcién, que median y regulan la respuesta inmune (entre
otras importantes actividades), produciendo efectos en ocasiones
aditivos, o sinérgicos, o incluso antagoénicos si actiian simultanea-
mente varias de ellas.

Para los fines del presente estudio, hay que destacar las activida-
des de la interleucina 1o (IL-1o) y la IL-6 (producidas por macrofa-
gos), asi como la del factor de necrosis tumoral o (TNF-o), que son
agentes implicados en la respuesta inflamatoria. La produccién de
IL-100 e IL-6 es inhibida por la IL-4, la IL-10 y los glucocorticoides.
El TNF-0, a concentraciones elevadas, al inducir prostaglandina I,
puede ocasionar efectos mortales, por provocar hipotensién y favo-
recer la trombosis.

Las quimiocinas estimulan la migracién de leucocitos hacia el
sitio de la inflamacion.

Los interferones, como el de tipo 1 (que son también citocinas)
aumentan la variedad de mecanismos inmunes vinculados con las
relaciones virus-hospedador.

Otra familia de compuestos con funciones relacionadas con los
procesos de inflamacién (ademas de otras) es le de los eicosanoides,
derivados del acido araquidénico. A ella pertenecen los tromboxa-
nos, los leucotrienos, las lipoxinas y las mencionadas prostaglandi-
nas. Estas pueden estimular la inflamacién, siendo bloqueadas por
la aspirina (que actda inhibiendo la ciclo-oxigenasa).

«Ahondando mas profundamente en el misterio de la gripe de
1918, [se ha deducido que] el mayor dafio puede no haber sido
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hecho por el virus mismo, sino por un sistema inmune excesivamen-
te reactivo» (24).

Se ha sefialado en 2007 que el virus de la gripe de 1918 produce
en macacos una respuesta inmune aberrante, a causa de la infeccién
letal. «La capacidad de los virus de la gripe para modular las res-
puestas inmunes del hospedador, como la demostrada para los virus
de influenza aviar H5N1, puede ser un aspecto compartido por los
virus de la gripe virulentos» (25).

«H5N1 vy el virus de 1918 comparten una proclividad por los pul-
mones, pero el H5N1 no se detiene ahi. [...] Lo que se inicia como una
infeccion respiratoria puede llegar a ser una infeccién de todo el cuer-
po. Los investigadores se han sorprendido al hallar que el virus de
1918, con toda su furia, no muté para destruir otros 6rganos. Esto
hace pensar que el H5N1 puede ser 10 veces mas letal que el virus que
ocasioné la mayor tragedia de la historia de la Humanidad» (26).

«Si una pandemia como la de 1918 ocurriera hoy —[se escribié
en el afio 2006]—, mataria a 175-350 millones de personas en el
mundo. [...] Podemos estar seguros de que [una pandemia leve, mo-
derada o grave] ocurrird, tardando mas o menos» (27).

«Experimentos de laboratorio sugieren que la desregulaciéon por
citocinas inducida por el virus puede contribuir a la gravedad de la
enfermedad» (28). Estudios hechos con 18 personas infectadas con
virus H5N1 mostraron altos niveles sanguineos de citocinas y qui-
miocinas. Asimismo, «la elevada carga virica y la intensa respuesta
inflamatoria son de la mayor importancia para la patogénesis de la
gripe por H5N1» (28).

Por otro lado, considerando que las citocinas «participan en la
patogénesis y en las complicaciones neurolégicas asociadas con la
gripe», se determinaron en 27 nifios con infeccién comprobada de
gripe y que mostraban complicaciones neurolégicas (algunos con
delirio, etc.) los niveles séricos de las citocinas IL-6 y TNF-o. Se
averigué que ambos (y algunos otros) valores se hallaban incremen-
tados respecto a los normales (29).

Los trabajos de las referencias 25-29 (entre otros) han venido
a confirmar lo considerado sélo como hipétesis todavia en el afio
2002 (30), aunque ésta ya fuera respaldada en 2004 (31), acerca del
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importante papel ejercido por el virus H5N1 desregulando el meca-
nismo de accién de las citocinas y ocasionando asi una grave pato-
genicidad.

Frente al riego de una futura pandemia de gripe, es imprescindi-
ble, entre otras medidas (3), contar con técnicas para un diagnéstico
rapido y seguro relativo a las caracteristicas del virus, para su tipi-
ficacion precisa (6), asi como disponer de agentes antivirales (osel-
tamivir, zanamivir). La composicién, mecanismo de accién y poso-
logia de éstos han sido descritos detalladamente (6).

Acerca de vacunas destinadas a prevenir tal pandemia, se han
producido avances muy notables, especialmente a partir del ano
2006, segin se resume a continuacién, no sélo utilizando las técni-
cas tradicionales, que han servido de base para algunas modalida-
des, sino también estrategias novedosas.

¥ B

La pandemia de la gripe de 1918-19 (injustamente denominada por algunos
«gripe espafiola») causé la muerte de probablemente mas de 50 millones de per-
sonas, provocando escenas de panico que recuerdan a las que evoc6 BRUEGHEL
en su famoso cuadro titulado El triunfo de la muerte, pintado hacia 1560 (que se
custodia en el madrileno Museo del Prado), al reflejar escenas correspondientes a
la terrible epidemia de peste del afio 1348. «Killed 50 million people - and it could
happen again» (Nature / Vol. 429 / 27 May 2004).
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7. FABRICACION DE VACUNAS CONTRA LA GRIPE. Por:

— Técnicas tradicionales:

e Con virus atenuados (debilitados por pases a temperaturas
bajas).

e Con virus atenuados (de escaso poder patégeno y de rapido
crecimiento), mezclados con otros conteniendo los antigenos
de cepas mas recientes, lograndose asi un reagrupamiento ade-
cuado de genes.

e Con virus inactivados, mediante formaldehido o propionlacto-
na, y sometidos a tratamiento de extracciéon de sus lipidos de
la envoltura por eter, cloroformo, detergentes, etc., lo que oca-
siona su fragmentacion o fraccionamiento.

— Técnicas relacionadas con la Biologia Molecular:

* Por manipulaciéon genética (genética inversa o reversién géni-
ca), que consiste esencialmente en convertir el genoma virico
de ARN en ADN, y manipularlo para eliminar los genes que se
consideran causantes de la patogenicidad; después se recon-
vierte al ADN en ARN, para la produccién de la vacuna.

* Por clonacién de los genes responsables de la produccién de
antigenos (introducidos mediante un microorganismo como
vector): vacunas recombinantes.

e Vacunas de ADN «desnudo»: Inoculando en las células del re-
cipiendario los genes que determinan que se exprese el antige-
no deseado.

— Técnicas por sintesis quimica (generalmente de los péptidos
que producen la respuesta inmune).
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PREPARACION DE DISTINTAS CLASES DE VACUNAS

Y OTRAS ESTRATEGIAS CONTRA EL SUBTIPO
DE VIRUS DE GRIPE H5NI1

Titulo (abreviado)
del trabajo

Caracteristicas
de la vacuna

Referencia

(...) Non-adjuvanted &
adjuvanted vaccine
against H5N1 influenza

Lancet. 57:1937, 01

(...) Reverse genetics for
rapid development of
influenza vaccines

Puede producirse en
4 semanas

Lancet. 363:1099, 04

(...) Reverse genetics for
influenza A virus vaccine
production

Usa un solo plasmido

PNAS. 46:1825, 05

(...) Adeno-viral-vector-
based pandemic
influenza vaccine (...)

Respuesta humoral
y celular

Lancet. 367:475, 06

(...) Inactivated
Subvirion (...) H5N1
Vaccine

Virus crecidos en
huevos

N. Engl. J. Med.
354:1343, 06

Flu-vaccine makers toil
boost supply

Paises que inician
produccién

Nature. 440:1099, 06

(...) An inactivated split-
virion (...) (H5N1)
vaccine: phase I trial

Lancet. 367:1657, 06

(...) An inactivated
adjuvanted whole-virion
(...) H5N1 vaccine

Lancet. 368:991, 06

Vaccines developed for
H5N1 highly pathogenic
(...) in China

Es una vacuna H5N2
inactivada

Ann. N. Y. Ac. Sci.
1081, 06

Newcastle disease virus
expressing H5
hemagglutinin (...)

Vacuna bivalente
contra NDV y gripe

PNAS. 103:8197, 06

Enginneered viral
vaccine (against) avian
influenza and New. Dis

PNAS. 103:8203, 06

2
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Titulo (abreviado)
del trabajo

Caracteristicas
de la vacuna

Referencia

Newcastle disease virus-
based live attenuated
vaccine (...) H5N1

J. Virol. 81:150, 07

Inactivated influenza
H5N1 whole-virus
vaccine with Al adjuv

Vaccine. 25:3554, 07

Nucleic acid-based
antiviral drugs against
(...) influenza viruses

Oligonucleétidos,
dsRNA

Vaccine. 25:3175, 07

Virus-like particle
vaccine (...) against (...)
influenza viruses

Contiene NA y
prot. M1

J. Virol. 81:3514, 07

Virus-epitope vaccine
design: informatic
matching (...)

Mol. Immunol.
44:1253, 07

Influenza vaccines: The
challenge of antigenic

drift

Vacuna universal,
conteniendo la prot.
M2 y NP

Vaccine. 25:6852, 07

Flu virus Research (...)
but No Magic Bullet

Scient. Med.
319:1178, 08

Beating the Flu in Single
Shot

Prot. M2e + prot
HBc — cel. Infectada

Scient. Am.
(08/2008)

GSK bird flu vaccine

La comisién europea
ha aprobado la vacuna
«Prepandrix» (de Glaxo
SmithKline). Novartis lo
intenta con «Aflunov».
Ambas contra el H5N1

Nature Biotech.
26:846, 08

For an H5N1 influenza
vaccine

«Vacunas de virus
enteros inactivados
son superioresa las de
fragmentos o
subunidades viricas»

PloS Pathog. 4:
€1000138 (09/2008)

245




Jost ANTONIO CABEZAS FERNANDEZ DEL CAMPO AN. R. Acap. Nac. Farwm.
Otras estrategias atn en estudio frente al H5N1

ARN interferente. RANF, Monografia XXI, 187, 06.

IFN-stimulated gene

15 functions as a critical PNAS 104: 1371, 07.
antiviral molecule against

influenza (...).

Cytotoxic therapy for severe
avian influenza
A (H5N1) infection. Lancet 367:870, 07.

[...] Supressién of a host
antiviral response
by influenza A Virus. PNAS 105: 13093, 08.

9. OTROS POTENCIALES AGENTES ANTIGRIPALES

Recuérdese que las ESTATINAS actualmente autorizadas para
uso terpéutico [atorvastatina (I), fluvastatina (II), lovastatina (III),
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pravastatina (IV) y simvastatina (V)] son compuestos ciclicos, que
funcionan como inhibidores de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA-hidrolasa (EC. 3.1.2.5), que cataliza una de las primeras etapas
de la biosintesis del colesterol en el higado.

Aqui, interesa sé6lo destacar que, entre otras importantes funciones
—como la de evitar el incremento excesivo de los niveles sanguineos
de las LDL (= colesterol «malo»)—, ejercen un efecto anti-inflamato-
rio al actuar modulando la accién de las citocinas proinflamatorias,
ademas de disminuir la adhesion de los leucocitos, etc. Concretamen-
te, la atorvastatina favorece la liberaciéon de las interleucinas 4, 5y 10.

También, por mecanismo tal vez distinto al de la hidrolasa antes
indicada —por tanto, de tipo no hipolipolemiante—, ejercen un efec-
to antiviral, que se utiliza para combatir el virus de la hepatitis C.
En consecuencia, recientemente se ha propuesto el uso de estatinas
como agentes antigripales, sugiriéndose que quiza, al interferir la
biosintesis del colesterol componente de la membrana de la célula
hospedadora (donde se fija el virus para su penetracién y luego su
liberacién), o por otro mecanismo, bloquearian el ciclo biolégico de
dicho virus.

A los agentes de lucha contra la gripe que causa el virus H5N1
actualmente autorizados (vacunas, oseltamivir, zanamivir) se intenta
anadir otros como las estatinas, que tienden a paliar los graves efec-
tos inflamatorios y cardiovasculares subsiguientes, ocasionados por
la desregulacion de las citocinas, aun cuando el/los mecanismo/s
mediante los cuales «las estatinas ejercen sus efectos beneficiosos en
pacientes con bacteriemia y sepsis no son bien conocidos» (27). En
realidad, su eventual empleo en la profilaxis y tratamiento en rela-
cién con el riesgo de una pandemia de gripe era (en el afio 2006)
s6lo una hipétesis (27).

En el afio 2007, en el estudio realizado usando ratones infectados
con virus H2N2 y tratados con «gemfibrozil», fArmaco empleado para
rebajar la trigliceridemia, se ha observado que se inhibe la liberacién
de citocinas proinflamatorias al actuar aquél como ligando sintético
vinculado a la accién de los peroxisomas (32).

Distinto es el mecanismo segun el cual actia la cloroquina, com-
puesto que ha sido asimismo propuesto para complementar los efec-
tos beneficiosos atribuidos a estatinas y «gemfibrozil»:
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«La cloroquina se acumula en el endosoma, donde interfiere la
acidificacion, y por ello dana la fusién del virus» [con la célula
hospedadora] (33).

Por otro lado, asi como los intentos de usar «corticosteroides
para controlar la inflamacién excesiva estuvieron asociados a efectos
secundarios sin mejoria en la pervivencia», un tratamiento inmuno-
modulador con una combinacién de zanamivir (inhibidor de la neu-
raminidasa virica) y de los bloqueadores de la inflamacién «cele-
coxib» (COX-2, inhibidor de la ciclo-oxigenasa-2) y «mesalazine»
(que contribuye a disminuir los niveles sanguineos de citocinas y
eicosanoides proinflamatorios) «incrementa la pervivencia de rato-
nes infectados con una cepa altamente patogénica de virus de gripe
A/H5N1» (34).

Independientemente de la eventual utilidad terapéutica de estos
agentes del grupo de los moduladores de citocinas, que se estima
suprimen o aminoran los efectos perjudiciales para los pacientes
(ocasionados por la desregulacién de éstas en casos de infeccién por
H5N1), la opinién ya antes expresada por numerosos especialistas y
reiterada por D. S. Fedson en 2008 (27, 33) advierte que seria prac-
ticamente imposible disponer oportunamente de cantidades suficien-
tes de vacunas y/o oseltamivir/zanamivir en todo el mundo en el caso
de producirse la esperada pandemia que causaria este virus. Sélo los
paises productores de vacunas y de los mencionados inhibidores de
neuraminidasa se hallarian en una situacién menos peligrosa.

Asimismo, el elevado coste de todos estos agentes, inasequible
para los paises pobres, ademas de la inevitable tardanza en la pre-
paracién de las vacunas, constituye otra barrera en cuanto a su
empleo.
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Por el contrario, el reducido coste de los moduladores de citoci-
nas, por ser «genéricos» de fabricacién econémica —el tratamiento
de cinco dias con simvatatina costaria unos 2 $, mientras que el de
oseltamivir seria de 560-590 $ (27)—, considera Fedson que contri-
buiria a mitigar, al menos, los temidos efectos perjudiciales de dicha
esperada pandemia.

No obstante, R. Salomoén et al. (35) consideran que los resultados
de las investigaciones por ellos realizadas «refutan el paradigma
popular de que la denominada «tormenta por citocinas» —[cytokine
storm]— es la causa de la muerte debida a la infeccién por H5N1».
Y afiaden: «La inhibicién temprana de la replicacién virica es mas
prometedora que la inhibicién de la respuesta por citocinas para
promover la supervivencia del hospedador en la infeccién por virus
de la gripe H5N1».

Ahora bien, Fedson (33) replica a esta opinién estimando que los
experimentos de Salomén y colaboradores fueron «hechos con nu-
mero pequeio de ratones» como para poder concluir que los «agen-
tes anti-inflamatorios e inmunomoduladores sean o no beneficiosos
en el tratamiento de infecciones por H5N1 en ratones o humanos».

Obsérvese que, en cualquier caso, ambas posibilidades no parece
que sean totalmente contrapuestas, sino que hasta quiza podrian
resultar complementarias.

10. SITUACION ACTUAL

Probablemente, «éste es el estado actual de la cuestién». Otros
trabajos —si hay tiempo y medios suficientes para realizarlos— de-
beran contribuir a que en un futuro no lejano se disponga de una
informacién mas completa, tal vez definitiva, y verosimilmente mas
esperanzadora que la ahora existente.

Las medidas preventivas puestas en practica en Europa, ya desde
anos atras, han podido influir favorablemente —ademaéas de otros
factores, como tal vez el cambio climatico, que ha modificado rutas
y épocas de migraciones aviarias— haciendo que el nimero de casos
reconocidos de propagaciéon por el H5N1 haya sido escaso dltima-
mente.
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No obstante, desde 2006 (véase hasta esa fecha la publicacién de
la referencia 3), se han registrado oficialmente, al menos: Un brote
en el Estado de Brandemburgo (Alemania), en diciembre de 2007;
un caso en aves en libertad, en el Reino Unido, en febrero de 2008;
y ha sido necesario sacrificar 1.400 aves (ocas, patos, pollos y pavos)
en una granja alemana, cercana a la localidad de Gorlitz y a la fron-
tera con Polonia, en octubre de 2008, en evitaciéon de riesgos, para
prevenir el contagio por un pato.

En cuanto al nimero de personas que hubieran fallecido en el
mundo victimas de este subtipo, la OMS lo calculaba, hasta agosto
de 2008, en no menos de 245.

Todo ello confirma que el peligro para los humanos subsiste.

El articulo editorial de la revista Nature, de 10-07-2008, titulado:
«The long war against flu» (= La larga guerra contra la gripe), co-
mienza asi: «<El hecho de que la cepa H5N1 no haya atin causado
una pandemia no debe ser motivo de complacencia. Preparativos
para lo inevitable deben ser redoblados para mitigar la potencial
devastacién» (36). Y, unas paginas mas adelante, en otro trabajo se
hace la siguiente pregunta (que reitera dudas anteriores): Ready for
avian flu? (= ¢Preparados para la gripe aviar?) (37). En él, una vez
mas se recomienda coordinar esfuerzos y las reservas de farmacos
en beneficio de todos. Pero no aparece de modo categérico una
contestacion a la delicada pregunta planteada...

Cabe pensar, ¢se habran aprovechado debidamente las «lecciones
sobre el virus de 1918 acerca del origen de las pandemias de gripe»,
segln se solicitaba ya en 2005, poco después de la «reconstruccion»
de dicha cepa de virus? (38).

El porvenir no parece muy tranquilizador cuando en agosto de
2008 se vuelve a recordar —nada menos que en la revista Nature
Biotechnology (39)— que, ademas del riesgo por el temido H5NI,
«no conocemos si la préxima pandemia sera por el virus H5N1, el
H2, el H7 o el H9».
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RESUMEN

La inflamacién neurogénica cutanea esta surgiendo como la causa
de diversas condiciones de la piel, asi como de patologias dermatol6-
gicas. El intimo contacto y comunicacién entre el sistema inmune y el
sistema nervioso periférico es fundamental para la biologia y fisiolo-
gia de la piel. Un desequilibrio o disfuncién en esta relacién resulta
en el establecimiento de un estado inflamatorio que es reforzado por
la sinergia y complementariedad de ambos sistemas celulares. Cada
vez hay mas evidencia sefialando al termorreceptor TRPV1 como un
actor clave en el establecimiento y mantenimiento de la inflamacién
neurogénica. Este receptor es activado por estimulos fisicos y quimi-
cos, y su actividad de canal iénico es notablemente incrementada por
la accién de agentes pro-inflamatorios como las neurotrofinas, las
interleucinas, las cininas y el ATP. Un incremento de la actividad de
TRPV1 resulta en un aumento de la excitabilidad neuronal que, a su
vez, se traduce en la liberacién de los neuropéptidos Sustancia P (SP)
y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (a-CGRP) que
estimulan el sistema inmune, provocando la liberacién de mas facto-
res pro-algésicos. Por tanto, el receptor TRPV1 esta siendo considera-
do como una diana dermatolégica y cosmética, y compuestos que re-
duzcan su actividad seran dermocosmecéuticos ttiles para el
tratamiento de diversas condiciones cutaneas.
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ABSTRACT

Neurogenic inflammation: mechanisms and dermocosmeceutic
opportunities

Cutaneous neurogenic inflammation is emerging as the cause
of diverse skin conditions, as well as dermatological diseases. The
intimate interplay between the dermal immune system and the
peripheral nervous system is central for the biology and physiology
of the skin. A dysfunction in this interaction gives rise to an
inflammatory state that is strengthened by the complementarity
of both cellular systems. Cumulative evidence is signalling to TRPV1
as a key player in the onset and maintenance of neurogenic
inflammation. This thermoreceptor is activated by physical and
chemical stimuli, and its ion channel activity is notably enhanced by
pro-inflammatory mediators such as neurotrophins, interleukin,
kinins and ATP. An increment of TRPV1 activity results in an
augment of neuronal excitability which, in turn, induces the release
of substance P (SP) and o-calcitonin gen-related peptide (a-CGRP)
that paracrinally act and stimulate peripheral immune cells
provoking the release of additional pro-algesic agents. Therefore,
TRPV1 receptor is being considered as a dermatological and
cosmeceutical target and compounds that reduce its activity will be
useful dermocosmetics for the treatment of several cutaneous
conditions.

Key Words: Epidermis; Immune system; Nociceptor; Sensitiza-
tion; TRP channels.

INTRODUCCION

Un concepto emergente en la biologia de la piel es el control
neuronal de la fisiologia cutanea (1). La piel no es simplemente una
capa dérmica de células cubierta por una envoltura epidérmica de
queratinocitos senescentes. Hay evidencia que indica que el sistema
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nervioso periférico juega un papel critico en la fisiopatologia de la
piel (1). En este sentido, es bien conocido que la piel posee la inner-
vacién mas compleja e intensa de todos los 6rganos en mamiferos,
que permite elaborar una respuesta tanto a sefiales procedentes del
medio ambiente (temperatura, radiacién, presién) como a factores
internos (circulacién, emocioén y estrés). Los nervios cutaneos con-
sisten en fibras aferentes sensoriales que transmiten sefiales desde la
piel al sistema nervioso central, y de fibras nerviosas eferentes o
simpaticas que controlan las funciones ecrinas, el flujo sanguineo y
la ereccién del vello. Estos nervios estan cargados de una plétora de
neuropéptidos y neurotransmisores que, tras su liberacién por un
estimulo quimico o fisico, influyen en una gran variedad de funcio-
nes fisiolégicas (vasodilatacion, diferenciacion, secrecién, y tempe-
ratura corporal) y patolégicas (inflamacién, proliferaciéon, respuesta
inmune y cicatrizacién) en la piel (1).

El sistema nervioso periférico y el sistema inmune estan en conti-
nua e intima comunicacion en la piel, tanto a nivel morfolégico como
a través de distintos mediadores quimicos (1, 2). En condiciones nor-
males, las neuronas sensoriales primarias son silenciosas. Sin embar-
go, tras un dano tisular, el ATP y la acidosis producida por las células
lesionadas, junto con las citocinas liberadas por las células inmunes
estimulan a los nociceptores que, a su vez, secretan neuropéptidos que
activan cascadas de sefializacién inflamatorias, edema y dolor. Ade-
mas, la estimulacién antidromica de los nociceptores contribuye adi-
cionalmente a incrementar la liberacién de neuropéptidos que sinér-
gicamente contribuyen a propagar la respuesta inflamatoria. Los
agentes neuronales que inician y propagan el proceso inflamatorio son
los péptidos bioactivos SP y a-CGRP liberados periféricamente tras la
estimulacién nociceptiva de las neuronas sensoriales y las células en-
docrinas en todos los 6rganos. Estos neuropéptidos actiian autocrina-
mente en las terminales nociceptoras y paracrinamente en células
cercanas como los mastocitos, células del sistema inmune y el muascu-
lo liso vascular produciendo la inflamacién del tejido (2, 3). La hipe-
ractivacion de las neuronas sensoriales produce vasodilatacion, extra-
vasacion plasmatica e hipersensibilidad (también conocida como
excitabilidad neuronal de segundo orden). Los sintomas inflamatorios
que resultan de la activacién y sensibilizacion de las neuronas senso-
riales primarias son conocidos como inflamacién neurogénica. Varios
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estudios sugieren a la inflamacién neurogénica como la causa de di-
versas enfermedades inflamatorias como la rinitis alergénica, asma,
dermatitis, vulvodinia, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria
intestinal y migrana (3). Consecuentemente, el control de la excitabi-
lidad neuronal periférica puede tener un impacto terapéutico impor-
tante en el tratamiento de estas patologias. Sin embargo, no hay que
olvidarse del también importante papel que juega el sistema inmune,
cerrando el circuito retroalimentativo caracteristico de la inflamacién
neurogénica.

EL SISTEMA INMUNE DE LA PIEL

El concepto o existencia del sistema inmune dérmico fue intro-
ducido para englobar todos los componentes celulares y humorales
implicados en las reacciones inmunes cutdneas in humanos, permi-
tiendo la subdivisién en elementos inmunes innatos y adquiridos (1).
Los constituyentes celulares del sistema inmune dérmico incluye a
los queratinocitos, las células dendriticas, las células de Langerhans,
los monocitos, los macréfagos, los granulocitos, los mastocitos, las
células epiteliales linfaticas y vasculares y los linfocitos T. Los que-
ratinocitos, que juegan un papel central en el mantenimiento estruc-
tural y de la integridad de la epidermis, también sintetizan, expresan
y liberan una importante variedad de citocinas en la piel. Las células
de Langerhans tienen su origen en la medula 6sea, de donde migran
por el torrente sanguineo a la dermis y la epidermis. Su labor prin-
cipal es la de reconocer antigenos y migrar desde la epidermis al
nédulo linfatico regional donde actiian de células presentadoras de
antigeno capaces de activar células T (1, 2). Las células T activadas
viajan de vuelta a la zona inflamada en la piel, pudiendo provocar
respuestas tipo Thl o Th2. Un gran namero de moléculas en las
células de Langerhans participan en la respuesta inflamatoria. Estas
células producen una respuesta humoral que incluye la liberacion de
defensinas, catelicidinas, inmunoglobulinas, citocinas, quimocinas,
radicales libres (como el 6xido nitrico) y neuropéptidos; asi como la
activacion del complemento (2, 3). Estos compuestos pueden esti-
mular tanto el sistema inmune como el sistema nervioso periférico,
contribuyendo al inicio, establecimiento y expansién de la respuesta
inflamatoria.
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EL SISTEMA NERVIOSO DERMICO

En la piel, las fibras nerviosas son principalmente sensoriales,
complementadas con nervios autonémicos (1). Las neuronas sensoria-
les pueden clasificarse de acuerdo con sus propiedades fisiol6gicas en
cuatro grupos principales: i) Fibras Ao, compuestas de neuronas de
tamario grande que estan altamente mielinizadas y poseen una eleva-
da velocidad de conduccion (70-120 m/s); ii) fibras AP, que estan tam-
bién altamente mielinizadas. Estos nervios estan implicados en trans-
duccién mecanica sensorial; iii) fibras Ad, compuestas por neuronas
ligeramente mielinizadas que conducen con una velocidad intermedia
(4-30 m/s). Estas fibras suelen ser polimodales, respondiendo a distin-
tos estimulos medioambientales, y, iv) Fibras C no mielinizadas, que
consisten de neuronas de tamafno pequeno, polimodales, que presen-
tan velocidades de conduccién baja (0.5-2.0 m/s). Las fibras Ad y C
constituyen todos los nociceptores que surgen de los ganglios de la
raiz dorsal y del trigémino. Ambos tipos de fibras responden a una
gran variedad de estimulos fisicos como calor, frio, osmolaridad, UV,
trauma, asi como a agentes quimicos (irritantes, pH, alergenos, pro-
teasas y microbios). Ademas, una reaccién inflamatoria induce la sen-
sibilizacién de estos nociceptores, incrementando su excitabilidad.
En conjunto, las fibras aferentes son las encargadas de comunicar al
cerebro informacién referente al estado de la piel, incluyendo la pre-
sencia de agresiones posiblemente dafiinas asi como la existencia de
lesiones tisulares. Los nociceptores son los responsables ultimos de
comunicar la presencia de una reaccién inflamatoria y de dolor.

A diferencia de los nervios aferentes, el sistema nervioso autoné-
mico no inerva la epidermis en mamiferos. Los nervios autonémicos
cutaneos derivan de neuronas colinérgicas simpaticas, aunque neu-
ronas simpaticas también pueden liberar catecolaminas y neuropép-
tidos (1). La distribucién y localizacién de estas fibras esta restrin-
gida a la dermis donde inervan los vasos sanguineos y linfaticos, los
musculos erectores del pelo, las glandulas ecrinas y apocrinas, la
glandula sebacea y los foliculos capilares. El sistema nervioso auto-
némico juega un papel clave en la regulacién de apéndices cutdaneos
y en definir la reaccién vascular en la piel. No obstante, aunque la
acetilcolina liberada por los nervios autonémicos es importante en la
fisiologia cutdnea, los queratinocitos también pueden liberar este

259



ANTONIO FERRER MONTIEL AN. R. Acap. Nac. Farwm.

neurotransmisor, indicando que la acetilcolina juega un papel clave
en la epidermis. De hecho, hay indicios s6lidos que muestran una
regulacion colinérgica de la adhesiéon celular en la que parecen estar
implicados los receptores colinérgicos nicotinicos y muscarinicos
expresados en los queratinocitos (1, 4).

Los nervios autonémicos en la piel también liberan neuropépti-
dos, incluyendo el NPY, el a-CGRP, la galanina, el péptido intestinal
vasoactivo y el péptido natriurético atrial (3). Ademas, las neuronas
simpéticas, asi como las neuronas sensoriales, expresan neurotro-
finas cutaneas (NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5) que estan implicadas en
la regulacion de la nocicepcion y la propriocepcion, la mecanorre-
cepcion, el crecimiento y desarrollo neuronales, la apoptosis, la ho-
meostasis epidérmica, el crecimiento capilar y la melanogénesis (1).
Las neurotrofinas estan implicadas en diversas condiciones cutdneas
como la dermatitis atépica en la que un incremento del NGF contri-
buye al prurito, la desgranulacién de los mastocitos, la activaciéon de
eosindfilos, alteraciones en los queratinocitos, y la sensibilizacion de
los nociceptores. Es mas, en situaciones de estrés se puede incre-
mentar la liberacién periférica de neuropéptidos y neurotrofinas que
producen la potenciacién de la excitabilidad de las neuronas senso-
riales, dando lugar a un proceso inflamatorio, conocido como infla-
macién neurogénica.

LA INFLAMACION NEUROGENICA

Aunque la inflamacién neurogénica ha sido tradicionalmente
considerada como una condicién homogénea, existe una evidencia
creciente indicando que la inflamacién originada y establecida por
los nociceptores es un proceso de elevada complejidad, altamente
dinamico que implica multiples e interrelacionadas vias neuromodu-
ladoras en el sistema nervioso periférico (2). Asi, mas de 15 neuro-
transmisores han sido implicados en diversos aspectos de la trans-
duccién sensorial periférica. Varios estudios sustentan la nocién de
que la liberacién de SP y o-CGRP representa el punto inicial del
proceso inflamatorio neurogénico (3, 5). Estos neuropéptidos estan
localizados en una subpoblacién de nociceptores en las fibras C y Ad
caracterizados por su tamafio pequeno y su sensibilidad a capsaici-
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na, el ingrediente picante de los chilis e inervan todas las capas de
la piel (Tabla I). Tras su liberacién en respuesta a una lesién, estos
neuropéptidos producen la inflamacién neurogénica a través de su
interaccion con células endoteliales, mastocitos, células del sistema
inmune y arteriolas. Ratones en los que genéticamente se ha elimi-
nado la expresién de SP y a-CGRP muestran una reducida, practica-
mente ausente, inflamacién neurogénica en respuesta a una lesién
periférica (6-8).

Tabla I. Los neuropéptidos SP y a-CGRP estan presenten en todos los niveles
de la piel

EPIDERMIS DERMIS HIPODERMIS
(terminaciones (terminaciones, (endotelio)
periféricas) foliculo piloso)
Neuronas Humanos Humanos Humanos
o-CGRP sensoriales Ratones Ratones Ratones
Co-expresa Gatos Ratas Ratas
con SP Perros
Gatos
Neuronas Humanos Humanos Humanos
SP sensoriales Ratones Ratones Ratones
Co-expresa con Cerdos Ratas Ratas
o-CGRP Gatos Perros Perros
Gatos Gatos
Monos

Ademas de la sustancia P y el a-CGRP, otros neuropéptidos como
el NPY son liberados en respuesta a un estimulo irritante (3). Estos
péptidos también contribuyen a aumentar la sensacién dolorosa del
proceso de inflamacién neurogénica. Por ejemplo, niveles incremen-
tados de NPY se encontraron en el liquido sinovial de pacientes artri-
ticos. Otros agentes pro-algésicos como el NGF, los protones, la hista-
mina, las citocinas, las protaglandinas, las quimocinas, el glutamato y
el ATP también contribuyen a mantener la inflamacién neurogénica.
Estas moléculas sensibilizan los nociceptores bien mediante la regu-
lacién directa de la actividad de receptores presentes en la membrana
de las neuronas o bien activando cascadas de senalizacién intracelu-
lar, como las mediadas por la PKA y la PKC. La activacion de estas
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rutas resulta en el incremento de la expresién de receptores neurona-
les y en su modificacién post-traduccional, incrementando la excita-
bilidad neuronal (9, 10). La mayor actividad de los nociceptores pro-
viene de dos fenémenos, por una parte, una disminucién en el umbral
de su activacién y, por otra, de un incremento de la frecuencia de
generacion de potenciales de accién. La mayor excitabilidad de los
nociceptores da lugar al fenémeno conocido como sensibilizacién
periférica, que se traduce en una hipersensibilidad de la zona infla-
mada que puede producir una respuesta exagerada a un estimulo li-
geramente nocivo (hiperalgesia) o, incluso, una sensacién dolorosa a
un estimulo no nocivo (alodinia). Una sensibilizacién periférica per-
sistente puede provocar cambios sindpticos a nivel de la medula espi-
nal y el cerebro originando la conocida como sensibilizacién central
que aumenta atiin mas la percepcion del dolor.

LOS RECEPTORES TRP SON SENSORES MOLECULARES

De lo expuesto se intuye que las neuronas sensoriales son un
pivote esencial de la biologia cutdnea. La pregunta que emerge es
¢como integran y transducen los nociceptores los estimulos medio-
ambientales y locales en excitabilidad neuronal? y, ;qué mecanismos
moleculares definen el estado inflamado de los nociceptores? Desde
ya hace tiempo se conoce que una subpoblaciéon de neuronas peri-
féricas es excitada por la capsaicina (11). Este vanilloide tiene un
efecto dual en estas neuronas; primero incrementa su excitabilidad
para, seguidamente, promover su inactivacién mediante un proceso
conocido como desensibilizacion. Se sospecha que el fenémeno de
desensibilizacion es el que media la actividad analgésica y anti-infla-
matoria de la capsaicina, mientras que el incremento de la excitabi-
lidad neuronal interviene en la sensacién de quemazon que se per-
cibe tras la aplicacién del compuesto, similar a la sensacién de calor
que se aprecia al comer un chili (12). Desde el descubrimiento de la
actividad de la capsaicina, se intuyé que esta bifuncionalidad del
vanilloide se debia a la interaccién del compuesto con un receptor
neuronal especifico. Esta hipétesis estaba sustentada por estudios de
unién de radioligandos a extractos neuronales. No fue, sin embargo
hasta el afio 1997, en el que el grupo del Doctor David Julius, utili-
zando una estrategia de clonacién-expresién, aislé el receptor neuro-
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nal que une la capsaicina. Este receptor se ha acunado con el nom-
bre de TRPV1 (receptor de potencial transitorio sensible a vanilloi-
des subunidad I). Ademas de ser activado por vanilloides, TRPV1 es
estimulado por temperaturas nocivas, mostrando un umbral de ac-
tivacién de > 42 °C, asi como por pH extracelular acido (13). La
identificacién de este receptor fue, sin duda, un hallazgo rompedor
que propulsé nuestro conocimiento en los mecanismos moleculares
involucrados en la biologia sensorial (14). Es mas, el conocimiento
de TRPV1 fue el punto de partida para la identificacion de la familia
de los termorreceptores (Figura 1), proteinas de membrana que re-
conocen y transducen los estimulos térmicos en respuestas celulares,
i. e. transforman la energia térmica en eléctrica.

LA FAMILIA DE TERMORRECEPTORES

Los nociceptores que expresan el receptor TRPV1 son bastante
heterogéneos morfolégica, neuroquimica y funcionalmente. En tér-
minos generales, son neuronas sensoriales peptidérgicas, de tamarfio
pequeno que producen las fibras C amielinicas, aunque algunas fi-
bras Ad también expresan el receptor. TRPV1 fue localizado inicial-
mente en las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal y del trigé-
mino, en el asta dorsal de la medula espinal, y en el ntcleo caudal
del complejo del trigémino espinal (15). En los ganglios de la raiz
doral y del trigémino, las neuronas que expresan TRPV1 son mas del
50%, y la mayoria responden a NGF y expresan los neuropéptidos
SP vy a-CGRP. Curiosamente, también se ha establecido la presen-
cia de este termorreceptor en el cerebro donde su funcién es atin ig-
nota (16). Ademas, estudios relativamente recientes han demostrado
su existencia en células no neuronales y, en particular, en la piel se
ha encontrado en los mastocitos, los queratinocitos, los foliculos
piloso y dérmico, los corpusculos de Meissner y las células dendri-
ticas, asi como en adipocitos y sebocitos (17, 18). Por tanto, la loca-
lizacién de TRPV1 en células neuronales e inmunes cutaneas sugiere
marcadamente que este receptor es un pivote fundamental en la
fisiologia y la patologia de la piel. De hecho, TRPV1 influye en la
proliferacién y diferenciacién de los queratinocitos, a la liberacién
de citocinas y de agentes pruritogéncios, contribuyendo asi a gene-
rar el proceso de la inflamacién neurogénica.
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Figura 1. Diagrama ilustrativo de la familia de termorreceptores (Termo-
TRPs): TRPV, TRPM y TRPA. Dentro de la familia TRPV son termorreceptores
TRPV1-4, y dentro de la familia de TRPM son TRPMS8 y TRPMS5.

Tras la clonacién de TRPV1, y mediante técnicas de biologia
molecular, pronto se identificaron otros receptores activados por
temperatura (13). Asi, se descubri6 la existencia del receptor TRPV?2,
que presenta una temperatura de activacién de 52 °C, siendo un
sensor de temperaturas nocivas altas. Seguidamente, se publicé la
identidad de TRPV3, un receptor cutaneo implicado en la deteccién
de temperaturas templadas (> 33 °C). En humanos este receptor esta
expresado en las neuronas sensoriales y los queratinocitos (13). La
funcién de TRPV3 en la piel esta todavia en investigacién, aunque su
posible heterooligomerizacién con TRPV1 sugiere una funcién mo-
duladora de la actividad de TRPV1. Ademas, como los queratinocitos
estan in intimo contacto con las neuronas sensoriales, se ha pro-
puesto que TRPV3 puede ser un elemento clave en la comunicacién
de estas células, actuando como sensor de temperatura cutidneo que
libera agentes como el ATP para comunicarse paracrinamente con
las neuronas sensoriales. Otro de los canales TRPV que se encuentra
en la piel es TRPV4 que esta presente en los queratinocitos, y las
células de Merkel. TRPV4 es, principalmente, un receptor osmético
que, ademas, es activado por temperaturas > 25 °C. Su presencia en
células endoteliales ha sugerido que juega un papel en vasodilata-
cién que produce un aumento de temperaturas.
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Molecularmente, los receptores TRPV son canales iénicos que
permiten el paso de cationes a favor de su gradiente electroquimico,
pero que no distinguen entre cationes divalentes y monovalentes.
Estan formados por la asociacion de cuatro subunidades idénticas
alrededor de un eje de simetria central (homooligomeros), aunque
se ha propuesto la presencia de heterooligomeros entre TRPV1 y
TRPV3. Cada subunidad presenta una organizacién en dominios
estructurales y funcionales. Asi, existe una regién de membrana
compuesta por seis segmentos de caracter hidrofébico (S1-S6), con
la presencia de un lazo hidrofilico entre los segmentos S5 y S6 que
estructura el poro iénico que permite el paso de los cationes. Unidas
a la region de membrana, hay dos segmentos intracelulares situados
en los dominios N- y C-terminales. La regiéon N-terminal presenta
dominios de unién a anquirinas que median la interaccién del recep-
tor con proteinas citosdlicas, formando un complejo proteico cono-
cido como canalosoma. Este complejo es vital para la funcién del
receptor. La composicién molecular del mismo esta siendo desvela-
da. El dominio C-terminal es también interesante tanto en su orga-
nizacién como en su funcién. En TRPV1, se ha sugerido que esta
region contiene el sensor de temperatura, responsable de activar el
canal tras superar la temperatura umbral de 42 °C. Existe ademas
una zona de interaccién con fosfoinositidos que ejerce una funcién
moduladora de la actividad del receptor. Y, en su extremo N-termi-
nal, adyacente al segmento S6, se encuentra una secuencia de unos
25 aminoacidos, conocida como el dominio TRP, que tiene una fun-
cién dual; por una parte, contribuye a la oligomerizacién de las sub-
unidades para formar el tetramero funcional; y, por otra, contribu-
ye al acoplamiento funcional entre el reconocimiento del estimulo
activante y la apertura del canal i6nico (19-21). Complementaria-
mente a estas regiones, los dominios citosélicos contienen secuen-
cias de reconocimiento de proteinas cinasa que fosforilan el receptor
regulando su actividad de canal iénico.

Ademas de los receptores TRP que responden a calor, también se
han identificado los receptores neuronales que responden al frio (22).
Asi, el receptor TRPMS es activado por temperaturas < 27 °C y com-
puestos naturales como el mentol. Este receptor es el responsable de
la sensacién refrescante del mentol. TRPMS8 es expresado en una
subpoblacién de nociceptores de pequefio diametro, pero que no ex-
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presan TRPV1. A diferencia de TRPMS, el receptor TRPA1 se encuen-
tra exclusivamente en nociceptores que contienen TRPV1. Este canal
i6nico se activa a temperaturas < 17 °C, es decir, es un sensor de tem-
peraturas nocivas frias. TRPA1 es estimulado por una gran variedad
de sustancias irritantes (incluidos la alicina, y el gas mostaza), asi
como responde a mentol e icilina, auque se necesitan concentracio-
nes superiores a las de TRPMS8. No obstante, hay que mencionar que
la funcién de TRPA1 como sensor de temperatura es todavia un deba-
te abierto. En cualquier caso, la co-localizacion celular de TRPA1 con
TRPV1 en neuronas sensoriales periféricas, sugiere que este receptor
puede estar implicado también en la inflamacién neurogénica.

TRPV1 E INFLAMACION NEUROGENICA

Cada vez es mas claro que estos termorreceptores son centrales
en la biologia cutanea y, por tanto, en la manifestacién de sus pato-
logias. El mayor progreso en este campo proviene de los numerosos
estudios realizados con el receptor TRPV1 que, por su amplia lo-
calizacién en neuronas y células del sistema inmune, y por ser un
detector de temperaturas nocivas para el cuerpo humano, juega un
papel critico en el establecimiento y mantenimiento de la inflama-
cién neurogénica. En los dltimos afnos, se han publicado una larga
lista de estudios mostrando la implicacién de TRPV1 en la inflama-
cién cutdnea, y los mecanismos implicados en tal proceso. En par-
ticular, existe un gran consenso en considerar que la sensibilizacién
inflamatoria de los nociceptores es el resultado de la potenciacién
del la actividad de TRPV1 por mediadores de la inflamacion (9, 10).
La sensibilizacién por agentes pro-algésicos puede ser por activacién
directa del canal o por el incremento de su funcién. La estimulacién
directa ha sido divulgada para compuestos lipidicos como los meta-
bolitos del acido araquidénico como la anandamida y la N-oleoildo-
pamina que actiian como antagonistas débiles, pero que aumentan
notablemente la actividad del canal. La acidosis isquémica que se
genera durante el proceso de inflamacién neurogénica es asimismo
un activador directo y estimulador de la funcionalidad de TRPV1.

La potenciacién indirecta esta mediada por la activacién de rutas
de senalizacién intracelular que implican, fundamentalmente, las
cascadas de la PKA, la PKC, la Src y la PI-3K. Todas estas vias, a
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través de sus componentes, convergen en TRPV1 incrementando
dramaticamente su actividad de canal iénico. Obviando los detalles
de los componentes moleculares envueltos, se han descrito dos
mecanismos fundamentales, a saber, la modificacién post-traduccio-
nal del receptor (ejemplo, la fosforilacion), y el aumento de recepto-
res en la membrana neuronal (Figura 2). La fosforilacién del recep-
tor tiene como consecuencia una estimulacién de su funcion,
acompanada de una disminucién del umbral de temperatura de
activacion desde 42 °C a 35 °C, temperatura corporal humana (14).
Esta reducciéon del umbral de activaciéon es la responsable de la
sensacion dolorosa que experimenta una piel quemada por el sol en
una ducha de agua templada.

NOCICEPCION SENSIBILIZACION INFLAMATORIA

Figura 2. Esquema comparativo de la funcionalidad de las neuronas senso-
riales durante la nocicepcidn y la sensibilizacién inflamatoria. En condiciones
normales los nociceptores permanecen silenciosos. Tras la deteccién de un estimu-
lo potencialmente nocivo (p. e., 43 °C) aumenta su actividad nerviosa aumentando
su excitabilidad. En condiciones inflamatorias, los agentes proalgésicos activan sus
receptores que, a su vez, estimulan rutas de sefializacién intracelular que conver-
gen en el termorreceptor TRPV1, incrementando su actividad y expresién. Como
resultado, la excitabilidad neuronal incrementa drasticamente, proceso conocido
como sensibilizaciéon inflamatoria. Los cuadradros inferiores denotan actividad
neuronal en forma de potenciales de accion.

El segundo de las vias indirectas implicadas es un incremento en
la expresion de receptores en la superficie neuronal y, especialmen-
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te, en las terminaciones periféricas. Este mecanismo esta mediado
por la insercién exocitética de una poblacion vesicular de receptores
que se encuentra inmovilizada cerca de la membrana plasmaética de
las neuronas sensoriales (Figura 2). Tras la recepcion de la injuria
inflamatoria, se produce una rapida movilizacién de estos receptores
a la membrana celular aumentando la densidad de los mismos e
incrementando la sensibilidad de la terminacién. Todo ello se tradu-
ce en una mayor excitabilidad de los nociceptores. La existencia de
este mecanismo ha podido ser desvelada por la actividad inhibidora
de la potenciacién inflamatoria de TRPV1 de compuestos que anu-
lan o reducen la exocitosis neuronal, a saber, la neurotoxina botuli-
nica A (BoNT A) y péptidos inhibidores de la exocitosis. Este resul-
tado sugiere una actividad anti-inflamatoria y analgésica para estos
compuestos que, de hecho, ha sido divulgada para la neurotoxina y
esta siendo evaluada para los péptidos anti-exocitéticos (23, 24). No
cabe duda que en un futuro no muy lejano, la actuacién farmacol6-
gica sobre la exocitosis regulada de receptores neuronales en las
terminales periféricas se constituira como una estrategia terapéutica
y/o cosmética altamente valiosa.

CONCLUSIONES

En sintesis, la inflamacién neurogénica, entendida como aquella
en la que hay una participacién neuronal, e independientemente de
quien la inicie, es un fenémeno que requiere de la participacién
activa del sistema neuroinmune. Los dos, el sistema nervioso e in-
mune son igualmente culpables puesto que ambos se estimulan y se
refuerzan. Ya se ha advertido que la inflamacién neurogénica con-
tribuye de forma esencial en la etiologia de diversas patologias cu-
taneas y viscerales como la artritis, la vulvodinia, y la sensibilidad
intestinal entre otras (Tabla II). Asimismo, se empiezan a acumular
pruebas que implican a la inflamacién neurogénica como un compo-
nente basico en condiciones cutdneas como las pieles sensibles, el
prurito, las dermatitis, el acné, la psoriasis y la alopecia aerata. En
algunas condiciones ya se ha estado utilizando la capsaicina tépica
como tratamiento. Por tanto, el notable progreso realizado en los
ultimos anos en la comprensién del sistema neuroinmune cutianeo
ha comenzado a dar sus frutos. No nos extrane, pues, que los proxi-
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mos dermofarmacéuticos y dermocosmecéuticos tengan como diana
farmacoldgica a la inflamacién neurogénica y, en particular, a los
receptores neuronales que contribuyen a ella como el termorrecep-
tor TRPV1 y los mecanismos responsables de su potenciacion infla-
matoria.

Tabla II. Patologias y condiciones cutaneas con un componente inflamatorio
neurogénico y participaciéon probable de TRPV1

PATOLOGIA AFECCION CUTANEA
Artritis Pieles Sensibles
Neuropatia Diabética Prurito
Migrafia Dermatitis atépica, alergénica y contacto
Vulvodinia Urticaria crénica
Sensibilidad Intestinal Acné vulgaris
Sensibilidad Ocular Psoriasis
Sensibilidad Dental Alopecia aerata
Neuropatias Oncoldgicas Eczema
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RESUMEN

El envejecimiento va asociado a la pérdida progresiva de las fun-
ciones del organismo, debido al deterioro celular, disfuncién mito-
condrial e inestabilidad genémica. Como la mitocondria es muy
susceptible a la lesién, el recambio mitocondrial es critico para
mantener la produccion de energia, prevenir el estrés oxidativo y
promover el envejecimiento saludable. Muchos factores endégenos
y exégenos, entre ellos la dieta hipocaldrica, las sirtuinas y el resve-
ratrol, regulan la biogénesis mitocondrial, al activar el PGC-1a (co-
activador 1 alfa del receptor activado por proliferadores de peroxi-
somas). La dieta hipocalérica prolonga la vida al reorganizar el
metabolismo mitocondrial y reducir la generacién de especies reac-
tivas de oxigeno que causan dafio a las macromoléculas. La activi-
dad de las sirtuinas, productos de los genes de longevidad Sirt, se
induce por la dieta hipocalédrica y se controla por los cambios en el
cociente intracelular NAD/NADH. Las sirtuinas son desacetilasas de-
pendientes del NAD que establecen conexién entre la funcién mito-
condrial, el metabolismo y la longevidad. El resveratrol, un miméti-
co de la dieta hipocaldrica, activa las sirtuinas e inhibe algunos de
los efectos indeseables del envejecimiento.

Palabras clave: Envejecimiento; Mitocondria; Dieta hipocal6ri-
ca; Sirtuinas; Resveratrol.
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ABSTRACT
Low-calorie diet and longevity

Aging is associated with an overall loss of function at the level
of the whole organism due to cellular deterioration, mitochondrial
disfunction and genomic instability. As mitochondria are particularly
susceptible to damage, mitochondrial turnover is critical for the
maintenance of energy production, prevention of oxidative stress
and promotion of healthy aging. Multiple endogenous and exogenous
factors, such as calorie restriction, sirtuins and resveratrol regulate
mitochondrial biogenesis, through activation of PGC-1a (peroxisome
proliferator activated receptor gamma coactivator-lalpha). Calorie
restriction lengthens lifespan, due to mitochondrial metabolism
reorganization and by reducing radical oxygen species levels that
cause macromolecule damage. The activity of sirtuins, the products
of anti-aging genes Sirt, is induced by hypocaloric diet and controlled
by changes in intracellular NAD/NADH ratio. Sirtuins are NAD-
dependent protein deacetylases, that provide a key link between
mitochondrial function, metabolism and longevity. Resveratrol, a
proposed mimetic of calorie restriction, through sirtuins activation,
inhibits some unwanted effects of aging.

Key words: Aging; Mitochondria; Calorie restriction; Sirtuins;
Resveratrol.

1. INTRODUCCION

El envejecimiento es un proceso complejo, que se detecta, tanto
en células aisladas como en 6rganos y tejidos, en el que se encuen-
tran implicados factores genéticos y ambientales. Las teorias sobre
el envejecimiento tienen su origen en el estudio de los cambios que
se suceden o de los cambios que se acumulan a lo largo de la vida.
La teoria que ha alcanzado mas popularidad por haber sido amplia-
mente comprobada, fue propuesta por Harman en 1956 (1) y es la
que responsabiliza a los radicales libres de oxigeno de las alteracio-
nes oxidativas tipicas de la edad avanzada. Esta teoria se dirigio,
posteriormente, hacia la generacién de especies reactivas de oxigeno
por la mitocondria.
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La teoria programada del envejecimiento propone que el progre-
sivo declinar de la funcién de los tejidos, debida a la edad, se debe
a cambios homeostaticos en los procesos biolégicos que ocurren en
ausencia de enfermedad. Los modelos extrinsecos proponen que el
envejecimiento es el resultado de continuas agresiones ambientales
que conducen a una gradual disminucién de las funciones tisulares.
Se ha propuesto también, que las caracteristicas biolégicas de la
edad se deben a cambios en procesos basicos endégenos que se
aceleran por estas agresiones ambientales, lo cual afecta a la estruc-
tura y funcién de las proteinas, que regulan familias de genes de
respuesta al estrés.

Por tanto, el envejecimiento en los seres vivos se caracteriza por
un progresivo descenso en la funcién de 6rganos y tejidos, asociado
al dafio oxidativo a las macromoléculas, disfuncién mitocondrial,
alteraciones endocrinas e inestabilidad genémica. La capacidad re-
generativa tisular también declina con la edad y en algunos tejidos,
musculo, sangre, higado y cerebro, este declinar se ha atribuido a
una menor respuesta de las células madre y progenitoras especificas
de cada tejido.

La dieta juega un papel muy importante en el proceso irreversible
que conduce al envejecimiento, pues la restriccién de su contenido
calérico consigue aminorar la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) por la mitocondria. Por tanto, la dieta hipocalérica se
presenta como uno de los medios mas efectivos para asegurar una
buena salud en la vejez e incluso prolongar la vida. Existen eviden-
cias que demuestran el efecto beneficioso de la dieta restrictiva so-
bre animales de experimentacién, en los que se ha observado una
progresiéon mas lenta del propio envejecimiento, un retraso en la
aparicién de los achaques de la senectud y un aumento de la espe-
ranza de vida (2).

2. ENVEJECIMIENTO Y GENES DE LONGEVIDAD

Es un hecho reconocido el papel que juega la nutricién en la serie
de eventos moleculares que conducen a la vejez y también que la
restricciéon calérica de la dieta aumenta la expectativa de vida, retra-
sa el declinar de la funciéon inmune y reduce la incidencia del cancer
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y la mortalidad en diferentes especies animales. Sin embargo, se
conoce poco aun sobre los mecanismos celulares y moleculares que
producen estos efectos positivos. La dieta hipocalérica supone la
reduccion del contenido calérico de la dieta, sin que ello comprome-
ta a los nutrientes esenciales. La teoria, ampliamente aceptada, de
los radicales libres y el envejecimiento, antes citada, hace responsa-
bles a las ROS, al estrés oxidativo y a la modificaciéon oxidativa de
las macromoléculas, del declinar de las funciones fisiol6gicas en la
senectud. Los efectos beneficiosos que aporta el menor contenido
calérico de la dieta sobre las alteraciones tipicas del estado senes-
cente, se basan en la menor generaciéon de ROS y de las lesiones
oxidativas del DNA, con la consiguiente disminucién de los defectos
a nivel transcripcional, traduccional y post-transduccional.

La senectud se caracteriza por un incremento exponencial de pro-
teinas alteradas por oxidacién, lo cual conlleva la activacion transcrip-
cional de genes de respuesta al estrés, que procesan la eliminacién de
proteinas lesionadas o mal plegadas. Se ha observado que las dietas
restringidas en calorias previenen esta induccién, lo cual ha hecho
pensar que la modificacién proteica por oxidacién o glicacion, juega
un papel decisivo en el envejecimiento. Las dietas hipocaléricas ac-
tian disminuyendo la velocidad metabdlica y como consecuencia la
produccién de subproductos téxicos del metabolismo. La disminucién
de la transcripcién de genes que se inducen en respuesta al estrés,
implicados en la destoxificaciéon, reparacion del DNA y de respuesta
al estrés oxidativo, inducida por la restriccion calérica, se debe a la
menor disponibilidad de los sustratos para estos sistemas. Los perfi-
les transcripcionales encontrados en animales alimentados con dietas
bajas en calorias sin deficiencias en nutrientes esenciales, muestran
una desviacion dirigida hacia un mayor recambio proteico y a una
menor lesion macromolecular. Este cambio puede detectarse a nivel
hormonal, por ejemplo, sobre las vias sefializadoras de la insulina
mediante el incremento de la expresion de los genes que median la
sensibilidad a esta hormona.

Durante mucho tiempo se ha considerado que el envejecimiento de
un organismo era un proceso genéticamente programado como con-
tinuacién activa del desarrollo, de manera que una vez que un indi-
viduo alcanzaba la madurez, los genes del envejecimiento (aging ge-
nes) comenzaban a expresarse y a dirigir el progreso hacia la muerte.
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Esta idea se ha descartado y hoy se considera que el envejecimiento
es un desgaste, que depende del tiempo, debido a que disminuyen los
sistemas de reparacion para el mantenimiento normal de las funcio-
nes. La seleccién natural evolutiva no encuentra razén para mantener
estos sistemas reparadores una vez que el organismo ha superado su
maxima capacidad reproductora.

Diversos grupos de investigadores han encontrado una familia de
genes implicados en la capacidad de la célula para superar situa-
ciones adversas (elevada temperatura, falta de alimento, etc.), que
mantienen las defensas y actividades reparadoras naturales a lo lar-
go de toda la vida. Si se logra que el funcionamiento del organismo
esté en buenas condiciones, estos genes proporcionaran oportunida-
des para superar el estrés, mantener la salud y conseguir la longevi-
dad. En contraposicién a los genes de envejecimiento, antes aludi-
dos, éstos se denominan genes de longevidad.

La evolucién ha favorecido un sistema universal regulador que
coordina la respuesta al medio ambiente. La identificacion de genes
que dirigen los mecanismos implicados en las defensas naturales de
respuesta al medio adverso y controlan la longevidad, ha de pro-
porcionar un medio de evitar las enfermedades y achaques propios
del envejecimiento. Muchos genes de reciente descubrimiento, como
daf-2, pit-1, amp-1, clk-1 y p66Shc, intervienen en la resistencia al es-
trés y en la longevidad y forman parte de un mecanismo fundamental
de supervivencia frente a la adversidad. Sinclair y Guarente (3) han
estudiado un gen denominado Sir2, cuyas variantes se encuentran
en diversos organismos, desde la levadura hasta los humanos, y han
observado que copias extra de este gen elevan la longevidad en seres
vivos tan diversos como la levadura S. cerevisiae, el nematodo C. ele-
gans, la mosca Drosophila y ratones.

2.1. Sirtuinas

En el afio 2000, Leonard Guarante del Instituto de Tecnologia de
Cambridge (MS) (4-6), descubri6é que la dieta baja en calorias pro-
ducia la activacién de la transcripcién de un gen denominado Sir2,
con capacidad para retrasar el envejecimiento. Este gen, que codifi-
ca la proteina SIR2, denominada sirtuina, se encontraba en mayor
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concentraciéon en la mosca Drosophila cuando ésta se sometia a un
menor aporte calérico en su dieta, demostrandose con esto que la
proteina SIR2 desempefiaba un papel central en el ciclo metabélico
celular. A partir de este hallazgo, estos autores crearon una mosca
mutante que sobreexpresaba la sirtuina, y descubrieron que dichas
moscas podian vivir hasta un 60% mas que las normales. Asimismo,
demostraron que el gen Sir2 se relaciona con mayor esperanza de
vida también en la levadura y en el nematodo.

Las proteinas SIR (silent, information regulador), regulan la longe-
vidad en muchos organismos. En levadura, una copia extra del gen
Sir2 alarga la vida, mientras que la eliminacién de dicho gen la acor-
ta. La proteina SIR silencia la cromatina, aumenta la capacidad de
reparacién del DNA y se encuentra implicada en la fidelidad cromo-
sémica durante la meiosis. Guarente et al. (4-6), al seleccionar colo-
nias de levadura que mostraban larga vida, encontraron una mutacién
en el gen Sir4, que codifica parte de un complejo de proteinas que con-
tenfa la protefna Sir2. La mutacion en el gen Sir4 hizo que la proteina
Sir2 se uniese a la regién mas repetitiva del genoma de la levadura,
un tramo que contiene los genes que codifican los ribosomas, que se
conoce como DNA ribosémico (rDNA). Mas de 100 de estas repeticio-
nes de rDNA existen en el genoma de la levadura, y son dificiles de
mantener en un estado estable. Estas secuencias repetitivas tienen la
capacidad de recombinarse entre ellas, proceso que extrapolado en
humanos podria ocasionar enfermedades tales como el cancer o la
enfermedad de Huntington. Los datos obtenidos por este grupo de
investigadores les llevaron a sugerir que el envejecimiento en la leva-
dura era causado por la inestabilidad producida por el rDNA que se
consiguié atenuar por accién de las proteinas Sir.

Estudiando esta inestabilidad del rDNA, se observé que al dividir-
se la célula madre de la levadura se generaban mas copias de rDNA
que salian del genoma a modo de circulos o anillos extracromosémi-
cos (ERC) y se replicaban con los cromosomas, permaneciendo en el
ntcleo de la célula. A medida que se acumulaban los ERC, la célula
necesitaba méas energia para su replicacion, lo que llegaba a incapaci-
tarla para replicar su propio genoma. En estas condiciones se detecto,
que si se afiadia una copia extra del gen Sir a la célula madre, se con-
seguia reprimir la formacién de los ERC en las células hijas, y con ello
se prolongaba la vida de la célula. El gen Sir2 de la levadura, al codi-
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ficar la proteina SIR2 con actividad histona desacetilasa dependiente
de NAD (nicotinamida adenina dinucleétido), elimina grupos acetilo
de las histonas, consiguiendo empaquetar al DNA de tal manera, que
lo hace inaccesible a los enzimas responsables de sacar los ERC fuera
del cromosoma. La forma del DNA con histonas desacetiladas es si-
lente debido a que cualquier gen que se encuentre en estas regiones
del genoma es inaccesible a la activaciéon. Por tanto, las proteinas
SIR2, se encuentran implicadas en la silenciacién de genes. La activi-
dad desacetilasa de SIR dependiente del NAD, y la asociacién SIR2-
NAD establece conexién entre SIR y el metabolismo glucolitico.

Con el descubrimiento de las proteinas SIR se ha demostrado la
existencia de una nueva misién para el NAD en la regulacién trans-
cripcional. Las proteinas SIR2 necesitan del NAD para su actividad
desacetilasa, que regula una serie importante de procesos biolégicos.
Por tanto, el mantenimiento de los niveles de NAD en la célula, es
un requisito importante para la expresion y actividad de las sirtui-
nas. SIR2/SIRT1 juega un importante papel en diversos procesos
biol6gicos, como respuestas al estrés y a citoquinas, diferenciacién
y metabolismo, mediante la desacetilacién de reguladores transcrip-
cionales. Las proteinas SIR2 poseen la capacidad tinica de acoplar la
rotura del NAD y la desacetilacién de las proteinas por formacién de
nicotinamida y O-acetil-ADP ribosa. El requerimiento de NAD impli-
ca que SIR2/SIRT1 funciona como sensor de energia o sensor redox
que conecta el metabolismo energético con la regulacién transcrip-
cional (Figura 1).

Las sirtuinas son una clase de proteinas evolutivamente conserva-
das que regulan una variedad de funciones celulares tales como
el mantenimiento del genoma, la longevidad y el metabolismo. En
mamiferos existen siete homélogos de la SIR2 de levadura, SIRT1-7
(Tabla 1), que contienen un dominio catalitico con 275 aminoacidos.
Se ha demostrado el papel que juegan estas sirtuinas como regulado-
res del envejecimiento, lo cual las convierte en objetivos farmacol6gi-
cos potenciales para el tratamiento de las enfermedades relacionadas
con la edad. Las proteinas SIRT1-7 difieren en su localizacién sub-
celular y en las secuencias proteicas amino y carboxilo terminales
que flanquean el nucleo catalitico altamente conservado, identificado
por primera vez en la proteina SIR2 de levadura, que parece poseer
motivos de interaccién con otras proteinas y sefales de localizacién
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celular. La mayoria de estas sirtuinas catalizan la desacetilacién
dependiente de NAD*, de residuos de lisina amino acetilados de sus-
tratos proteicos (Figura 1). SIRT4 y SIRT6 median la ADP-ribosi-
lacién de sustratos proteicos utilizando NAD* como donador. Las
sirtuinas de mamiferos tienen multiples sustratos y afectan a un
amplio espectro de funciones celulares (Tabla 1). De las siete sir-
tuinas de mamiferos, tres de ellas (SIRT1, 6 y 7) se localizan en el
ntcleo. La mas estudiada es la SIRT1, que actia sobre mas de una
docena de sustratos conocidos y ejerce un papel protector frente al
estrés oxidativo y al dafio al DNA. Ademas, la SIRT1 juega un papel
prominente en tejidos metabdlicos, como pancreas, higado y tejido
adiposo. SIRT6 y SIRT7 son reguladores importantes del metabolis-
mo y dafio al DNA.

Tabla 1. Diversidad de las sirtuinas de mamiferos (7)
Sirtuina Actividad Localizacién Interacciones Biologia
SIRT1 Desacetilasa Ntcleo FOXO, Supervivencia
PGC-1o celular/metabolismo
SIRT2 Desacetilasa Citosol Tubulina, H4 Ciclo celular
SIRT3 Desacetilasa Mitocondria AceCS2 Termogénesis/
metabolismo
SIRT4 ADP-ribosil- Mitocondria GDH Secreccion de
transferasa insulina/metabolismo
SIRT5 Desacetilasa Mitocondria ? ?
SIRT6 ADP-ribosil- Nucleo DNA Polp Reparacién
transferasa del DNA
SIRT7 ? Nucleolo Pol I Transcripciéon
de rDNA

No se ha determinado atn el papel de las sirtuinas de mamiferos
en la regulacién de la longevidad, aunque evidencias obtenidas ha-
cen pensar que SIRT1, regula muchos procesos fisiolégicos afecta-
dos por la edad. SIRT1 desacetila un gran nimero de sustratos: p53,
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Figura 1. Las sirtuinas catalizan las reacciones de desacetilacién o de ADP
ribosilacién de un sustrato proteico. Ambas reacciones rompen la molécula de
NAD y liberan nicotinamida [Modificado de (7)].

Ku70, NF-xB, y las proteinas forkhead FOXO, lo cual se relaciona
con la resistencia al estrés que confiere la restriccion dietética. SIRT1
también regula las actividades de los receptores nucleares PPARY y
del coactivador PGC-1a, para influenciar la diferenciacion de las
células musculares, adipogénesis, almacenamiento de grasa en tejido
adiposo blanco y metabolismo hepatico, sugiriendo una conexién
entre esta sirtuina y las dietas que promueven el adelgazamiento y
la longevidad.

El mantenimiento de la homeostasis de la glucosa se verifica por
el higado y por las células B pancreaticas, en respuesta al cambio de
nutrientes. Durante el ayuno los hepatocitos inducen la gluconeogé-
nesis para suministrar glucosa a los tejidos. Se ha revelado que esta
respuesta se encuentra bajo un control estricto de la actividad SIRTI,
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lo que proporciona otra conexiéon entre SIRT1 y el metabolismo inter-
mediario. En hepatocitos en cultivo, SIRT1 interacciona y desacetila
a FOXO1, promoviendo la trancripcién, dependiente de FOXO1, de los
genes hepaticos gluconeogénicos. En el higado, el coactivador trans-
criptional PGC-1a conduce también la expresién de vias gluconeogé-
nicas. SIRT1 desacetila y activa PGC-1a para coordinar, durante el
ayuno, el incremento en la expresion de genes gluconeogénicos con la
represion de los glucoliticos.

3. DIETA HIPOCALORICA Y EXPECTATIVA DE VIDA

La dieta hipocaldrica produce un retraso en la aparicién de los
achaques propios del envejecimiento. Aunque los mecanismos impli-
cados en este fenémeno no estan completamente esclarecidos, es pro-
bable que la restriccion dietética promueva efectos sobre la frecuen-
cia de la glucolisis. Asi, en condiciones de alimentacioén ad libitum la
glucolisis es continua (hay un exceso de glucosa), mientras que en
casos de dieta hipocaldrica, la glucolisis es discontinua operando solo
postprandialmente. Durante los periodos de ayuno inducido por res-
triccién de las calorias de la dieta, el cociente NAD*/NADH ha de ser
diferente del que prevalece en caso de ad libitum donde la situacién
de ayuno no es probable. En el caso de alimentacion ad libitum la
continua glucolisis tiende a disminuir la disponibilidad de NAD y al
acumulo de NADH, mientras que en el caso de ayuno inducido por
la dieta hipocalérica disminuye la demanda glucolitica de NAD y au-
menta la oxidacién del NADH. En la Figura 2 se muestra como la via
glucolitica requiere del NAD para oxidar la glucosa, por tanto los ni-
veles citoplasmaticos de NAD son bajos. En caso de dieta restringida,
al ser menor la fuente carbonada (glucosa) que se transfiere hacia la
glucolisis, se consume menos NAD y como resultado «sobra» el sufi-
ciente NAD necesario para activar a las sirtuinas, que al desacetilar
las proteinas histonas y no histonas, favorecen, como consecuencia,
la longevidad.

Por otro lado, cuando las células se someten a restriccién calo-
rica (nutrientes si, pero no calorias), existe otra via que mantiene
elevados los niveles de NAD. En estas condiciones restrictivas, se
inicia un proceso en cascada, a través de la membrana celular. Una
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Figura 2. SIR2 requiere NAD para su actividad y este acoplamiento se produce
en el caso de dieta hipocalérica cuando se reduce la fuente carbonada que se
transfiere hacia la glucolisis y como resultado «sobra» NAD citoplasmico. Sir2
actia como sensor de los niveles del NAD. En condiciones de dieta hipocalérica los
niveles del NAD son altos, se activa Sir2, el silenciamiento de genes y la longevidad

[Modificado de (8)].

senal activa al gen Nampt, y la proteina enzimatica resultante se
acumula dentro de la célula. La mayor actividad de la Nampt (nico-
tinamido fosforibosil transferasa), eleva la concentracién de NAD, y
la mayor concentracién celular de NAD intensifica la actividad regu-
ladora transcripcional del dominio catalitico de SIRT1. El perfil de
la expresién genética ha demostrado que existe una estrecha rela-
cién entre la expresion de Nampt y la de SIRT1 (Figura 3). El acu-
mulo del NAD en el interior de las mitocondrias ejerce un efecto
posterior y es el de aumentar la actividad de otras dos proteinas
mitocondriales producidas por los genes SIRT3 y SIRT4.

El efecto combinado de todos estos procesos hace que las mito-
condrias se robustezcan y aumenten su produccién de energia, lo
que conlleva un retraso en el envejecimiento celular. Resumiendo,
la dieta baja en calorias eleva las concentraciones de Nampt, NAD,
SIRT3 y SIRT4, y todo junto hace que la célula vida mas y con mas
energia.

Hace mas de setenta afios que McCay y colaboradores (1934) (10)
demostraron que una reduccién en la ingesta total de alimentos
prolongaba la vida de las ratas. Durante estos aios muchos labora-
torios han repetido con éxito los experimentos de McCay utilizando
ratas y ratones, peces, moscas y gusanos. Asi, la restriccion dietéti-
ca se ha establecido como un medio experimental poderoso para
estudiar el envejecimiento, llegando a ser una de las areas mas ac-
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Figura 3. SIRT1 como mediador clave en la respuesta a la restriccion cal6-
rica. Los activadores quimicos de SIRT1 y la biosintesis de NAD por NAMPT
(nicotinamido fosforibosil transferasa) median estos cambios fisiolégicos a través
de la activacién de SIRT1 [Modificado de (9)].

tivas de investigacion en el campo de la biogerontologia. La prolon-
gacion de la supervivencia por la restriccion de alimentos parece que
se debe a alteraciones en el proceso de envejecimiento, pero los
mecanismos implicados mediante los cuales esta restriccion ejerce
sus efectos beneficiosos permanecen atun sin aclarar. La identifica-
cién de objetivos antienvejecimiento y anticancer de la dieta hipoca-
lérica y la de los mecanismos moleculares que intervienen en estos
efectos podria proporcionar medios para intervencién en humanos.
Estudios de los laboratorios de Masoro (1990) (11) han demostrado
que la mayor supervivencia de roedores por restriccion de alimen-
to se debe a la dieta hipocaldrica. Es interesante destacar, que esta
mayor supervivencia se asocia al retraso en enfermedades tales como
el cancer, lo cual hace a menudo proponer que la dieta hipocalérica

284



VoL. 75 (2), 273-301, 2009 DIETA HIPOCALORICA Y LONGEVIDAD

aumenta la supervivencia simplemente porque retrasa los procesos
patolégicos dependientes de la edad, mas que por ejercer efecto sobre
el envejecimiento o la senectud. Aunque la distincién entre senescen-
cia y enfermedad es a veces dificil de interpretar, se ha demostrado
que la dieta hipocaldrica retrasa los cambios asociados a la avanza-
da edad en la mayoria de los procesos fisiol6gicos y que estos cam-
bios preceden generalmente a cualquier alteracién observada en si-
tuaciones patolégicas y de enfermedad. Algunos laboratorios han
demostrado que la restriccion de metionina de la dieta eleva la ex-
pectativa de vida y el periodo vital maximo de ratas (12). Otros des-
criben que la restriccion de metionina es la clave de la prolongacién
de la vida por la restricciéon calérica de la dieta. Hasta la fecha la
restriccién caldrica es la estrategia experimental conocida que pro-
longa la supervivencia y retrasa el envejecimiento. Varias hipétesis
se han emitido para explicar las bases de los mecanismos mediante
los cuales la dieta hipocalérica prolonga la vida. Originalmente se
propuso que se alargaba la supervivencia porque se retrasaba el cre-
cimiento y el desarrollo. Mas tarde, se propuso que era la reduccién
en el contenido en grasa corporal la base fisiol6gica de la prolonga-
cién de la supervivencia. Recientes investigaciones se dirigen hacia
el impacto de la dieta restringida sobre la respuesta al estrés y los
mecanismos de senalizacion. Hoy en dia, las hipétesis principales
para explicar el efecto de la dieta hipocalérica son:

1. Atenuacién del dano oxidativo.

2. Alteracién del sistema glucosa/insulina.

3. Alteraciéon de la hormona del crecimiento/IGF-1, y
4.

Hormesis.

La atenuacion del davio oxidativo por efecto de la dieta hipocal6-
rica se ha detectado en las macromoléculas, DNA, proteinas y lipi-
dos. Esto se debe a la menor generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS), a la mayor generacién de mecanismos protectores, a
la mayor capacidad reparadora o a una combinacién de todas ellas.
La premisa glucosa/insulina es que la dieta hipocalérica reduce la
concentraciéon de glucosa plasmaética e insulina, con la consiguiente
reduccién de la sefializacién por insulina. Ultimamente, se propone
un incremento en la efectividad de la glucosa y en la respuesta a la
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insulina o ambas. Esta hipdtesis se ha emitido a la luz de los datos
que muestran que la pérdida de los sistemas sefializadores de la
insulina originan una prolongacién de la vida en muchos organis-
mos (nematodos, moscas de la fruta, etc.). Ademas, la restriccién
calérica reduce la serializacion por el IGF-1, observada en modelos de
mamiferos con una mayor supervivencia. La hormesis propone un
beneficio a la salud a partir de agentes estresantes de baja intensi-
dad. La restriccion caldrica puede funcionar a través de la hormesis,
ya que puede actuar como un estresante suave que produce una
respuesta adaptativa tal como el elevado mantenimiento de los sis-
temas de reparacién. La dieta hipocalérica, como parte del efecto
hormético eleva la expresiéon de genes de respuesta al estrés. En
linea con la restriccién calérica como agente estresante de baja in-
tensidad, es relevante sugerir que los enzimas implicados en las vias
de reparaciéon del DNA pueden funcionar como productos de genes
de respuesta al estrés cuando se exponen a una dieta hipocaldrica.

Los mecanismos mediante los cuales la dieta hipocalérica ejerce
sus efectos beneficiosos son en el momento actual un desafio tenta-
dor para los investigadores en base al desarrollo de farmacos que
pudieran reproducir estos efectos saludables. El fenémeno, atribui-
do en un principio al metabolismo celular mas lento y a una reduc-
cién de los subproductos téxicos en respuesta a la menor cantidad
de alimento, es demasiado simple y las recientes investigaciones
demuestran que no es del todo correcto. La restricciéon calérica de
la dieta no retrasa el metabolismo, mas bien como estresante biol6-
gico (escasez de alimento), induce una respuesta defensiva, y es esa
respuesta la que estimula las posibilidades de supervivencia del or-
ganismo. En mamiferos su efecto incluye cambios en los mecanis-
mos celulares de reparaciéon, produccion de energia y activacion de
la apoptosis.

El régimen dietético hipocalérico implica la reduccién del 30 al
40% del consumo de alimento ad libitum. En animales (ratas, perros
y primates) sometidos a esta dieta restrictiva, se ha demostrado que
no sélo viven maés, sino que se mantienen mas sanos durante la pro-
longacién de sus vidas. Esto indica que este régimen, ademas de
aumentar la supervivencia, evita o retrasa la mayoria de enfermeda-
des asociadas a la senectud, como céancer, diabetes y enfermedades
neurodegenerativas.
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La menor disponibilidad de nutrientes ejerce importantes efectos
sobre el metabolismo celular y el funcionamiento mitocondrial. En
condiciones de escasez de alimento la concentracién de ADP se eleva
y es el influjo de ADP en la mitocondria lo que gobierna la eficacia
de la cadena de transporte electrénico. Por el contrario, un exceso
de nutrientes produce una elevada concentraciéon de ATP, lo que se
traduce en una baja demanda energética (bajos niveles de ADP) que
causan un suboéptimo funcionamiento mitocondrial, unido a una
elevada generacién de ROS.

4. ESTABILIDAD GENOMICA

La proteccién del DNA es un elemento clave en la prevencién del
cancer y en el retraso del fenotipo senescente. Cuando la lesién per-
siste en el genoma, mediante procesos replicativos y de mutagénesis
asociada a la transcripcién, se hace permanente en forma de muta-
ciones, rotura cromosémica e inestabilidad. La inestabilidad gené-
mica promueve el cancer y el envejecimiento.

En apoyo de un papel para el medioambiente en la modulacién
de la eficiencia en la capacidad de reparaciéon del DNA, se ha emi-
tido una pregunta: ;mejora la dieta hipocaldrica la estabilidad ge-
némica aumentando la expresién/actividad de enzimas reparadores
del DNA? (13). En otras palabras, es razonable proponer que el de-
clinar, relacionado con la edad, en la capacidad de una célula u
organismo para mantener la integridad de su genoma, es un meca-
nismo fundamental inherente al proceso del envejecimiento, estando
la restriccién dietética en el centro del retraso de la vejez y la pro-
longacién de la vida mediante el mantenimiento de la integridad
genémica. Esta hipétesis es atractiva porque la integridad del geno-
ma es de vital importancia para una célula u organismo, porque el
DNA esta constantemente expuesto a agresiones exdgenas y endoge-
nas y porque el dafio al DNA se ha asociado en sus ultimas causas
biol6gicas a mutaciones, cancer y otras enfermedades asociadas a la
vejez. Ademas, la integridad del DNA, mantenida por una serie de
sistemas reparadores, es esencial para la supervivencia de las células
y de los organismos. El acimulo de dano al DNA en células soma-
ticas fue propuesto al principio como un mecanismo basico en el
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proceso del envejecimiento, emitiéndose la hipétesis que el acumulo
de dano al DNA ocasionaba la inactivacién de genes y la muerte
celular. Esta hipétesis se extendié proponiéndose que el acumulo de
DNA no reparado y las subsiguientes mutaciones en las células, son
las causas que alteran la replicacion y transcripcién del DNA, que
conducen al fenotipo senescente. Por consiguiente, si la expresion de
proteinas esenciales se reduce o inhibe mediante alteraciones en el
genoma, una célula puede perder su funcién y su viabilidad y ésta
puede ser la primera causa del envejecimiento.

Estudios realizados en los dltimos cincuenta afnos apoyan esta
hipétesis al demostrar alteraciones relacionadas con la edad en el
metabolismo, mutaciones y dafio al DNA. Ademas, muchas de estas
alteraciones estan aceleradas en el sindrome de Werner, y en las en-
fermedades genéticas tales como los sindromes de Hutchinson, Gil-
ford, Progeria y Cockayne, que muestran sintomas clinicos de enveje-
cimiento prematuro e implican mutaciones en los genes de reparacién
del DNA. Curiosamente, la restriccion calérica se ha demostrado que
revierte gran parte de las alteraciones relacionadas con la edad en el
dano/reparacién del DNA y en las mutaciones. Existen muchos meca-
nismos por los que la integridad genémica puede resultar afectada:
cambios en la activacién de carcinégenos, elevada destoxificacion de
los carcinégenos, capacidad incrementada de reparacién del DNA o
una combinacién de estos factores. La dieta hipocalérica es un buen
modelo para prevenir el comienzo y retrasar la progresién de tumores
espontaneos o inducidos por agentes quimicos. La activacién en la
capacidad de reparacién del DNA proporciona una explicacion de los
mecanismos implicados en el mantenimiento de la estabilidad gené-
mica observada en animales restringidos. La restriccién caldrica es
una «intervencion» que altera la activacion de genes de respuesta al
estrés especificos, enzimas clave de las vias de reparacién del DNA,
los cuales daran como resultado la activacién de la capacidad repara-
dora del DNA. La mayor reparacion del DNA reduce el dafio al DNA y
la frecuencia de mutaciones, lo cual ha de redundar en el manteni-
miento de la estabilidad genémica.
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5. BIOGENESIS MITOCONDRIAL

En levadura se ha encontrado que la restricciéon de alimento afec-
ta dos vias que elevan la actividad enzimatica de SIR2. Por una parte,
se activa la expresion del gen PNCI, que expresa una proteina enzi-
matica, la nicotinamidasa, cuya misién es eliminar la nicotinamida
de las células, convirtiendola en 4cido nicotinico, y eliminado con ello,
la accién represora de la nicotinamida sobre la actividad de SIR2. De
acuerdo con la idea que la restriccion calérica supone para la célula
una situacién estresante que activa la supervivencia, la actividad de
PNCI1 se estimula también en caso de estresantes suaves como eleva-
da temperatura o exceso de concentracién salina. Una segunda via
inducida en levadura por la dieta hipocalérica es la respiracion, la for-
ma que tiene la mitocondria de generar energia mediante la produc-
cién de NAD" a partir del NADH. De aqui se deduce que elevando el
cociente NAD*/NADH se ejerce una profunda influencia en la activi-
dad de Sir2.

El efecto protector de las sirtuinas en células individuales est4 sien-
do cada vez mas evidente, pero, si los productos de estos genes son
mediadores de los beneficios de la restricciéon calérica ¢como puede
la dieta hipocaldérica regular sus actividades y el ritmo de envejeci-
miento en un animal completo? Recientes investigaciones han demos-
trado que los niveles de NAD* se elevan en hepatocitos en condiciones
de ayuno elevando asi la actividad SIRT1. Entre las proteinas, SIRT1
actuia sobre un regulador importante de la transcripcién genética de-
nominado PGC-1a (coactivador 1 alfa del receptor activado por los
proliferadores de los peroxisomas), que causa cambios en el metabo-
lismo de la glucosa e interviene en la biogénesis de las mitocondrias.
De manera que SIRT1 acttia a modo de sensor de la disponibilidad de
nutrientes y regulador de la respuesta hepatica.

La mitocondria, la maquinaria energética de la célula, que genera
ATP y especies reactivas de oxigeno (ROS), es muy susceptible al
deterioro. Como la mayoria de los componentes celulares tienen que
ser reciclados y regenerados a lo largo de la vida, se necesita el
continuo recambio mitocondrial, lo cual se lleva a cabo mediante la
biogénesis mitocondrial (14). La biogénesis de nuevas mitocondrias
mantiene la produccién de energia, previene del estrés oxidativo, y
favorece el envejecimiento saludable. Células y tejidos ante la de-
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manda de mayor cantidad de energia responden fabricando nuevas
mitocondrias. La biogénesis mitocondrial esta influenciada por con-
diciones fisiol6gicas y energéticas en continuo cambio. No es de
sorprender que factores tales como la disponibilidad de nutrientes,
ciertas hormonas, la temperatura, hipoxia, estrés y envejecimiento,
ejerzan influencia en el proceso de la mitocondriogénesis. Los cam-
bios dependientes de la energia celular afectan a la funcién y el
namero de las mitocondrias e implican una compleja disposicién de
factores que conectan los requerimientos de energia con la regula-
cion genética. En la complejidad de la biogénesis mitocondrial inter-
vienen mas de 1.000 genes, la cooperacion de los dos genomas (el
mitocondrial y el nuclear) y la alteracién del 20% de las proteinas
celulares. En el nucleo, la regulacién concertada de tantos genes
requiere una serie de factores de transcripcién capaces de orquestar
la interaccién del complejo RNA pol II con los varios promotores.
Ademas de los genes nucleares, que codifican mas del 95% de las
proteinas mitocondriales, la mitocondriogénesis requiere la partici-
pacion del genoma mitocondrial, que es el que genera la mayoria de
las proteinas hidrofébicas de la cadena de transporte electrénico y
también el tRNA y rRNA mitocondriales.

A nivel molecular varios factores de transcripcion y cofactores
intervienen en la activacién de vias sefnalizadoras inducidas por
hormonas. Otro grupo de factores interviene en la adaptacién meta-
bélica al ayuno, como la familia de los receptores activados por los
proliferadores de peroxisomas (PPAR) y el receptor X hepatico que
junto con PGC-1a elevan la biogénesis mitocondrial y el catabolismo
de los acidos grasos. A pesar de la complejidad de las diversas vias
senalizadoras, todas ellas parece que comparten un componente cla-
ve de la familia PGC-1 de cofactores de transcripcién. El PGC-1a
actia como mediador intracelular durante la biogénesis mitocon-
drial inducida por factores hormonales. La regulacién, dependiente
de SIRT1 de este coactivador del receptor nuclear se ha asociado a
la biogénesis mitocondrial. La restriccién calérica promueve la sen-
sibilidad a la insulina con la consiguiente reduccion de la glucosa y
la insulina en sangre. Se ha asociado SIRT1 con el corregulador del
receptor nuclear PGClo. Su importancia fisiolégica se apoya en el
hecho de que la represiéon de PGC-1a por una forma mutante de la
proteina Hungtintina produce disfuncién mitocondrial y neurodege-
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neracion, mientras que la sobreexpresion de PGC-1a rescata las cé-
lulas de los efectos deletéreos de la Hungtintina. La expresiéon de
PGC-1a esta relacionada directamente con la actividad de la biogé-
nesis mitocondrial. Muchos agentes y eventos regulan los niveles de
PGC-1a activando diferentes mediadores intracelulares (Figura 4).
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Figura 4. Red seinalizadora que regula PGC-1a. PGC-1a es el centro de una red
compleja de senales afectada por factores metabdlicos, nutricionales y ambientales
que modulan, por modificaciones transcripcionales y post transcripcionales, la
actividad de PGC-1q, y la biogénesis de la mitocondria (14).

La proteina SIRT1 como reguladora de la gluconeogénesis hepa-
tica reprime la funcién de los genes glucoliticos. Mediante la de-
sacetilacion de PGC-1a, SIRT1 activa la transcripcién de los genes
gluconeogénicos mediante interacciones con el factor nuclear hepa-
tocitico 40, que se asocian con la represiéon de los genes glucoliticos.
SIRT1 desacetila y activa a PCG-1a en varios residuos de lisina e in-
crementa su capacidad de coactivar la transcripcién de una serie de
genes. Asi, el incremento de SIRT1 durante la restriccion calérica, in-
terviene en la biogénesis de la mitocondria en tejidos tales como el
musculo y tejido adiposo. También SIRT1 desacetila y activa la NOS
(6xido nitrico sintasa), lo que indica que se establece un mecanismo
«feedback» positivo entre la NOS y SIRT1, que puede reajustar los
niveles de SIRT1 durante la restriccion calérica.
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Como se comentd anteriormente, SIRT1 actiia a modo de regu-
lador positivo de PGC-1o mediante su desacetilacién. Una acetila-
sa, el complejo GCN5 acetiltransferasa es un factor implicado en
la represion de PGC-1a. La acetilacién de PGC-1a da lugar a una
proteina transcripcionalmente inactiva. En la Figura 5 se muestra
el esquema donde PGC-1a al ser desacetilado por SIRT1 se une al
receptor nuclear y promueve la expresion de genes mitocondriales y
genes OXPHOX, ademas de otros. La activacién de SIRT por la dieta
hipocalérica implica la elevaciéon de la concentracién de NAD*. Se-
gun este esquema, el resveratrol, activa directamente a SIRT1.

DIETA
HIPOCALORICA

| RESVERATROL
{NAD*/NADH

ac-1w) INACTIVO

t* O-acetil-ADP-Ribosa

t consumo o,
Genes mitocondriales

Figura 5. La dieta hipocalérica mediante la elevacién del cociente NAD*/
NADH activa a SIRT1, que a su vez, desacetila y activa al coactivador de la
transcripcién PGC-1a, el cual se traslada al ntcleo y se une al factor nuclear
(NRF-1) y activa la transcripciéon de genes mitocondriales y genes OXPHOX. La
GCHS5 acetil transerasa puede activar e inactivar a PGClo. El resveratrol tiene
capacidad de activar directamente a SIRT1 (14).
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6. HOMEOSTASIS DE LA INSULINA Y LA GLUCOSA

Si las sirtuinas son las proteinas que gobiernan el control de un
sistema regulador del envejecimiento y se activan en situaciones de
estrés, han de funcionar también como conductoras de una orquesta
que incluye redes hormonales, proteinas reguladoras y otras proteinas
codificadas por genes de longevidad. Uno de los descubrimientos re-
cientes mas notables es que SIRT1 regula la produccién de insulina y
del factor insulinico (IGF-1) y que estas dos poderosas moléculas se-
nalizadoras regulan, a su vez, la produccién de SIRT1. La relacién
entre SIRT1, IGF-1 e insulina explica como la actividad SIRT1 en un
tejido puede comunicarse con otras células del organismo. Ademas,
los niveles circulantes de insulina e IGF-1 dictan la expectativa de vida
en los diversos organismos antes citados.

Un componente critico de la fisiologia de la dieta hipocalérica es
la sensibilidad a la insulina y la correspondiente disminucién en los
niveles sanguineos de glucosa e insulina. Las células B pancreaticas
ayudan a la homeostasis de la glucosa secretando insulina en respues-
ta a glucosa. El metabolismo de la glucosa por glucolisis, genera piru-
vato, el cual entra en la mitocondria donde se convierte en CO, por el
ciclo tricarboxilico. El NADH generado en este ciclo conduce el trans-
porte electrénico y la sintesis de ATP. El incremento del cociente ATP/
ADP produce el cierre de los canales KATP y despolariza la membra-
na plasmatica lo que conlleva a un influjo de Ca®* que desencadena la
fusion de las vesiculas secretoras que contienen insulina, en la mem-
brana celular. Se ha demostrado en ratén que SIRT1 regula positiva-
mente la secrecién de insulina estimulada por glucosa en células 3
pancreaticas. Por tanto, SIRT1 reprime la transcripcién de la protei-
na mitocondrial UCP-2 (uncoupling proteina-2), que desacopla la res-
piracién mitocondrial de la produccién de ATP y reduce el gradiente
de protones a través de la membrana mitocondrial. Asi, bloqueando
la funcién de UCP-2, SIRT1 promueve la generacién de energia de
manera mas eficiente. Por otra parte, la represién de UCP-2, mediada
por SIRT1, se aminora por privacién aguda de alimento, la cual afec-
ta la sintesis de ATP y la respuesta de la insulina de las células B du-
rante el ayuno. Aunque la concentracién de SIRT1 no se afecta por
esta condiciéon hipocalérica, existe una disminucién en el cociente
NAD*/NADH, que reduce la actividad SIRT1 en pancreas. La presen-
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cia de UCP-2 en animales ayunados, puede también facilitar la transi-
cién a la actividad metabdlica después del siguiente alimento y preve-
nir la hiperpolarizacién de la membrana mitocondrial y la produccién
de ROS. Aunque estos estudios demuestran que la actividad SIRT1
disminuye en células B durante el ayuno, no se sabe si SIRT1 regula la
secrecion de insulina durante la dieta hipocalérica o juega algian pa-
pel en las patologias que demuestran alterada secrecién de insulina.

Existe la posibilidad que SIRT1 promueva la supervivencia de las
células B pancreaticas durante el estrés oxidativo. En células B estre-
sadas, la proteina forkhead FOXO1 se traslada al nicleo donde activa
los factores de transcripcién que proporcionan resistencia al estrés.
Como se describié anteriormente, SIRT1 se une y regula a los facto-
res de transcripcion forkhead negativa y positivamente. Se ha demos-
trado que SIRT1 desacetila a FOXO1 y la activacion de esta proteina
proporciona resistencia al estrés.

El mecanismo principal que se encuentra implicado en el efecto
anti envejecimiento es la baja actividad GH/IGF1 y la respiracién
mitocondrial mas eficiente, que ejerce sus efectos beneficiosos por
la menor generacién de ROS. Otro factor importante asociado a la
menor actividad GH/IGF1 es la mejora del sindrome metabdlico (15),
la causa principal de la morbilidad del envejecimiento, que se asocia
entre otros, con una resistencia a la insulina y elevados niveles san-
guineos de glucosa y lipidos. Ratones con deficiente sefializacién
insulinica tienen vida mas larga. El concepto de mayor eficiencia
metabdlica, que se traduce en menor producciéon de ROS endégenos
y mayor longevidad, puede aplicarse a la dieta hipocaldrica y a la
actividad NAD desacetilasa de SIRT1. La importancia reguladora de
SIRT1 se traduce en la movilizacion de acidos grasos en los adipo-
citos, produccién de glucosa en los hepatocitos, secrecién de insuli-
na en las células B pancreaticas y oxidacién de los acidos grasos en
musculo esquelético.

Por tanto, la actividad desacetilasa, dependiente del NAD, de las
sirtuinas, se considera el mediador del incremento de la longevidad
dependiente de la restriccién caldrica, que retrasa la vejez en todas
las especies ensayadas. Las sirtuinas perciben la disponibilidad de
nutrientes por mecanismos no totalmente conocidos, pero entre los
que se incluye la abundancia del NAD, necesaria para la actividad
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Figura 6. Regulaciéon de procesos fisiologicos. SIRT1 regula la supervivencia
de neuronas, la gluconeogenesis, la lipdlisis, la supervivencia de las células B y la
secrecion de insulina [Modificado de (7)].

de SIRT1 y para la activacién transcripcional del gen Sirt/ por un
complejo formado por el factor de transcripcién Forkhead box y
p53. En caso de escasez de nutrientes SIRT1 desencadena un progra-
ma metabdlico mediado, en parte, por asociacién de SIRT1 con el
coactivador de la transcripciéon PGC-1a, lo que da lugar a mayor
eficiencia metabdlica y a menor generacién de ROS.

La familia de factores de transcripcién FOXO, merece ser men-
cionada por su posible papel en la longevidad y proteccién frente al
cancer en respuesta a nutrientes. Las proteinas FOXO se activan en
diversas situaciones de estrés, y en esta activacién estan implicadas
la via Jun quinasa, y su desacetilaciéon por SIRT1. Por el contrario,
FOXO se inactiva por factores de crecimiento, incluyendo a la in-
sulina, a través de la quinasa AKT. Las proteinas FOXO activan la
transcripcion de muchos genes que codifican enzimas gluconeogéni-
cos y enzimas antioxidantes (Figura 6).

En resumen, diversas manipulaciones genéticas (disminucién
en GH, IGF1 y receptor de la insulina, elevacién de FOXO, SIRT1 y
KLOTHO), e intervenciones anti envejecimiento (anti diabéticos,
dietas hipocaléricas y resveratrol), comparten la capacidad de mejo-
rar la eficacia metabélica reduciendo el ritmo de generacién de ROS.
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Existen evidencias contrastadas que indican que la mayor eficacia
metabdlica proporciona protecciéon frente al cancer (16). Los anti-
diabéticos, las dietas hipocalédricas y el resveratrol previenen o retra-
san varios tipos de cancer en ratones. El resveratrol es un compuesto
presente en numerosos nutrientes, que muestra notable actividad
antienvejecimiento, aunque a concentraciones mucho mas elevadas
que las encontradas en los alimentos. El resveratrol estimula la ac-
tividad catalitica de SIRT1 y alarga la vida de la levadura, nemato-
dos, moscas, peces y también de ratones alimentados con dieta hi-
percalérica elevada en grasa.

7. RESVERATROL

La restriccién caldérica (nutrientes si, calorias no) supone consu-
mir menos de 1.750 calorias diarias, lo cual puede en algunos mo-
mentos resultar dificil. Para vivir mas y no sufrir los achaques de la
vejez hay que restringir la dieta, pero... ¢podran inducirse las sirtui-
nas sin necesidad de restringir la ingesta? Si los humanos quieren
conseguir los beneficios de la restriccién calérica, una dieta radical
no es una opcién razonable, asi que, en el momento presente se esta
intentando encontrar el modo de activar las sirtuinas sin necesidad
de recurrir a dietas hipocaldricas. Existen ya farmacos que pueden
modular la actividad de las sirtuinas de una manera similar a la
dieta hipocalérica. Se ha demostrado que es particularmente intere-
sante un compuesto activador de la sirtuina, el resveratrol. El resve-
ratrol es una fitoalexina presente en uvas negras y en el vino tinto,
mosto, nueces, etc., cuya férmula, trans 3, 5, 4’ trihidroxi estilbeno
lo caracteriza como componente fenélico de la familia flavonoides.
Se sintetiza por una variedad de plantas cuando sufren situaciones
de estrés. Se han encontrado muchos otros compuestos de origen
vegetal que también modulan la expresion de las sirtuinas tales como
los flavonoides. El resveratrol se comercializa como extracto de la
raiz del Polygonum cuspidatum (Figura 7).

El resveratrol posee propiedades antioxidantes anticancerigenas,
antiinflamatorias, reduce la sintesis de eicosanoides (prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos). Es también un antiagregante plaqueta-
rio y antidiabético, y previene enfermedades degenerativas.
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Figura 7. A la izquierda la estructura de la molécula de resveratrol: trans 3,5,4’
trihidroxi estilbeno. A la derecha el Polygonum cuspidatum.

La funcién disminuida de la mitocondria en lo que se refiere a la
fosforilacién oxidativa y la capacidad aerébica, se asocian con la re-
duccién de la longevidad. El impacto del resveratrol sobre la mitocon-
dria ha sido estudiado y se ha comprobado que este compuesto eleva
significativamente la capacidad aerébica y el consumo de oxigeno en
las mitocondrias de las fibras musculares de ratén. Los efectos obte-
nidos con el resveratrol se asociaron con la induccién de genes de la
fosforilacién oxidativa (OXFOS) y con los implicados en la biogénesis
mitocondrial (17). Estos efectos se explican por la disminucién me-
diada por el resveratrol, de la acetilacién e incremento de la actividad
del coactivador PGC-1a. (18) (Figuras 5y 6). Este mecanismo es con-
sistente con el efecto, anteriormente mencionado, que el resveratrol
es un activador de la SIRT1. Ademas el tratamiento con resveratrol
protegio a los ratones de la obesidad inducida por la dieta y la resis-
tencia a la insulina (19). La administracién de resveratrol a levadura,
gusanos o moscas, o las dietas hipocaléricas alargan su longevidad en
un 30%, pero sélo si estos organismos poseen el gen SIR2. Ademas,
una mosca que superproduce SIR2 tiene una mayor longevidad, que
no puede ser posteriormente alargada por resveratrol o restriccién
caldrica. La interpretacién mas simple es que tanto la dieta hipocal6-
rica como el resveratrol prolongan la vida de las moscas de la fruta al
activar SIR2. Las moscas alimentadas con resveratrol no sélo viven
mas, a pesar de comer ad libitum, sino que no padecen reduccién de
fertilidad causada a menudo por la restriccién calérica. Esta es una
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buena noticia para aquellos que esperan tratar las enfermedades hu-
manas con moléculas que activan los enzimas SIR2.

Dadas las propiedades del resveratrol, como mimético de la dieta
hipocaldrica, la empresa, Sirtris Pharmaceuticals cofundada por
Sinclair, empez6 las pruebas clinicas con un activador de SIRTI la
molécula SRT501, derivada del resveratrol. Recientemente Glaxo se
ha hecho con este producto.

8. CONCLUSIONES

Los organismos multicelulares exhiben un declinar progresivo e
irreversible de las funciones fisiolégicas, que es caracteristico de la
senectud. Aunque las bases moleculares de este declinar no se cono-
cen aun en su totalidad, los mecanismos hasta ahora propuestos
incluyen una incremento en la generacién de ROS y una progresiva
acumulacién de lesiones en el DNA, que van a dar lugar a inestabi-
lidad genética y a alteraciones epigenéticas. Todo ello lleva consigo
el deterioro oxidativo de macromoléculas criticas, la glicaciéon de
proteinas constitutivas y el acortamiento de los telémeros de células
replicativas.

El mantenimiento de la actividad mitocondrial es un factor clave
en la prevencion de la progresiéon de enfermedades asociadas a la
edad. La activaciéon de los componentes reguladores de la biogénesis
mitocondrial, principalmente el coactivador transcripcional PGC-1a,
emergen como un campo prometedor de investigacion para tratar de
ampliar la calidad de vida en la poblacién anciana. El mantenimien-
to de un estilo de vida activo y una dieta moderada en calorias son
el medio de mantener la actividad mitocondrial y la viabilidad celu-
lar a lo largo de la vida. El uso de agentes antioxidantes, tales como
el resveratrol, puede afectar positivamente el envejecimiento saluda-
ble y promover la longevidad.

Por decenas de miles de anos, uno de los suefios de la humanidad
ha sido detener el envejecimiento lo cual se ha intentado sin éxito.
Incluso hoy es dificil de aceptar que la edad pueda ser controlada
manipulando una serie de genes, sin embargo, se sabe que es posible
prevenir los achaques de la vejez con un simple cambio en la dieta,
y también que los genes que codifican las sirtuinas controlan las
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mismas vias moleculares que la dieta hipocalérica. Sin que se conoz-
can la multitud de causas precisas del envejecimiento, ya se ha de-
mostrado en una amplia variedad de formas de vida que los efectos
adversos de la edad pueden ser retrasados manipulando unos pocos
reguladores, que una vez activados van a cuidar de la salud del or-
ganismo y promover la longevidad.

9.

11.

12.

13.

14.

15.

BIBLIOGRAFIA

Harman, D. (1956) Aging: a theory based on free radical and radiation che-
mistry. J. Gerontol. 11: 298-300.

Santos-Ruiz, A. & Cascales, M. (2000) Restriccién calérica, en Alimentos
vy Salud (Ed. Bernabé Sanz Pérez), Real Academia Nacional de Farmacia,
pp- 413-453.

Sinclair, D. A. & Guarente, L. (1997) Extrachromosomal rDNA circles-A cause
of aging in yeast. Cell. 91: 1033-1042.

Imai, S., Armstrong, C. M., Kaeberlein, M. & Gaurente, L. (2000) Transcrip-
tional silencing and longevity protein Sir2 is an NAD-dependent histone dea-
cetylase. Nature. 403: 795-800.

Lin, S. J., Defossez, P. A. & Guarente, L. (2000) Requirement of NAD and
SIR2 for life-span extension by caloric restriction in Saccharomyces cerevisiae.
Science. 289: 2126-2128.

Chen, D. & Guarente, L. (2007) SIR2: a potential target for calorie restriction
mimetics. Trends Mol. Med. 13: 64-71.

Haigis, M. C. & Guarente, L. (2006) Mammalian sirtuins-emerging roles in
physiology, aging and calorie restriction. Genes & Dev. 20: 2913-2921.
Insta, M. & Fuks, K. Restricciéon caldrica: una revisién www.nutrinfo.com.ar.
Imai, S. (2007) Is Sirt a miracle for longevity? Aging Cell. 6: 735-737.
McCay, C. M. & Crowell, M. F. (1934) Prolonging the life span. Sci Month. 39:
405-414.

Masoro, E. J. (1990) Assesment of nutritional components in prolongation of
life and health by diet. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 193: 31-34.

Pamplona, R. & Barja, G. (2006) Mitochondrial oxidative stress, aging and
caloric restriction: the protein and methionina connection. Biophys. Biochim.
Acta. 1757: 496-508.

Heydari, A. R., Unnikrishnan, A., Ventrella Lucente, L., & Richardson, A.
(2007) Caloric restriction and genomic stability. Nucleic Acids Research. 35:
7485-7496.

Loépez-Lluch, G., Irusta, P. M., Navas, P. & de Cabo, R. (2008) Mitochondrial
biogenesis and health aging. Exp. Gerontol. 43: 813-819.

Guarente, L. (2006) Sirtuins as potential targets for metabolic syndrome. Na-
ture. 444: 868-874.

299



MARiA CASCALES ANGOSTO AN. R. Acap. Nac. Farwm.

16.

17.

18.

19.

Greer, E. L. & Brunet, A. (2005) FOXO transcription factors at the interface
between aging and tumor suppression. Oncogene. 34: 7410-7425.

Guarente, L. (2008) Mitochondria- A nexus for aging, calorie restriction and
sirtuins. Cell. 132: 171-176.

Lagouge, M., Argman, C., Gerhart-Hines, Z. et al. (2006) Resveratrol improves
mitochondrial function and protects against metabolic disease by activating
SIRT1 and PGClo. Cell. 127: 1109-1122.

Baur, J. A., Pearson, K. J., Price, N. L. et al. (2006) Resveratrol improves
health and survival of mice on a high calorie diet. Nature. 444: 337-342.

Otra bibliografia consultada

Ahmed, N. & Thornalley, P. J. (2007) Advanced glycation endproducts: what is
their relevance to diabetic complications? Diabetes Obes. Metab. 9: 233-245.
Berger, J. L., Kayo, T., Vann, J. M. et al. (2008) A low dose of dietary resveratrol
partially mimics caloric restriction and retard aging parameters in mice. PLoS
ONE. 3, €2264: 1-10.

Bordone, L. & Guarente, L. (2005) Calorie restriction, SIRT-1 and metabolism:
understanding longevity. Nat. Rev. Mol. Cell Bio. 6. 298-305.

Bordone, L., Mota, M. C., Picard, F. et al. (2006) Sirtl regulates insulin secre-
tion by repressing UCP2 in pancreatic B cells. PLoSBiol. 4, e31.

Cant6, Ch. & Auwerx, J. (2008) Glucose restriction: Longevity SIRTainly, but
without building muscle? Dev. Cell. 14: 642-644.

Hipkiss, A. R. (2008) Energy metabolism, altered proteins, sirtuins and ageing:
converging mechanisms? Biogerontology. 9: 49-55.

Lee, C.-K., Klopp, R. G., Weindruch, R. & Prolla, T. (1999) Gene expression
profile of aging and its retardation by caloric restriction. Science. 285: 1390-
1393.

Longo, V. D. & Kennedy, B. K. (2006) Sirtuins in aging and age related disease.
Cell. 126: 257-268.

Qin, W., Wang, T., Ho, L. et al. (2006) Neuronal SIRT 1 activation as a novel
mechanism underlying prevention of Alzheimer’s disease amyloid neuropathy
by calorie restriction. J Biol Chem. 28: 21745-21754.

Revollo, J. R., Grim, A. A. & Imai, S. (2004) The NAD biosynthesis pathway
mediated nicotinamide phosphoribosyltransferase regulates Sir2 activity in ma-
mmalian cells. J. Biol. Cell. 279: 50754-50763.

Rodgers, J. T., Lenin, C., Haas, W. et al. (2005) Nutrient control of glucose
homeostasis through a complex of PGC-1a y SIRT1. Nature. 434: 113-118.
Sauve, A. A., Wolberger, C., Schramm, V. L. & Boeke, J. D. (2007) The bioche-
mistry of sirtuins. Annu. Rev. Biochem. 75: 435-465.

Sinclair, D. (2005) Toward a unified theory of caloric restriction and longevity
regulation. Mech. Ageing Dev. 126: 987-1002.

Song, S., Pursell, Z. F., Copeland, W. C. et al. (2007) Circulating glycotoxins and
dietary advanced glycation endproducts: two links to inflammatory response,
oxidative stress, and aging. J. Gerontol. A Biol. Sci. Med. Sci. 62: 427-433.

300



VoL. 75 (2), 273-301, 2009 DIETA HIPOCALORICA Y LONGEVIDAD

— Weindruch, R., Walford, R. L., Fligiel, S. & Guthrie, D. (1986) The retardation
of aging in mice by dietary restriction: Longevity, cancer, immunity and lifetime
energy intake. J. Nutr. 116: 654.

— Westphal, C. H., Dipp, M. A. & Guarente, L. (2007) A therapeutic role for
sirtuins in diseases of aging? Trends Biochem. Sci. 32: 555-560.

— Whittle, J. R., Powell, M. J., Popov, V. M. et al. (2007) Sirtuins, nuclear hor-
monal receptor acetylation and transcriptional regulation. Trends Endocrinol.
Metab. 18, 356-364.

Abreviaturas

AKT, quinasa; AMPK, proteina quinasa activada por AMP; CRE, elemento de
respuesta al cAMP; CREB, factor de transcripcién que se une a CRE; ERC, circulos
extracromosomicos; FOXO0, factor de transcripcién; GH, hormona del crecimiento;
IGF1, factor insulinico; NFkB, factor nuclear kappa B; NAD*, nicotinamida adeni-
na dinucleétido oxidado; NADH, nicotinamida adenina dinucledtido reducido;
Nampt, nitotinamida fosforibosil transferasa; NO, 6xido nitrico; p53, proteina su-
presora de tumores; OXPHOS, fosforilacién oxidativa; P160MBP, proteina que se
une a myb, un represor de PGC-1o; PGC1a, coactivador transcripcional de genes
nucleares; PNC1, nicotinamidasa, proteina que elimina la nicotinamida convirtién-
dola en acido nicotinico; rDNA, DNA ribosémico; RIP140, proteina que interaccio-
na con receptores nucleares, represora de PGC-1; SIRT, sirtuinas de mamiferos,
desacetilasas dependientes del NAD; UPC, proteina desacoplante mitocondrial.
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ABSTRACT

The presence of Cu(II) in penicillin and cephalosporin solutions,
has been proved, to promote in vitro the antibiotic degradation to
the corresponding acid derivates. HPLC studies provided an
additional evidence for the reaction mechanism. The mechanisms of
Cu(II) catalysis involve a ternary complex. This work was undertaken
to study the consequences of this degradation in vivo upper the
pharmacokinetic, pharmacodynamic and activity of the antibiotic
cefotaxime. It is one of the most used «third-generation»
cephalosporin in the world, this is because of that the interaction
cefotaxime-metal deserved our attention. Our results remarked a
lower concentration of free cefotaxime in blood, liver, spleen, kidney,
lung and heart in organs from animals suffering Cu-intoxication.
The differences more significant between intoxicated and control
rats were observed in liver, lung and kidney. In addition cefotaxime
linked to copper lose most of the microbicidal activity against
bacterial strains of Bacillus subtilis CECT 356, Escherichia coli CECT
434, Escherichia coli CECT 616, Staphilococus aureus spp aureus
CECT 435, Staphilococus aureus spp aureus CECT 239, in plate tests.
It means that cefotaxime would become ineffective as antibiotic in
metal poisoned patients.
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RESUMEN
Interaccion in vivo del Cu(Il) con cefotaxima

Este trabajo estudia la reaccién del cobre II con una cefalospo-
rina, la cefotoxima, in vivo; los mecanismos cataliticos que implican
la presencia de complejos ternarios, su farmacocinética y su farma-
codinamia que afectan a la actividad del antibiético. Las diferencias
mas significativas entre las ratas intoxicadas y control fueron obser-
vadas en rifién, pulmén e higado. También hemos estudiado la ac-
tividad microbicida en Bacillus subtilis CECT 356, Escherichia coli
CECT 434, Escherichia coli CECT 616, Staphilococus aureus spp
aureus CECT 435, Staphilococus aureus spp aureus CECT 239.

Palabras clave: Cobre(II); Cefotaxima; Farmacodinamia; Farma-
cocinética; HPLC.

1. INTRODUCTION

The transition metal interactions to penicillins (1-5) and
cephalosporins (6) were studied previously by spectrophotometric
and potentiometric methods. In the case of cefotaxime, as impurity,
also for HPLC (7).

In those studies it was observed that the effect of Cu(II) on the
penicillins and cephalosporins was to promote their degradation to
coordination complexes of Cu(II) and the corresponding penicilloic
and cephalosporanic acids, (see Figure 1). Other authors have studied
the formation of the complex in vitro between Cu(Il) and penicillins
and cephalosporins, by means of the reaction mechanisms,
evaluating the stability constants for the interaction between Cu(II)
and these antibiotics (2, 6).
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Figure 1. Mechanism of the hydrolytic reaction of Cefotaxime with addition of
Copper.

This communication stresses in how the formation of the complex
between Cu(Il) and cefotaxime affects on the concentration,
distribution and stability of this cephalosporin. The importance of
the formation of this complex stems from the lowest concentration
of free cefotaxime in blood and organs only when takes place
intoxication. This free-antibiotic concentration could be lower than
the administration of the antibiotic required killing the micro-
organism that causes the infection.

We compared the concentration, distribution and stability of the
free cefotaxime in rats without toxic with poisoned rats, after 30, 60,
90, 120, 150, 180 and 210 min. after administrating this antibiotic.
This comparison was achieved by measuring the concentration of
free cefotaxime in blood, liver, spleen, kidney, lung and heart
homogenates of poisoned rats and rats without the toxic. The
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methodology applied for this purpose was HPLC since this technique
facilitates the separation of the complex Cu(II)cefotaxime, the
corresponding Cu(II)-cephalosporanic acid chelate, free cefotaxime
and their compounds resulting from the degradation of cefotaxime.

This paper is also focused on how much microbial activity
contains the compounds produced from the complexation metal-
cefotaxime. In pursuit of that aim, we studied the biological activity
of the complexes against Bacillus subtilis CECT 356, Escherichia coli
CECT 434, Escherichia coli CECT 616, Staphilococus aureus spp
aureus CECT 435 and Staphilococus aureus spp aureus CECT 239
compared to data from experiments with free cefotaxime and Cu(II)
at physiological concentrations found in poisoned living beens.

This work should be a clue to reveal whether the complex
antibiotic-metal loses the microbiological activity as would be
hypothesised by former works done in in vitro conditions.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Biology materials

Seventy five Wistar rats males of 250 to 300g weight were used
throughout this work and supplied by the warehouse of the
Complutense University of Madrid.

Animals were maintained in one of the rats room of the
warehouse. The temperature was 20 °C, the relative humidity was
55% and the intensity of the light inside the room was 400 LUX
using cycles of 12 hours of light/darkness.

Animals were distributed by groups in order to assay different
treatments. One group of 35 rats with copper (group A), which was
poisoned with a nasogastric sound administering to their everyday 4
mL of a solution of 4 mg/mL of a copper (II). monohydrate. acetate
during 8 days. The groups left were arranged one of them with 35
rats (group B), and the other one with 5 rats (group C), both of
them without metal.

Groups A and B were put under treatment with an intramuscular
administration of an only dose of 200 mg of cefotaxime.

220



VoL. 75 (2), 217-231, 2009 (Cu)II IN VIVO INTERACTION WITH CEFOTAXIME

Group C was used as a control to know the different substances
which belonged to the animals in order to not to be confusing with
the free cefotaxime throughout the study.

Five rats of the groups A and B, were sacrificed after 30, 60, 90,
120, 150, 180 and 210 minutes after the antibiotic administration.
The blood, liver, spleen, kidney, lung and heart of those rats were
extracted and after that, they were measuring their free cefotaxime
concentration by HPLC.

Residual microbicide activity was tested by antibiogram
experiments in agar plates using bacteria strains from the CECT
(Spanish Type Culture Collection, Burjasot, Spain). Those strains
were Escherichia coli CECT 434 = ATCC 25922, described as standard
for sensibility, Escherichia coli CECT 616 = ATCC 8739, described
for assays with liquid with metal, Staphilococus aureus spp aureus
CECT 435, Staphilococus aureus spp aureus CECT 239 = ATCC 6538
and Bacillus subtilis CECT 356 = ATCC 6633 as «a priori» negative
control since the species was not listed among the affectable bacteria
by cefotaxime.

The strains were maintained in TSA media at refrigeration
teemperature and precultured in tubes with 10 mL TSB medium at
37 °C for 24 hours before the experiments.

2.2. Chemical and reagents

Cefotaxime sodium was supplied by the Teaching Hospital of
Madrid. Copper (II) acetate was obtained from Merck. Trichloracetic
acid was supplied by Scharlau, this substance was used in
concentrations of 10% and 20%.

The mobile phase reagents used were HPLC grade methanol from
Scharlau. Water used was from a Milli-Rho-Milli-Q system
(Millipore, Bedford, MA, USA). Phosphate buffer (0.1 M) was
prepared with phosphate monopotasic anhydride and o phosphoric
acid supplied by Merck.

The agar media used were TSA, a general bacterial growth media,
and blood agar, both cooked as recommended the Merck’s recipes.
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2.3. Apparatus and instrument

Kontron high-pressure liquid chromatograph equipped with a
Kontron 420 pump. An automatic injector with 6 valves Kontron
Auto Sampler 460. A variable-wavelength UV detector of Kontron
Uvikon 735 LC. Phenomenex C18 column (25 x 0.46 cm), fulled with
particles of 5 mm, besides this column of separation, a precolumn
and a protective column fulled with the same material that the first
column were used. A Kontron Station Data with D450 software was
used to control the detector and injector, on the other hand it allowed
the integration of the chromatogram peaks and it cuantificated the
results.

Paper Whatman discs, discs AA of 7 mm diameter were used to
absorb the antibiotic solutions in the agar-plate experiments.

2.4. Analytical procedure

The extraction of cefotaxime in blood was carried out by means
of protein precipitants in 10% trichloroacetic acid (8) 1.5 mL of this
reagent was added to 0.5 mL of blood. This mixture was centrifuged
at 3000 rpm for 5 min. The supernatant was collected through a
Pasteur pipet and filtered through MFS disks of nylon of 0.4 mm of
diameter. The clean supernatant was assayed by HPLC.

The extraction of cefotaxime in organs such as liver, spleen,
kidney, lung and heart, was carried out by means of trichloroacetic
acid 20%. 2 mL of this reagent were added to 0.5 g of dry weight of
each organ. Each mixture was done homogeneous and was
centrifuged at 3000 rpm for 10 min. The supernatant was collected
through a Pasteur pipet and filtered through MFS disks of nylon of
0.4 mm of diameter. It was later assayed by HPLC.

Isocratic HPLC conditions used along this wak were: the mobile
phase consisted of a 20:80% solution (v/v) of methanol in 0.01 M
PO4H2K. The pH of the final solution was adjusted to 3.2 with
phosphoric acid. The flow rate was 1 mL/min. Chromatograph was
loaded with 40 uL of each sample. Chromatograms were run at room
temperature. Samples were detected at 254 nm.
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The susceptibility tests were as follows: One loop of each of the
precultured strains was spread on to the whole surface of agar-plates.
Immediately after the inoculation paper discs soaked with 20 iL of
the assays solutions were placed on to the agar media. The plates
were kept in the fridge for 30 minutes to allow the liquid diffusion
through out the agar media while the bacterial growth was arrested.
Finally the plates were cultured for one day at 37 °C and the
microbicide effect of the solutions were measured by the size of the
diameter of the growth inhibition zone (GIZ) surrounding each disc.

The assayed liquids were: free metal, free cefotaxime and the
complex metal-antibiotic.

Standard solutions of free cefotaxime was prepared based on the
Minimal Inhibitory Concentration (MIC) reported in literature (9),
being the solutions 5 times over the MIC of each species: for S.
aureus spp aureus and E. coli, the MICs were 3.3 uM and 0.12 uM
respectively. In the assays with B. subtilis, since it was assumed to
be unsensitive to the antibiotic, the mother solution was as in S.
aureus spp aureus.

The highest concentrations of free metal assayed dissolved in
water wee 5 times the maximum amount of Cu(Il) found by us in
poisoned rats (10). The source of Cu(Il) was obtained from the
acetate monohydrate salt at 44 uM.

To measure the activity of the complex antibiotic-metal was
necessary one previous procedure to isolate the antibiotic bounded
to copper. Free antibiotic and the metal salt were dissolved together
at saturation, 0.4 M for both components, at room temperature to
promote the complexation reaction. The complex was separated from
the residual contamination by chromatophy in a HPLC column
exactly as the conditions as we identified the free cefotaxime in rats.
The chromatografied buffer containing the complex was collected in
1.5 ml eppendorfs.

The resulting complex was dissolved in a methanol buffer. To
prevent the methanol toxicity, the alcohol was removed by
dissecation in a vacuum trap. The final power debris was weighted,
resuspended in water at saturation, homogenized and pooled. The
dry amount of the complex antibiotic-Cu was 90 mg. We assumed all
the dry weight to be the complex since the phosphate coeluted from
the isolation buffer was negligible (5 ug).
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The aqueous complex was prepared extemporarely at room
temperate yielding 0.66 M cefotaxime-Cu final concentration. The
assays were done with this concentration and four other more diluted
in water.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Concentration of cefotaxime

The concentration homogenates of free cefotaxime was measured
in blood, liver, kidney, spleen, lung and heart of the killed rats from
groups A and B at the 30, 60, 90, 120, 150, 180 and 210 min. after
the administration of cefotaxime. As there were 5 rats by each time,
the average concentration of free cefotaxime was calculated by each
group of 5 rats that were killed at each time.

Free antibiotic was present in all of samples showing a peak after
30 min of the administration the highest concentration of cefotaxime
was found in blood (four order of magnitude more cefotaxime than
the solid organs).

After the first 30 min, the antibiotic concentration dropped from
the maximum to the minimal values reached after 3 hours and half
of the beginning of the experiment.

The declining plots depicted a «two-phase» kinetic, inespectively
of the group of rats or the organ source of the samples, in good
agreement with the conclusion of the decrease of free antibiotic
found in adult humans with normal renal function (11, 12).

In the first 30-90 min cefotaxime disappeared from the sample
slowly, afterwards the declining late accelerated.

We can establish conclusive results describing that the amount of
antibiotic is much higher in control rats than in copper-toxified rats.

The differences more significant have been seen in liver, kidney
and lung. In spleen and heart, those differences were less prominent,
although they are very appreciable. In blood, concentrations of free
cefotaxime were greater in rats without copper, but the differences
between concentrations are not as rough as in the others samples
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that have been analysed. So, the presence of copper is an influential
factor in the concentration of free cefotaxime.

This observation has been supported with the help of a statistical
analysis, here the means of concentrations of free cefotaxime, in
blood, liver, spleen, lung, heart and kidney of rats without copper and
of the rats with it, at 30, 60, 90, 120, 150, 180 and 210 min. after
administration of this cephalosporin, have been compared. This
comparison has been done by means of a T distribution with p < 0.05.

Therefore, in all those times is dismissed the nule hypothesis
and the averages differences of cefotaxime concentrations were
statistically significant. As deduced from these differences between
the free cefotaxime concentration in rats with and without copper
did not happen randomly, so those differences in the concentration
could be due to the formation of antibiotic/metal complex, remaining
a lesser concentration of free cefotaxime.

3.2. Distribution of cefotaxime

Tables 1 and 2 show the greatest concentration of cefotaxime in
blood. In the assayed organs the concentration of this cephalosporin
is decreasing in the sense: Kidney > liver > lung > spleen > heart.
Therefore cefotaxime is mainly stored in kidney. This fact happened
in both groups, so we induced, the metal is not an influential factor
in the distribution of cefotaxime.

Table 1. Average concentrations (mg/mL) of free cefotaxime in rats
without copper

TIME (MIN)
SAMPLES 30 60 90 120 150 180 210
BLOOD 0.80 0.46 0.25 0.14 0.08 0.06 0.02
LIVER 6.03.10° 2.68.10° 2.16.10° 1.71.10° 1.42.10° 1.37.10° 1.24.10°

SPLEEN 2.70.10° 1.58.10° 1.45.10° 0.53.10° 0.41.10° 0.39.10° 0.38.10°
KIDNEY 24.2.10° 18.1.10° 10.6.10° 5.90.10° 5.01.10° 4.81.10° 3.17.10°
LUNG 7.19.10° 5.26.10° 3.52.10° 3.02.10° 1.33.10° 1.22.10° 0.46.10°
HEART 2.56.10° 1.87.10° 1.23.10° 1.14.10° 1.08.10° 0.86.10° 0.85.10°
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Table 2. Average concentrations (mg/mL) of free cefotaxime in rats with
copper

TIME (MIN)
SAMPLES 30 60 20 120 150 180 210
BLOOD 0.65 0.48 0.25 0.12 0.06 0.05 0.03

LIVER 447107 2.46.10° 1.24.10° 0.88.10° 0.84.10° 0.61.10° 0.25.10°
SPLEEN 2.59.10° 1.49.10° 0.95.10° 0.50.10° 0.35.10° 0.27.10° 0.23.10°
KIDNEY 20.6.10° 9.03.10° 5.16.10° 4.01.10° 3.28.10° 2.80.10° 2.64.10°
LUNG 3.93.10° 3.46.10° 2.57.10° 2.16.10° 1.24.10° 1.01.10° 0.26.10°
HEART 1.61.10° 1.39.10° 1.21.10° 0.98.10° 0.87.10° 0.66.10° 0.29.10°°

3.3. Stability of cefotaxime

The decrease rate constants of the concentration of free
cefotaxime in treated and control rats are of first-order, according to
the best values of correlation coefficient. The absolute values of the
logarithmic of the observed constants K are shown in Table 4, where
the highest value of log K is in heart for the 2 groups of rats,
therefore the cefotaxime is more stable in heart than in the others
studied organs.

In rats without copper the stability of cefotaxime in organs is
decreasing in the sense: heart and liver > kidney and spleen > lung.
In rats with copper the stability is: heart > kidney > liver, spleen and
lung.

In blood it was observed the lowest stability of cefotaxime in the
2 groups of rats.

Therefore the highest and lowest stability were unaffected by the
presence of copper.

3.4. Activity of cefotaxime
It is not only important the presence of copper in the availability
of cefotaxime, but also the presence of the metal results to be crucial

in the effectiveness of the cephalosporin dosage administrated to the
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animals because of the decrease of the free cefotaxime concentration
due to the metal.

Table 3. Differences more significant in concentrations of free cefotaxime
between rats with copper and without it

SAMPLES TIME (MIN) | VALUE OF T
BLOOD 150 0.04 2.34
30 0.02 2.7
90 0.02 2.9
120 1.47.10* 6.73
LIVER 150 0.02 2.8
180 1.57.10° 4.68
210 6.36.10°® 18.9
90 7.27.10° 3.57
150 0.02 2.9
SPLEEN 180 1.14.10* 6.98
210 2.50.10* 6.23
60 4.34.10* 5.74
90 1.12.107 15.57
KIDNEY 120 5.10* 5.61
150 5.46.107 3.77
180 4.88.10* 5.64
30 493.10° 7.86
60 1.39.10* 6.8
LUNG 90 1.35.10° 4.8
120 5.46.107 3.77
180 0.04 2.45
210 1.28.10° 4.84
30 6.39.10* 5.4
HEART 120 6.16.10° 3.68
180 8.72.107 3.44
210 1.19.10° 12.9
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Table 4. The absolute values of the logarithmic of the observed constant K

RATS WITHOUT COPPER RATS WITH COPPER
BLOOD 1.73 1.79
LIVER 2.16 1.86
SPLEEN 1.93 1.86
KIDNEY 1.93 1.93
LUNG 1.86 1.86
HEART 2.16 2.16

Copper would provoke a fall down of free cefotaxime to values
even below of those corresponding to the MIC (minimum inhibitory
concentration) to kill the microorganism that would cause the
infection, so that the activity of cefotaxime will decrease or even the
cephalosporin will not have activity in many cases. So, in poisoned
patients with copper, it is very important to bear in mind this fact
when they have to follow a course of treatment with Cefotaxime.

In order to determinate and compare the biological activity of the
complex, it was necessary to know the impact in the cell viability of
the free cefotaxime as well as the metal by it-self in the same
experimental conditions.

Dissolved copper in media culture has not a deleterious effect at
all on growing cells (data not shown) even a mM scale in the discs,
concluding that if the complex had any biological activity, it should
not be due to rests of metal in the complex.

The detailed results of the assays with cefotaxime are shown in
Table 5 and 6.

Shocking the B. subtilis CECT 356 strain (Table 5), which was
thought to be a not susceptible bacteria (1, 9), arose as the most
sensitive strain to cefotaxime, much more that even the well known
sensitive strains of E. coli used by us. However B. subtilis was not
sorted out in the past among the cefotaxime targeted species, perhaps
due to be not a clinical bacteria, we strongly ask to favour their use
as standard in sensitivity tests in the future.
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Table 5. Activity of cefotaxime against B. subtilis CECT 356 and E. coli CECT
434 and CECT 516

Concentration of Diameter of the
cefotaxime in Moles halo in mm

16.5.10°° 47

3.3.10° 32

B. subtilis CECT 356 1.65.10° 33
0.82.10° 31

0.33.10° 25

0.655.10°° 21

1.125.10°° 16

E. coli CECT 434 0.062.10°° 16
0.031.10° 15

0.012.10°° 12

0.655.10°° 22

E. coli CECT 516 0.062.10°° 18
0.031.10°° 16

0.012.10° 14

Table 6. Activity of cefotaxime against S. aureus spp aureus CECT 239 and
CECT 435

Diameter of the halo in mm

TSA Media Agar-blood Media
Concentration S. aureus S. aureus spp S. aureus S. aureus
of cefotaxime spp aureus Spp aureus  sSpp aureus spp aureus
CECT 239 CECT 435 CECT 239 CECT 435
16.5.10° 33 37 27 30
3.3.10° 27 29 21 24
1.65.10° 27 27 18 23
0.82.10°° 24 25 15 20
0.33.10°° 19 23 12 17

As expected, cefotaxime was active against E. coli studied (Table
5), but some differences would be observed: strikingly E. coli CECT
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434, described as standard of sensitivity likely was less affected than
E. coli CECT 516, used in resistance to metals.

In the S. aureus spp aureus cultures, two different media were
used: TSA and blood agar. The later provided an environment similar
in somewhat manner to the mammalian tissues, because is a protein-
rich medium containing cellular rests. cefotaxime was effective
against those strains of S. aureus spp aureus, but the sensitivity was
increased in the TSA cultures. It could be justified because an
antibiotic sequestration by protein binding occurred in the blood agar
medium. cefotaxime is reported to bind proteins, so the amount of
free antibiotic would be 27-38% reduced in the presence of proteins
(11). It means that the amount of functional antibiotic was lesser in
the blood agar. Our findings agreed the reported data, because the GIZ
in blood agar had mean values 25% smaller than in TSA cultures.

As observed in E. coli, the two strains assayed did not show the
same results regarding the level of sensitivity to cefotaxime. However
the experimental results were not enough to build statistical analysis,
it seemed, comparing the data of the E. coli and S. aureus spp aureus
strains, that the intensity of the antibiotic aggression could have a
strain dependent component in each of the sensitive species.

As above mentioned, the importance of this work is to know
whether the complex, antibiotic-metal has biological activity against
the strains of microorganisms studied.

The cefotaxime-copper complex (Table 5) had some activity
against B. subtilis CECT 356 and E. coli CECT 516 only at the highest
concentration used, being harmless at lower concentrations.

The results would induce misleading conclusions. Apparently,
there waas a moderate microbicide activity against the model species,
but a matter of scale should be addressed. cefotaxime was fully
active at UM concentrations or lower, whereas the complex derivate
required a concentration six orders of magnitude higher to affect
slightly the cell viability. The maximum concentration in vivo of
cefotaxime reported in adult patients with a normal renal function
is 55 uM (1,11), so the microbicide effect of the complex lacked of
a practical relevance in physiological terms.

Finally, we wish to warm about the clinical outcome of our finding:
antibiotic treatment based on cefotaxime in copper poisoned patients
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with a bacterial sickness would be completely counterproductive,
because the infecting microorganisms could progress without
opposition.
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SESION NECROLOGICA

Sesion Necrologica en Homenaje al Excmo.
Seiior Don Juan Manuel Reol Tejada

Sesién celebrada el 5 de marzo de 2009.

El Excmo. Sefior Don Juan Manuel Reol Tejada nacié el 26 de
agosto de 1933 en Burgos. Tomé posesion como Académico de Niime-
ro el dia 14 de noviembre de 1991. Falleci6 el 9 de septiembre de 2008.
La Sesién Necrolégica se celebré el dia 5 de marzo de 2009. En dicha
sesion participaron el Excmo. Sefior Don César Nombela, Académico
de Numero; Don N. Victor Jimenez Torres, Académico de Numero; el
Excmo. Sefior Don Antonio Doadrio, Académico de Numero, y la Ex-
cma. Sefiora Dofia Maria Teresa Miras Portugal, Presidenta de la Real
Academia Nacional de Farmacia.
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Juan Manuel Reol: Una época de la farmacia
espanola

César Nombela Cano

Académico de Numero de la Real Academia Nacional de Farmacia.

Excma. Sefiora Presidenta,
Excmos. Sefiores y Sefioras Académicos,

Senora viuda, hijos y familiares del Excmo. Sefior Don Juan Ma-
nuel Reol Tejada,

Seforas y Sefiores.

Agradezco a la seccién VI de esta Real Academia el que me haya
propuesto para intervenir en este acto. Ocasiones como esta deben
servir para glosar la tarea de quienes nos han precedido en actuacio-
nes y alcanzado éxito en funcién de su inteligencia y su compromiso.
Hacerlo con objetividad y equilibrio resulta obligado cuando se trata
de manifestaciones propias de un foro académico como éste. Mos-
trar la forma en que nuestros compaferos supieron ser creativos en
un pasado reciente es también provechoso para las nuevas genera-
ciones, que, en el presente y en momentos futuros no muy lejanos,
se han de enfrentar a encrucijadas en las que hay que saber elegir.
Y por dltimo, pero no menos importante, hoy también es un dia para
demostrar los afectos hacia los mas allegados a la figura de Juan
Manuel Reol, su mujer, Maria Angeles, y sus hijos, con quienes esta
Academia comparte el dolor por su ausencia definitiva de este mun-
do, pero que igualmente quiere con ellos celebrar su vida, tantos
anos vinculada a los esfuerzos y tareas de esta corporaciéon en la que
lleg6 a desempenar la Presidencia.

El titulo de mi intervencién «Juan Manuel Reol: una época de la
Farmacia espafnola», quiere reflejar que es obligado hacer referencia
a una serie de actuaciones, de nuestro recordado académico, en pro
de la institucionalizacion de la gestién publica de los asuntos que
conciernen al medicamento y a todo el entorno profesional farma-
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céutico en nuestro pais. Espafia constituye un extenso mercado far-
macéutico, regido por unas normas regulatorias exigentes y plena-
mente homologables con las de la Unién Europea de la que somos
parte —de hecho, en nuestro dmbito europeo Espana lidera con
frecuencia procedimientos de registro con validez en todo el ambito
comunitario—. Incluso, cabe decir sin tapujos que el Ministerio de
Sanidad, en cuanto a competencias sanitarias en el conjunto de la
nacion, estd actualmente constituido por poco méas que la Agencia
del Medicamento. Tenemos una extensa red de Oficinas de Farma-
cia, que constituyen una primera linea de sanidad; disponemos de
un conjunto de servicios de Farmacia Hospitalaria, con implanta-
ciéon en nuestro Sistema de Salud, que garantiza una prestacién
farmacéutica a cargo de profesionales formados tras largos periodos
de residencia hospitalaria, homologables con los de mayor nivel del
mundo en cuanto a extension e intensidad de su formacion; desde la
formacién y especializacién farmacéutica, en fin, hemos sido capa-
ces de incorporar a un buen namero de nuestro titulados al &mbito
del laboratorio clinico (en sus diversas versiones: Bioquimica, Mi-
crobiologia, Hematologia) contribuyendo asi a la actualizacién de
una tarea de tanta enjundia para la asistencia sanitaria.

Todo este esquema organizativo de una Farmacia espafola, ple-
namente integrada en un Sistema de Salud digno de un pais moder-
no, no es algo que haya surgido por generacién espontanea, ni tam-
poco ha tenido un desarrollo fAcil, ni obvio. Por el contrario, es fruto
de la visién de futuro y del compromiso de quienes han sabido
encontrar los caminos y, con frecuencia, incluso vencer resistencias
internas, superar el inmovilismo que también en nuestro seno a
veces se ha manifestado en forma del mas vacio y acritico triunfa-
lismo. «Me duele la Farmacia», habia llegado a afirmar, parafrasean-
do a Unamuno, un Juan Manuel Reol estudiante de Farmacia, ante
un claustro de profesores y muchos de sus comparieros. Asi lo recor-
daba él mismo, en una reciente entrevista biografica publicada en
Diario Médico. Sin duda esa inquietud le llevaria a ser el principal
artifice de una serie de iniciativas institucionales en su etapa profe-
sional en la Administracion.

Toda trayectoria humana esta sembrada de instantes en que la
bifurcacién de caminos obliga a elegir, a optar por una entre varias
oportunidades; también hay momentos en que el elenco de posibili-
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dades por las que optar se estrecha, pero, incluso entonces, el coraje
y la imaginacién distinguen a quienes, pegandose al terreno de lo
posible, saben convertir en oportunidad lo que pueda parecer un
acontecimiento negativo. Como es sabido, el Doctor Reol hubo de
abandonar una prometedora e incipiente carrera académica —debi-
do a especiales circunstancias familiares— para integrarse de lleno
en la actividad profesional fuera de la Universidad. Llevé a ese
ambito su inquietud basica: la Farmacia o es cientifica o no es.

Pronto escalaria Reol al maximo rango de la administracién far-
macéutica: la Subdirecciéon General de Farmacia, dentro de la Direc-
ciéon General de Sanidad, puesto que habria de desempefar entre
1971 y 1977. Asombra la cantidad y el calado de las normas de po-
litica sanitaria farmacéutica producidas durante ese periodo, y asom-
bra mas si se tiene en cuenta que esa etapa incluye una buena parte
de la transicién politica espafiola. No es de extranar que todo ello
culminara en la elevacién, de la citada Subdirecciéon General, al ran-
go de Direccién General de Farmacia. Un puesto hecho a la medida
de Reol, que habia sido el gran disefiador de una Farmacia institu-
cional propia de los tiempos en nuestro pais. El desempefio de esa
Direccién General ya estaria a cargo de Reol durante poco mas de
un afno (1977-78); otras tareas nuevas y apasionantes le esperaban
también en la gestién publica a las que no dudé en acceder. Imagino
que le habria de costar dejar el ambito de su gran obra —la institu-
cionalizaciéon de la politica farmacéutica—, pero también supongo
que la propuesta poética de Leén Felipe ...pasar por todo una vez/
una vez solo y ligero... le evocaria una forma de actuar, una actitud
vital de quienes, siguiendo también al poeta quieren sobre todo que
...no hagan callo las cosas/ni en el alma, ni en el cuerpo...

A pesar de la brevedad de esta intervencién, es obligado mencio-
nar las disposiciones basicas debidas a la accién del Doctor Reol,
ademas de senalar que para legislar y decretar en estos ambitos no
basta con ocupar un puesto en el organigrama del Ejecutivo. Exige
la determinaciéon de quienes tienen las ideas claras, asi como la ca-
pacidad para persuadir, algo que solo logran quienes a su vez estan
persuadidos de sus propias razones:

— La normativa sobre Farmacovigilancia de 1973, que implanta
la tarjeta de notificacién de reacciones adversas.
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— Las normas sobre registros de medicamentos, también de
1973, que adelantaban en trece afios lo que habria de ser
nuestra adhesion a la CE.

— La normativa sobre ensayos clinicos de 1978, que incorpora-
ban a Esparfia en este tema a los principios bioéticos irrenun-
ciables formulados por la declaracién de Helsinki y su conti-
nuacion en Tokio: la primacia del ser humano, incluso frente
a los intereses de la Ciencia y la Medicina.

— La ordenacién de la Farmacia Hospitalaria mediante orden
ministerial de 1977, considerada como la Carta Magna de la
Farmacia Hospitalaria Esparfiola.

— La transformacién del sistema de autorizaciéon y apertura de
Oficinas de Farmacia en Espafa, que crea un sistema de es-
tablecimientos sanitarios en el que se articula la responsabi-
lidad publica con la titularidad privada del servicio.

— La promocién y potenciaciéon del Cuerpo de Farmacéuticos
Titulares, la creaciéon del Cuerpo Farmacéutico de Sanidad
Nacional y las primeras iniciativas para la puesta en marcha
del sistema Farmacéuticos Residentes (FIR).

Se trata de una ingente aportacion institucional que sitta los
asuntos farmacéuticos en un lugar privilegiado de la Administracién
publica sanitaria y abre el camino para otras disposiciones basicas
que habrian de seguir. Entre éstas estan, el Real Decreto Ley de
Especializaciones Farmacéuticas de 1982, aprobado a finales del
mandato del Profesor Federico Mayor como Ministro de Educacién
y Ciencia. Tuve el honor y el privilegio de presidir durante 8 afios el
Consejo de Especializaciones derivado de ese decreto, que orient6
un desarrollo profesional farmacéutico de bastantes miles de espe-
cialistas hospitalarios, cuya actividad profesional resulta basica para
los cuidados de salud en nuestro pais. Seguirian también la Ley del
Medicamento, con diversas versiones, que consagran un marco de
uso racional, garantias de eficacia, calidad y seguridad de medica-
mentos y productos sanitarios. No es casual el que, a dia de hoy,
quien pretenda encontrar las claves de la Sanidad institucional, en
el correspondiente Ministerio del Gobierno de la Nacién, se pueda
encontrar con una palabra clave: Farmacia y Medicamento como el
ambito mas definitorio de la tarea de este departamento ministerial.
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El Doctor Reol nos dejo un relato imprescindible de sus ideas y
experiencias profesionales en su discurso de ingreso en esta Real
Corporacion titulado «El medicamento hoy: de la investigacién a los
aspectos socioeconémicos», contestado también magistralmente por
otro muy recordado académico, Profesor Rafael Cadoérniga. Llego
Reol a esta casa con el dnimo bien dispuesto y la conviccién de
haber alcanzado una distincién de la que habia que hacerse acree-
dor, dia a dia. Su discurso es un retrato de su persona y de su tra-
yectoria, una reflexion sobre lo que ha significado el desarrollo de la
Farmacia, en funcién de bases cientificas racionales, asi como una
valoracion de lo que supone para la calidad de vida de las personas.
El medicamento es una herramienta social que sé6lo en manos de
profesionales y politicos humanistas puede cumplir su funcién en la
sociedad actual.

Permitaseme, finalmente, una breve valoracion, desde una vertien-
te mas personal, de la figura del Doctor Juan Manuel Reol. Interesa-
do, desde mis tiempos de estudiante, por una mejora de nuestras fa-
cultades universitarias, como paso esencial para el avance profesional
y las reformas que hacian falta, tuve noticia temprana de un nombre,
el de Reol, que se revelaba ya como una figura emergente en la Far-
macia institucional. No obstante, mi primer encuentro personal con
Juan Manuel Reol no lleg6 hasta 1976, con mi regreso a Madrid como
Profesor Agregado Interino de la Facultad en la que he servido desde
entonces. En su despacho de la Subdireccién General de Farmacia
pude conocer los esfuerzos para configurar adecuadamente el Centro
Nacional de Farmacobiologia, como herramienta fundamental para la
tarea regulatoria de la Sanidad Institucional. Pronto pude saber de sus
actividades —siempre incansable en la tarea— de reforma de la admi-
nistracién para actualizar todo lo relacionado con la Farmacia y el
Medicamento en Esparfia. A este primer encuentro habrian de seguirle
innumerables ocasiones de conversar y compartir inquietudes, anhe-
los e iniciativas diversas. Recuerdo su presencia frecuente en comisio-
nes y grupos de estudio sobre la formaciéon de farmacéuticos, apor-
tando esa vision desde un mundo real que tanto necesitamos en la
Universidad para bien de nuestros estudiantes, futuros profesionales.
Especialmente grato para mi es recordar las ocasiones en que pude
conversar largamente con el Doctor Reol sobre temas siempre actua-
les: la Ciencia, la Farmacia, el Medicamento, Espafa y su futuro,
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como lo es el rememorar las reuniones del Consejo Asesor de la Agen-
cia del Medicamento, del que formamos parte en sus inicios, como
igualmente rememoro, con agradecimiento, el que me animara a ser
presentado como candidato a la medalla que desempefio en esta Real
Academia. Son recuerdos que refuerzan los afectos que uno siente por
quienes han dejado una huella permanente en la profesién y en la
Academia.

Juan Manuel Reol Tejada pertenece a una generacién de espafio-
les que se prepararon como universitarios en la década de los cin-
cuenta, superando limitaciones a base de esfuerzos, y pusieron las
bases para un lanzamiento de la nacién espanola hacia el futuro.
Una Espafa, que en los sesenta y parte de los setenta, en plena
modificaciéon de estructuras y mentalidades, consolidaba su decisién
de cambiar, con distintos grados de intensidad —evolucion, reforma,
ruptura, revolucién— segun las preferencias de cada cual, hacia un
modelo de vida y de organizacién social propia de las democracias
occidentales, de un Occidente europeo al que teniamos acceso y por
el que nos moviamos ya con facilidad una parte de la juventud de
entonces. La Sanidad fue uno de los pilares de esa transformacion;
desde su experiencia como sanitario, Reol también se integré en un
grupo selecto de personas que plantearon con audacia y honradez
los cambios politicos. Pero, eso ya no forma parte de mi cometido
de esta tarde. Yo he venido a describir cémo el nombre del Doctor
Reol describe una etapa de la Farmacia espaiola.

He dicho.
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Juan Manuel Reol en la cercania

N. Victor Jiménez Torres

Académico de Numero de la Real Academia Nacional de Farmacia

Excma. Sefiora Presidenta de la Real Academia Nacional de Far-
macia,

Excmos. Sefiores Académicos,
Familiares del Excmo. Sefior Don Juan Manuel Reol Tejada,

Comparfieros y amigos.

La llamada telefénica del Excmo. Senor Don Guillermo Gimé-
nez Gallego, para comunicarme el acuerdo de la Seccién Sexta, res-
pecto a mi participacién como ponente en esta Sesién Necrolégi-
ca en Memoria de nuestro querido amigo y comparfiero el Excmo.
Senior Don Juan Manuel Reol Tejada, me llen6é de responsabilidad
en mas de una dimensién; de éstas destacaré dos. En primer lugar,
porque el acto era promovido por la Real Academia Nacional de
Farmacia, «nuestra casa»; en segundo lugar, porque glosar a Juan
Manuel desde un posicionamiento familiar, tenia muchas probabi-
lidades de alcanzar un resultado con sesgos sélo explicables por los
lazos que nos unian.

Mis palabras, enmarcadas en el titulo «Juan Manuel Reol en la
cercania», desean superar el relato para reflejar la reflexién alcan-
zada tras recordar las conversaciones personales mantenidas y las
recientemente realizadas con algunos de sus familiares y amigos
mas cercanos, para ser fiel en la descripciéon de los rasgos que he
recogido. La lectura de varios de sus escritos, libros y algunas cartas
personales, junto a los momentos vividos en la cercania de aconte-
cimientos familiares, ha constituido igualmente el nicleo de esta
disertacién. Desconozco cuan acertadas les pareceran mis palabras,
pero tengan la conviccién que han sido escritas desde situaciones
personales focalizadas en los recuerdos y emociones que he tenido
la suerte de compartir con el homenajeado.
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Hoy es un dia en el que pesan los recuerdos; también es un dia
para espantar a los que generan tristeza y sobrevivirlos, ya que ol-
vidarlos es mas dificil. Por ello, mi participacién en este acto desea
alcanzar un tono de agradecimiento a la vida y de esperanza; para
ensalzar ambos valores he seleccionado una de las estrofas de la
poesia Gracias a la vida, escrita por la poetisa y cantante chilena
Violeta Parra, hace mas de cincuenta afios:

«Gracias a la vida, que me ha dado tanto,
Me ha dado la marcha de mis pies cansados,
Con ellos anduve ciudades y charcos,

Playa y desiertos, montarias y llanos,

Y la casa tuya, tu calle y tu patio».

Gracias a la vida, que me ha dado tanto.
(Fragmento de la poesia Gracias a la Vida. Violeta Parra. Chile, 1917-1967).

Juan Manuel era un hombre de moralidad absoluta, con una
ética profunda en todos sus actos y un sentido religioso en sus re-
laciones. Era una persona con alta responsabilidad y lealtad a todo
y a todos.

Era (Juan Manuel) un purista en muchisimas dimensiones de la
vida, y esta condicién tan personal la trasladaba al trabajo. En sus
planteamientos siempre manifesté ilusién y espiritu constructivo que
conjugaba de manera maestra, ya que en no pocas ocasiones trans-
formé dificultades en facilidades y esto le permitia alcanzar el con-
senso con una maestria digna de recordar.

La politica la entendi6 pero no sin esfuerzo; no dejaba nada a la
improvisacién porque era muy exigente consigo mismo y muy estric-
to para no aproximarse al principio de entropia maxima. Al ser un
pensador con criterios liberales, no era un dogmatico, aunque si
impregnaba de profundidad cristiana su vida de manera que su
impronta personal no pasaba desapercibida, pero no imponia sus
convicciones.

Juan Manuel era un hombre generoso y era publico su profundo
respeto por el mundo de las Academias alla donde estuvieren, por la
Universidad y por las Instituciones politicas. Es una realidad indis-
cutible su riqueza en amigos en cualquiera de los ambitos donde
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desarroll6 su actividad y, a esta sazén, recuerdo la frase «Era tan
pobre que no tenia mds que dinero», con la que el cantautor y poeta
Joaquin Sabina inicia su cancién «Pobre Cristina» (1990).

A Juan Manuel le gustaban las tertulias y era organizador de las
mismas porque era un extraordinario comunicador. En su juventud
estren6 una comedia, con su pandilla de amigos, siendo el autor del
guién; eso si, aplicando el apotegma del Tao: «el que sabe no habla;
el que habla no sabe». Era un hombre que entendié la vida como
una apertura hacia el otro y, en palabras de nuestro compariero José
Félix Olalla, esto era asi porque habia hecho de la amistad y del
verbo una terapia.

Juan Manuel, en familia, no era tan serio como aparentaba; tenia
chispa y encanto; era reconocido como el referente de la misma por
su alta responsabilidad que tuvo que demostrar garantizando el sus-
tento de su familia tras la muerte de su padre.

Juan Manuel en su libro «Palabras de Todo y Nada», escribi6:
«confieso que he vivido como Neruda». Y anadia: «la vida ha sido
generosa conmigo, tengo cinco hijos y una mujer sensible y fuerte».
Pues, mi querido Juan Manuel, ahora ya son cinco los nietos que te
han dado tus hijos.

Manifestaba una gran devocién por su mujer y era altisimo el
grado de complicidad que mantenian; todas las decisiones familiares
siempre fueron por consenso. Es este un buen momento para desta-
car que Maria Angeles, ademas de las cualidades citadas, manifest6
un extraordinario entusiasmo por la actividad de su marido al que
siempre acompaiié en sus multiples desplazamientos por Castilla y
Leén, por Espana y por el mundo.

Juan Manuel inculcé a sus hijos valores como la tolerancia y la
fortaleza y una educacién basada en el trabajo bien hecho, el sentido
del deber y la honradez; a todos les dio un mismo consejo: hay que
buscar la felicidad en la vida y ser el mejor en lo que hagas, sin
importar la actividad que desarrolles. Era un hombre de mucho
animo y ni el sufrimiento que le ocasionaba su enfermedad le impe-
dia mantener su alegria con los diferentes miembros de la familia,
especialmente con sus nietas, que a pesar de las diferencias de edad
entre las mismas a cada una le aportaba lo que presentia que nece-
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sitaba, desde un consejo a un juego. Le preocupaban mucho mas los
males de los demas miembros de la familia que los propios.

Juan Manuel entendié la amistad mejor que la politica; era un
hombre leal y muy pudoroso para sus cosas y para las cosas de los
demas. Siempre reconocié no guardar rencor a nadie y a este res-
pecto escribid: «no tengo mds enemigos que los que ellos quieran serlo
mios».

Era (Juan Manuel) generoso con los amigos y con los comparie-
ros; siempre encontraba un momento para el recuerdo y la palabra
certera para el elogio, sin distincién entre ambos. Mi devocién per-
sonal por la obra del jesuita Baltasar Gracian, me ha llevado a reco-
nocer en los escritos de Juan Manuel la méaxima de Gracian: «tanto
valdrd uno cuanto quisieren los demds; y para que quieran se les ha
de ganar la boca por el corazon».

Juan Manuel era un buen conocedor de que la vida es cambiante,
critica y caprichosa; estas caracteristicas, aparentemente contrapues-
tas a su impronta castellana, nunca fueron incompatibles con su ca-
pacidad para reconocer en todos sus amigos la mas alta considera-
cioén y valia; y es que Juan Manuel era muy agradecido con todos.
También exigia reciprocidad porque estaba muy orgulloso de su obra
y de sus logros en la Administracion, en la Academia y en la Politica.

Juan Manuel ha vivido sus suefios y como todos los que lo logran
son personas unicas; pero la vida es inabarcable y como dice Gala:
«la vida en si misma es inseguridad». A pesar de todo esto, con su en-
fermedad y lo que representaba, fue exquisito y cuidadoso, durante
los largos afios que le acompand, por respeto a los demaés; no queria
que nadie sufriera los inevitables costes de la misma, mas aprecia-
bles en su cuerpo que en su alma. Esa vision cristiana explicaria los
testimonios de amigos que me han reconocido la encomienda diaria
de su alma a Dios. Creo firmemente que en este momento todos par-
ticipamos del mensaje que el profesor Randy Pausch, al reflexionar
sobre su anunciada y prematura muerte, expresa en su libro «La
dltima leccién»: «al morir una parte de nosotros se ha ido con él».

En una de mis ultimas conversaciones con Juan Manuel y con
motivo de una distincién de la SEFH que lleva su nombre, me dijo
que le gustaban los homenajes en los que podia participar. Por ello
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concluyo mi intervencién haciendo propias las palabras del altimo
parrafo que escribié para su discurso como primer Académico de
Honor de la Academia de Galicia y que no llegé a pronunciar en
publico:

«José Angel Valente, vuestro paisano y grandisimo poeta, dice: “Las
palabras vuelven como vuelve el mar”. Yo quiero volver a Galicia y
comprometerme con esta Academia, con la misma firmeza vy la misma
esperanza con la que siempre, siempre, retorna el mar».

Muchas gracias.

He dicho.
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Homenaje a Don Juan Manuel Reol Tejada

Antonio L. Doadrio Villarejo

Secretario de la Real Academia Nacional de Farmacia.

Excma. Senora Presidenta de la RANF; Excmo. Sefior Presidente
de la Real Academia de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales, Don
Alberto Galindo Tixaire; Excmo. Sefior Presidente de la Academia de
Jurisprudencia y Legislacion, Don Landelino Lavilla Alsina; Excmo.
Senor Presidente de la Real Academia de Farmacia de Catalufia, Don
Miquel Ylla-Catala; Sefiora Directora General de Farmacia y Pro-
ductos Sanitarios, Dofia Maria Teresa Pagés; Senor Presidente del Tri-
bunal de Cuentas, Don Manuel Nufiez Pérez. Excmas/os. Sefioras/
Senores Académicos; Ilustrisimas personalidades, Sefnoras y Sefiores.

Es para mi un honor asumir la encomienda de glosar la vida
académica de una personalidad de la talla de Don Juan Manuel Reol
Tejada, a la par que una gran responsabilidad, ya que con toda se-
guridad esta Corporacién puede encontrar académicos de mayor
relieve para construir una laudatio méas acorde al personaje que hoy
homenajeamos, para convertirla en un epinicio que, tal como hacia
Pindaro en la Grecia clasica, arménicamente nos desglosara la his-
toria del héroe.

Acepto humildemente el encargo de esta Academia, con todo el
respeto y admiraciéon que me engendra la figura de un maestro, para
intentar describir su ciclo en esta Academia.

Debo utilizar para ello mis ingenios, por lo que no puedo escribir
bellas odas o poemas griegos, pero si que puedo empezar con una
copla espariola:

Don Juan Manuel Reol Tejada
Que en la vida dejé fama,

De caballero cumplido,

De hombre sin tacha,

De trabajador constante,
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De cortés con los demds,

De dignidad sin igual,

De cristiano humilde

Y de padre y marido ejemplar.

Comienza su andar en esta Academia el 14 de noviembre de 1991,
tomando posesiéon de su plaza de Académico de Numero, en la me-
dalla nimero 23, sucediendo al Profesor Roman Casares, con la lec-
tura de su discurso: «El medicamento hoy: de la investigacion a los
aspectos socieconémicos», faraénico memorandum de 182 paginas
—histéricamente el mayor nunca escrito por un académico— en el
que comienza expresandonos lo que significaba en esos momentos su
punto de partida y compromiso con esta Academia: «Para una tan
enraizada vocacién como la mia, la Academia era un suefio entrevis-
to», y mas adelante anade: «la Academia no es una meta de llegada
sino un punto de partida. Con esto quiero expresar mi voluntad de
contribuir, en la medida de mis fuerzas, a impulsar los trabajos y, por
ende, el prestigio de la Academia hasta lo mas alto. Abrirla a la pro-
fesion en sus diferentes actividades y, especialmente, como no puede
ser de otro modo, a las que desarrollan nuestros comparieros y todos
aquellos que, desde una u otra posicion, realizan trabajos en la indus-
tria farmacéutica».

Una década después, y siendo ya el Doctor Reol Director de esta
Academia, nuestro recordado compaiiero el Profesor Domingo Espi-
noés, decia en una Junta General: «El mérito que tienes, Juan Ma-
nuel, es el de habernos puesto a trabajar a todos»; por lo que desde
entonces podemos entender que sus palabras de impulsar los traba-
jos, era toda una referencia a los académicos. En ese discurso, con-
testado por el Profesor Cadérniga, hace un dibujo magistral de lo
que es la atencién sanitaria y el consumo de medicamentos en una
sociedad abierta, postindustrial y competitiva, en donde se manifies-
ta su preocupacion por la salud, especialmente en los paises de pocos
recursos econémicos.

Su promesa de contribuir en el desarrollo de la Academia se cum-
ple de inmediato, ya que apenas un afno después, en diciembre de
1992, es elegido vicesecretario, cargo que ocupa hasta 1995. Posterior-
mente, en marzo de 1998 es votado vicedirector, etapa que desarrolla
hasta febrero de 2000, para ser elegido el 20 de diciembre de ese afno

316



VoL. 75 (2), 315-323, 2009 NEecroLoGicA DoNn MANUEL ReoL TEjADA

Director de la Academia, cargo traspasado a Presidente por los Esta-
tutos de 2002 y que ejerce hasta el 19 de enero de 2007, por cese re-
glamentario. Se convierte asi en el primer Presidente de la recién de-
nominada Real Academia Nacional de Farmacia, siendo junto al
Doctor Zuiiga, los dos tinicos Presidentes de esta Academia hasta esa
fecha, desde que en 1932 se constituye la Academia Nacional de Far-
macia a partir del Real Colegio de Farmacéuticos.

La época en la que dirige y después preside a esta Corporacién,
es sin duda, una de las mas brillantes, si no la mas, de nuestro largo
recorrido temporal, especialmente en su trascendencia social.

Soy afortunado por haber compartido con él su trabajo y obliga-
do en espiritu por sus ensefianzas, desde los cargos de Bibliotecario
y Secretario de esta Academia. Desde esa breve, pero intensa rela-
cién académica, surgié una gran amistad. «Amistades que son cier-
tas nadie las puede turbar», decia Miguel de Cervantes.

Presidi6 con éxito los destinos de nuestra Institucién, mandando
sin decretar y por ello sin molestar y es que: «El éxito debe medirse
no por la posicién a que una persona ha llegado, sino por su esfuer-
zo en triunfar» (Booker T. Washington).

Durante su mandato se va a ejecutar la mas ambiciosa remodela-
cién interior de nuestra Sede; se potenciaran enormemente las sesio-
nes cientificas y las publicaciones, bien en forma de monografias o
con la creacién de la coleccién denominada «Lecturas Singulares», sin
olvidar la gran obra del Diccionario Terminolégico de las ciencias
farmacéuticas. Se desarrollaran homenajes a cientificos farmacéuti-
cos, recuperando su memoria histérica; se dara un nuevo contenido a
la Fundacion José Casares Gil. Naceran unos nuevos Estatutos; se
creara la Comisién de Informatica y Comunicacion, que promovera de
manera definitiva la entrada de esta Academia en la sociedad de la
informacién. Impulsara la creacién de la Asociacion Iberoamericana
de Academias de Farmacia, con la celebracién del II Encuentro y la
firma de la «Declaracién de Madrid», y se amplia el horario de aper-
tura de nuestra Sede, estableciéndose turnos de manana y tarde para
dar un mejor servicio a la sociedad, lo que fue su gran preocupacién.

Don Juan Manuel Reol escribia en La Real Academia Nacional de
Farmacia: misién y objetivos. Una reflexion general sobre las Acade-
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mias: «Quiero expresar pues, una primera idea. No comparto ningin
pesimismo sobre el presente y el futuro de las Academias. Creo que
las Academias viven un momento especialmente intenso, como Es-
pafia, y que su presencia y opinién en los acontecimientos mas des-
tacados del pais pone de manifiesto que las Academias tienen y de-
sarrollan, cada vez mas, una importantisima misién social». En ese
mismo articulo podemos estimar su idea de las Reales Academias:
«Las Academias son un reducto de libertad y una singular plata-
forma para la busqueda de la verdad. Lo son porque son indepen-
dientes del poder y porque su sistema electivo les pone al abrigo de
ciertas querencias».

La primera Junta General que preside es la del 20 de diciembre
de 2000, a continuacién de su eleccion, en la que toma posesién de
su cargo e informa sobre las actividades realizadas por la Fundacién
Casares durante el ejercicio del afio 2000.

El 18 de abril de 2001 lleva a Junta General extraordinaria el ante-
proyecto de estatutos, aprobado en Junta de Gobierno del 20 de mar-
zo. Dos dias después, el 20 de abril, la Junta General todavia reunida
en sesion extraordinaria, lo refrenda con las enmiendas aceptadas. En
estos nuevos Estatutos, publicados en el BOE del 8 de mayo de 2002,
por Real Decreto 367/2002, de 19 de abril, se recupera la denomina-
cién de «Nacional», que le fue otorgada el 6 de enero de 1932, y que
se perdi6 desde que fue disuelta, como el resto de las Academias el 15
de septiembre de 1936.

El 30 de mayo de 2001 presenta a la Junta General lo que seria
su primer proyecto de rehabilitacién de nuestro edificio, con la re-
modelacion de la zona noble donde hoy estamos reunidos, y la res-
tauracion del salén de espejos para recibir a SS.MM. los Reyes de
Espana en la Solemne Sesion de Apertura del Curso Académico 2002
de las Reales Academias del Instituto de Espana. Posteriormente, en
la Junta General del 5 de junio despliega las obras que se efectuaran
en el salén rojo; inaugurandose todas ellas el 16 de octubre de 2002
en la sesion real, y dando cuenta de la recuperacién patrimonial del
zaguan y vestibulo de entrada, salones amarillo y rojo y parte de la
Biblioteca en la Junta de fin de afio celebrada el 19 de diciembre,
donde propone la continuacién de las obras en biblioteca, el sanea-
miento del sé6tano y la colocacién de nuevas puertas de entrada. De
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la terminacién de las ultimas da cuenta en la Junta General del 18
de diciembre de 2003 y de la Biblioteca el 23 de junio de 2005.

En esos cerca de tres afios que duran las obras en la biblioteca, se
producen cambios muy importantes en ella. Se recuperan dos zonas
de archivos y un pasillo para la zona noble con un total de 85 m?, con
nuevos armarios que aumentan la capacidad de almacenamiento y
se construyen tres nuevos despachos, a la vez que se mueven a un
s6tano habilitado con armarios correderos mas de 40.000 ejemplares
de revistas y se cataloga digitalmente éstas y el resto de nuestros fon-
dos, con un total de 103.617 registros, de libre consulta en nuestra
web. También se inicia la rehabilitacién completa del aula Santos
Ruiz de la planta baja, que se inaugura ya bajo la presidencia de la
Doctora Miras Portugal el 22 de noviembre de 2007.

La febril actividad cientifica que se produce en esta Academia
durante su mandato se cifra en mas de 250 sesiones cientificas,
doblando a veces los miércoles y jueves, estableciendo nuevas rela-
ciones con la Real Academia Nacional de Medicina y con la de Cien-
cias Exactas, Fisicas y Naturales, con las que se realizan histéricas
sesiones conjuntas, la primera de las cuales fue el 31 de marzo de
2004; asi como también en la creaciéon de un nuevo formato: las
«tertulias cientificas de la RANF», que comienzan el 3 de junio de
2004 con el «brote de trichinellosis»; los homenajes a farmacéuticos
singulares, como la exposicién del legado Moles, con participacién
de las Reales Academias de Historia, Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales, Nacional de Medicina y la Espafiola y actos especiales
como la exhibicién de pintura de artistas farmacéuticos.

En su dimensién mas puramente externa, firma un convenio de
colaboracién el 2 de abril de 2004 con el Instituto de Salud Carlos III;
se entrevista, el 21 de marzo de 2005, con el Secretario de Estado de
Universidades e Investigacion para dar cuenta de nuestras actividades
y del esfuerzo que realiza nuestra Corporacién, y sobre todo y gracias
a sus contactos con la Casa Real, el Pleno de la Academia es recibido
en audiencia privada de 40 minutos por S.M. el Rey, el 22 de febrero
de 2005, para ofrecerle la Medalla Carracido de Oro en edicién espe-
cial, la més alta condecoracién de nuestra Corporacién. Todo ello, sin
perjuicio de su diaria preocupacién por mantener buenas relaciones
con todos los estamentos politicos, sociales y culturales de nuestro
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Reino, como lo prueba su participacién en las Tertulias de Rebotica
del Ateneo de Madrid, sus constantes llamadas al Ministerio para in-
teresarse por la marcha de las dotaciones econémicas o su gestién con
el Patronato del Museo del Prado, gracias a la cual tenemos en dep6-
sito valiosos cuadros del Museo.

Las publicaciones de la Academia se ven también beneficiadas por
su enorme capacidad de gestién, con la edicion de trece de las veinti-
cinco monografias de la RANF, alcanzando su cénit el 19 de abril de
2005 cuando propone a la Junta General la edicién de siete monogra-
fias. Asimismo se publican cuatro de los seis nameros de la coleccién
«Lecturas Singulares», seis libros de homenajes y catalogos; veintitrés
monografias de la Fundacién Casares Gil (la totalidad de las publica-
das hasta la fecha) y sobre todo el Diccionario Terminolégico de las
Ciencias Farmacéuticas, en el que puso especial ilusién y esfuerzo, tal
como se desprende de sus palabras del 22 de junio de 2006, dando
cuenta en Junta General de la terminacion de esa obra: «es equipara-
ble a otras grandes obras de nuestros antepasados académicos, como
la Farmacopea Matritensis o el Diccionario de Farmacia de 1860».
Ademas, crea la figura de editor cientifico de los Anales, al que le asis-
tird un consejo editorial, aprobado en Junta General del 25 de junio
de 2003, lo que supuso un lanzamiento definitivo de nuestra revista,
que ha llevado a través de su publicacién en formato Open Journal a
su indexacién en la IST Web Knowledgment.

En 2002 pone en marcha el gabinete informatico y la pagina web,
dando cuenta de su intencién en la Junta General del 20 de diciembre
de 2001, nombrandome Presidente de la Comisién de Informéatica
y Comunicacién. Desde ese afio, se desarrollé un plan quinquenal que
condujo a la creacién de una completa red informatica interna con
tres servidores, impresoras en red y catorce puestos informaticos;
de una web que cuenta actualmente con mas de seis millones de en-
tradas anuales y 13.318 archivos, que permite mostrar nuestras acti-
vidades al exterior, la retransmisién en directo de nuestras sesiones
publicas y el mas moderno y completo servicio de audicién y video en
nuestras salas que la tecnologia actual puede ofrecer.

Del 4 al 7 de junio de 2007 y bajo su presidencia de honor, se cele-
bra el IT Encuentro Iberoamericano de Academias de Farmacia
(AIAF), que concluye con la «Declaracién de Madrid», donde las Aca-
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demias de Farmacia de Argentina, Brasil, Catalufia, Chile, Galicia,
Iberoamericana, México, Murcia, Paraguay, Peruana y la nuestra, pro-
mueven el intercambio de experiencias entre las Academias asociadas,
el cultivo de las ciencias farmacéuticas y el asesorar a los Gobiernos y
organizaciones politicas iberoamericanas, en el mejor servicio a la
salud publica y a la sociedad. Una reunién y una declaracién que pre-
pardé con especial esmero desde su presidencia. Sé del enorme esfuer-
zo que realizé para llevar a buen término esa reunién y su gran inte-
rés para que se creara la AIAF. En una de mis dltimas conversaciones
telefénicas con él, en el verano de 2008, me recordaba la «Declaracion
de Madrid» y me encomendaba que lo plasmara para su perpetuacién.
Aunque me hubiese gustado hacerlo en otro foro, asi y aqui lo hago,
manifestando solemnemente como Secretario y por tanto notario de
esta RANF, que fue su gran y afinado motor.

Si la Academia fue para él como una madre y ya dice un prover-
bio arabe que «quien quiere a su madre no puede ser malo», la Fun-
dacién Casares Gil fue su hija mimada y consentida. «De buena vid
planta la vifia y de buena madre, la hija». Durante su presidencia la
Fundacién vio aumentado en un 60 por 100 su presupuesto, gracias
a su gestion personal con la Fundacién Caja Madrid y con los labo-
ratorios farmacéuticos; se realizaron sesiones patrocinadas por aqué-
lla un jueves de cada mes y como no puede ser de otra forma, se
pone al mejor servicio de su madre, es decir, de la Academia.

Juan Manuel Reol disponia en su animo de una especial delica-
deza, comenzando las Juntas de Gobierno y las Generales con un
recuerdo a los Académicos enfermos y a sus familiares, asi como a
las victimas de accidentes o del terrorismo.

Con las Juntas de Gobierno era riguroso, fijaba siempre a prin-
cipios de afo el calendario y decia que lo mas importante que tenia
un miembro de esa Junta era su asistencia mensual a ellas.

Buscaba siempre la armonia y colaboraciéon de todos los miem-
bros de la Junta de Gobierno, lo que era también proyectado a los
demas. He extraido un parrafo de una Junta de Gobierno en este
sentido, omitiendo los nombres: «Tras un intercambio de opiniones
entre los Doctores..., el Doctor Reol atina las opiniones de todos en
el sentido de que en la Corporacién prima el principio de colabora-
cién de todos los Académicos».
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Desde la Junta de Gobierno impulsa la actividad de las secciones,
entendiendo que desde ellas es de donde surge la actividad académi-
cay que es el foro idéneo de debate para proponer a Académicos Co-
rrespondientes.

Planificaba con cuidado y exhaustivamente las actividades de la
Academia, mostrando el resultado de su trabajo en rigurosos infor-
mes que presentaba a la Junta de Gobierno y a la General.

El 21 de diciembre de 2006 preside su tltima Junta General y el
11 de enero de 2007 la de Gobierno; traspasando la presidencia de
la Academia a la Doctora Miras el 19 de enero de 2007 en la sesién
de inauguracion del curso académico.

El 4 de junio de 2007 y por unanimidad es elegido Presidente de
Honor en Junta General Extraordinaria, cargo que desempefié hasta
su fallecimiento. Este seria un cargo especial para él, manifestando-
me en diversas conversaciones que no podiamos imaginar el honor
que le haciamos con ese nombramiento.

Aunque muy condensado por necesidad de ajustarme al tiempo
que me han concedido, espero haber conseguido mi propésito de dar
una visién de una época que ya estd enmarcada en nuestra historia,
en la que el Doctor Reol fue su protagonista y un lider que hizo
buena la definicién de Luigi Giurfa: «Lider no es mandar, es saber
servir y dirigir a los demés con propdsito y amor».

Aunque sin duda, la frase mas adecuada para esta etapa de Juan
Manuel Reol es la locucién latina de Julio César al dirigirse al Sena-
do romano en 47 a.C., describiendo su victoria en la batalla de Zela:
«Vini, vidi, vici».

Y para terminar este homenaje he escogido un poema de Antonio
Machado:

Era un nivio que soviaba
un caballo de carton.
Abrié los ojos el nivio

v el caballito no vio.

Con un caballito blanco
el nirio volvié a soriar;
y por la crin lo cogia...
jAhora no te escapards!
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Apenas lo hubo cogido,
el nivio se desperto.
Tenia el putio cerrado.
(El caballito vols!

Quedose el niio muy serio
pensando que no es verdad
un caballito sofiado.

Y ya no volvié a sofiar.

Pero el niio se hizo mozo
y el mozo tuvo un amor,

v a su amada le decia:

¢ Tt eres de verdad o no?

Cuando el mozo se hizo viejo
pensaba: Todo es sorniar,

v el caballito soviado

v el caballo de verdad.

Y cuando le vino la muerte,
el viejo a su corazon
preguntaba: ;T eres suefio?
;Quién sabe si despertd!

Adiés amigo, nosotros si despertaremos y nos volveremos a ver,
porque la vida eterna es un don que no se puede perder. «El que
come mi carne y bebe mi sangre, tiene vida eterna, y yo le resucitaré
el ultimo dia» (Juan, 6:54).

He dicho.
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Don Juan Manuel Reol: Un lider
para una época

Maria Teresa Miras Portugal

Presidenta de la Real Academia Nacional de Farmacia.

Los Excelentisimos Sefiores Académicos que me han precedido
en el uso de la palabra han recordado de modo magistral las distin-
tas etapas y facetas de la trayectoria vital de Don Juan Manuel Reol
Tejada, quien fue nuestro Presidente durante dos mandatos, el ma-
ximo que permiten nuestros estatutos, siendo posteriormente elegi-
do Presidente de Honor de nuestra Academia. Como Instituciéon nos
sentimos orgullosos de su obra. Como amigos y comparieros senti-
mos profundamente su pérdida.

La figura de Don Juan Manuel no ofrece fisuras, honesto hasta
la médula, servidor de las mas altas instituciones del Estado, no dejo
nunca que sus intereses personales interfirieran con lo que conside-
raba su deber.

Fue un ejemplo viviente de buen hacer y sacando fuerza de su
propia flaqueza fue capaz hasta el dltimo momento de imponerse a
los avatares de una dolorosa enfermedad, haciendo suyo el conteni-
do del gran poema de Ruyard Kipling «If/Si»:

Si logras que tus nervios y el corazon te asistan,
Aun después de su fuga de tu cuerpo en fatiga,
Y se agarren contigo cuando no quede nada
Porque ti lo deseas y lo quieres y mandas.

Si, ciertamente que Don Juan Manuel, al imponerse a toda su
fragilidad, fue un ser humano en la plena dimensién de la palabra,
un fragil ser humano en toda su grandeza.

Toda instituciéon necesita una cabeza licida y noblemente ambi-
ciosa que posea al mismo tiempo la capacidad de imaginar y sofiar
cudles son los nuevos retos y con el carisma de aunar en torno a su
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persona gente capaz y convencida de que la empresa vale la pena.
Sé6lo asi se prospera y solo asi es posible adaptarse a una sociedad
siempre dinamica y cambiante.

Como institucién, esta Real Academia Nacional de Farmacia tuvo
la suerte de tenerlo al frente de la nave en los afnos recientes que
exigian un cambio de rumbo.

Afios en los que fue preciso reflexionar sobre nuestro propio
destino como institucién.

Afios en los que fue necesario plantearse cudles eran los medios
a nuestro alcance para servir a la sociedad.

Afos en los que esta Academia se hizo mas visible y mas accesi-
ble y de modo especial a los profesionales de las ciencias farmacéu-
ticas y afines, que con sus preocupaciones y problemas han contri-
buido a darnos contenido y enriquecer nuestros objetivos.

Afios en los que fortaleci6 la Fundacién José Casares Gil de
Amigos de la Real Academia Nacional de Farmacia y consiguié el
apoyo de particulares, de las empresas farmacéuticas y de otras
instituciones civiles para fomentar la actividad de difusién cultural
de la Academia.

Anos en los que nuestra Academia tuvo el privilegio de ser diri-
gida por un capitan con las ideas claras y el brazo firme.

¢Qué virtud le concedia a Don Juan Manuel el don de ser escu-
chado? ¢Qué secreto mecanismo le otorgaba el don del magnetismo?

Tal vez esa sea la secreta grandeza que poseen las personas con
carisma a las que llamamos lideres. Pero lider puede resultar una
palabra nostédlgica y ambigua del pasado, lo que no ocurre con la
realidad concreta de Don Juan Manuel.

No podemos obviar que su caracter era el de un castellano de
Burgos, fraguado en la recia tierra que vers6 Unamuno:

T me levantas, tierra de Castilla,
en la rugosa palma de tu mano.

Tierra nervuda, enjuta, despejada,
madre de corazones y de brazos.
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Quiza fue esa madre tierra la que le dio el coraje y la perseve-
rancia.

Desgranando su actuacién en nuestra Academia es de resaltar
que Don Juan Manuel conseguia siempre sumar y nunca se daba por
vencido en la posibilidad de didlogo y de convencer. Tenia la virtud
de hacer comprender a sus interlocutores las ventajas de aunar es-
fuerzos en cualquier actividad, de la gran riqueza que suponia para
cualquier institucién el contar con opiniones plurales cuando éstas
son fundamentadas y no van dirigidas a entorpecer.

Me he preguntado muchas veces como lo conseguia, cémo era
capaz de convencer a los demas de iniciar empresas que suponian
para cualquiera de nosotros mas trabajo y preocupaciones, y en esto
hablo por propia experiencia y a sabiendas de que ha habido «mu-
chos céomplices», en el mejor sentido de la palabra cémplice, entre
todos los académicos y cargos académicos que durante su mandato
iniciaron actividades y trabajos de gran compromiso y esfuerzo para
con esta Institucién.

Don Juan Manuel mantenia excelentes relaciones con todas las
instituciones del Estado y de modo especial con otras Academias de
Farmacia, que han organizado sesiones en su honor. Como Presiden-
ta de la Real Academia Nacional de Farmacia quiero expresar mi gra-
titud a todas ellas. Permitanme que haga referencia solamente a dos
de estos actos. En primer lugar, el homenaje celebrado el 1 de diciem-
bre de 2008 en la Real Academia de Farmacia de Cataluiia, de la cual
don Juan Manuel era académico correspondiente. Los Excelentisimos
Senores Don Francisco Taxonera y Don Miquel Ylla-Catala i Genis,
Presidente de la Institucion, dejaron constancia de su excepcional la-
bor, resaltando su figura de hombre de estado y su encomiable labor
cuando fue preciso actualizar el registro de especialidades farmacéu-
ticas; situaciéon en la que no regateé esfuerzos para apoyar y poten-
ciar la industria farmacéutica que tanta riqueza y empleos de calidad
generaba. Su trabajo fue el de un gran hombre de Estado.

El acto en honor de Don Juan Manuel en la Real Academia de
Galicia, celebrado el 19 de enero de 2009, result6 de especial emocién.
El anterior presidente Excmo. Sefior Don Jesus Izco y el Presidente
actual Excmo. Sefior Don Isaac Arias, hicieron emotivos discursos re-
cordando la figura de Don Juan Manuel, quien habia sido nombrado
el primer Académico de Honor de la Academia de Farmacia de Gali-
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cia en reconocimiento a su esfuerzo y ayuda para elaborar los estatu-
tos y sortear las dificultades iniciales. Su toma de posesién prevista
para el 9 de junio de 2007, se tuvo que suspender como consecuencia
de su enfermedad y en este acto se me concedi6 el privilegio de leer el
discurso que habia dejado preparado don Juan Manuel.

Nuestra Institucion se siente especialmente agradecida por el afec-
to mostrado por su Majestad el Rey Don Juan Carlos en la apertura de
curso de las Reales Academias, celebrado en la Real Academia Nacio-
nal de Medicina en octubre de 2008. Su Majestad expres6 personal-
mente su pesar por el fallecimiento de quien habia sido nuestro Presi-
dente de Honor, y sin lugar a dudas un subdito leal y un gran sefior.

Don Juan Manuel fue siempre eso: un digno y excepcional ser-
vidor del Estado, desde todos los cargos que ocup6, derrochando
generosidad para con los otros y la maxima exigencia para consigo
mismo.

Esa exigencia la llevé a su vida personal, con fama de hombre
austero, y poco proclive a mostrar su faceta mas fragil. Cuidado con
mimo por su esposa, Marilines, cuyos ojos verdes siempre ilumina-
ron la vida de Don Juan Manuel, sufrié con gran estoicismo, recai-
das y recuperaciones, sostenido por el amor de su familia y una
férrea voluntad basada en sus sélidos principios y creencias.

Su familia, su esposa M.* Angeles Jiménez Diez de la Lastra, sus
hijos M.* Angeles, Teresa, Marta, Juan Manuel y Javier, eran lo més
querido y preciado, y a ellos queremos transmitir todo el respeto,
y profundo carifo que esta Real Academia profesaba a Don Juan
Manuel Reol y despedirle con las mas antiguas palabras castellanas:
las de Gonzalo de Berceo:

Cuando aqui vivimos, en ajeno moramos;
la ficanza durable suso la esperamos,

la nuestra romeria estonz la acabamos
cuando a paraiso las almas enviamos.

Descanse en paz el hombre de bien, que tanto nos dio, su memo-
ria permanecera entre nosotros y es y sera parte de nuestra Historia.

M.? Teresa MIras PORTUGAL
Presidenta de la Real Academia Nacional de Farmacia
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