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EDITORIAL
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Recibido el 20 de febrero de 2012
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Esta apertura de curso del afio 2012 tiene para mi un significado especial.
Se cumplen en este acto 5 afios de mandato para el cual Vds. me han elegido como
Presidente de esta Real Institucion. El préximo afio como mandan los estatutos en
este acto solemne pasaré el testigo al nuevo presidente que Vds. elijan.

Como preludio, este afio hemos renovado los cargos de Secretario y
Tesorero por cumplir el maximo reglamentario de sus mandatos, Don Antonio
Doadrio Villarejo y Don Bartolomé Ribas Ozonas que tan eficaz y generosamente
han servido a nuestra Real Academia. Gracias a Don Antonio Doadrio, quien
seguird al frente de la Pagina Web, que tanta visibilidad ha dado a nuestras
actividades y ha puesto en valor el gran acerbo de conocimiento cientifico y
humanista que atesoramos. Sin duda, ha servido como vaso comunicante hacia una
sociedad que hoy mas que nunca debe de afianzarse en el conocimiento para
avanzar.

Gracias a Don Bartolomé Ribas que ha sido nuestro tesorero y ha
armonizado nuestras cuentas con paciencia y gran caballerosidad. Afronta ahora
un nuevo reto, el de la secretaria de la Real Academia, que requiere de gran
esfuerzo y generosidad personal en el tiempo de dedicacion, pues todos somos
conscientes que la actividad en nuestra institucion es intensa.

Damos la bienvenida a Don Fidel Ortega Ortiz de Apodaca como nuevo
tesorero, se cumple en él el buen hacer de una dinastia de académicos. Su gran
experiencia en puestos de gestion académica, como Decano de la Facultad de
Farmacia de Alcal3, sera sin duda de gran ayuda en esta Institucidn.

Agradecer también la fecunda y fructifera labor de Don Juan Ramén
Lacadena, una vez concluidos los dos mandatos reglamentarios al frente de la
Seccién segunda.

No es necesario recordar ante Vds. que la labor que hemos de realizar no es
solitaria y necesita de una bien coordinada labor de equipo con los miembros de la
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Junta de Gobierno y todos y cada uno de los académicos que integran nuestra
Institucidn.

Es de justicia, ademas del afecto, mencionar a todo el personal de la
Academia, que con su buen hacer permite el funcionamiento diario de una
institucién desbordante de actividad y con vocacién expansiva y vitalista, son ellos
los que cuidan de todos los detalles y hacen que nos encontremos a gusto.

Entre todos, y solamente entre todos, podremos hacer frente a estos afios
dificiles. Hemos vivido otras travesias singulares, y el temporal casi galerna, que
hemos de cruzar, quizas tenga la virtud de ponernos alerta para optimizar con
inteligencia y solidaridad nuestros recursos.

Este acto de apertura tiene un cierto componente de nostalgia pues
sentimos la ausencia de nuestros compafieros académicos: Don José Luis Vila Jato,
maestro indiscutible, renovador e impulsor de la tecnologia y nanotecnologia
farmacéutica y Don Guillermo Tena, eminente toxicélogo, quien en un acto de
generosidad y grandeza, cuando le alcanzé la edad, renuncié a su plaza de
Académico de Numero, pasando a supernumerario, para segin sus palabras dar
paso a los jovenes que pudieran realizar una labor fecunda y que hicieran avanzar
nuestra Academia.

Recordémosles con las palabras de Don Francisco de Quevedo:

jComo de entre mis manos te resbalas!
jOh, cdmo te deslizas, edad mia!

Alma a quien todo un Dios prision ha sido,
Venas que humor a tanto fuego han dado,

Médulas que han gloriosamente ardido.

Ellos vivirdn en nuestra memoria y forman parte de nuestra noble,
trabajada y fecunda historia.

Hoy tenemos el privilegio de disfrutar de la compafiia de Don Raul Guerra
Garrido, a quien se ha distinguido con el mas alto honor de nuestra Academia: La
Medalla Carracido de Oro. Pertenece Don Raul a esa estirpe de Farmacéuticos
humanistas, grandes escritores, de los que nos sentimos legitimamente orgullosos,
no olvidemos que Dante Alighieri y Le6n Felipe, también boticarios le han
precedido.

Todos los miembros de esta Academia y los aqui presentes sofiamos con
encontrar ese cuaderno secreto donde un antepasado boticario nos transporte a
un mundo casi extinto pero cuyas sefias de identidad nos resultan tan entrafiables,
tan humanas, cargadas de ensefianza cotidiana y de humor, como la vida misma. Y
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si Voltaire en su célebre frase decia que: “Los doctores son hombres que prescriben
medicinas que conocen poco, curan enfermedades que conocen menos, en seres de
humanos de los que no saben nada”, Don Raul recupera del cuaderno de su abuelo
una frase mas rotunda y mas propia de nuestra vieja raza celtibera: “Mas mata la
receta que la escopeta”.

Para tranquilizar a los que accedan a estas palabras, decirles que vamos
mejorando en todos los aspectos: Conocemos como actian medicamentos que son
muy eficaces y sabemos para qué enfermedades estan indicados. Lo que si se nos
escapa es la inmensa complejidad del ser humano y su capacidad creativa.
Esperemos que los incorregibles humanos siempre nos sorprendan y nos
sorprendamos.

Como en afios anteriores muchos han sido los eventos cientificos que han
tenido lugar en nuestra Academia a lo largo del afio 2011 y el Sr. Secretario dara
lectura en su memoria. Permitanme solamente destacar mi agradecimiento a todos
aquellos que han conseguido con su participacion, organizacion e intervenciones,
que nuestra Academia se haya convertido en lugar de referencia en nuestro pais,
donde la ciencia mas actual en el drea de la vida y la salud, permita el encuentro
amable y estimulante de aquellos que sienten curiosidad y se preocupan por el
avance del conocimiento.

Finalizo deseandoles que este afio 2012 que acaba de empezar sea feliz y
prospero en lo personal y que nuestra Academia siga siendo un foro de debate de
las ciencias farmacéuticas y afines y de las interfaces ciencia/humanidades. Gracias
a todos por su presencia en ese acto y en Nombre de su Majestad el Rey Don Juan
Carlos I declaro inaugurado el curso 2012 en la Real Academia Nacional de
Farmacia.







NOTICIAS DE IBEROAMERICA

Excmo. Sr. D. Benito del Castillo Garcia

Académico de Numero de la Real Academia Nacional de
Farmacia

“Yo queria un retazo de oscuridad aunque fuera sin estrella”. Asi comienza un
parrafo del libro “La América que amo”, recientemente publicado por nuestro
laureado escritor farmacéutico Raudl Guerra Garrido, galardonado en enero pasado
con la Medalla “Carracido” de oro, maxima distincién que concede la Real
Academia Nacional de Farmacia del Instituto de Espafia.

Pocas semanas antes, quien suscribe pronuncié una conferencia en la
Universidad de Salamanca, en un acto conjunto de la Facultad de Farmacia y la
Academia de Castilla y Ledén, que versé sobre “Los farmacéuticos en las
expediciones cientificas a América en el siglo XVIII”.

La citada alocuciéon fue acompafiada de una pelicula realizada por el
profesor farmacéutico peruano Enrique N. Leén Soria, que me acompafié por los
bosquetes de quina existentes entre San Ignacio, Jaén y la frontera ecuatoriana.
Debe recordarse que el escudo de la bandera del Pert, entre otros simbolos tiene
el arbol de la quina. Pretendemos, con la ayuda de la AECID, plantar arbolitos en
las plazas de armas de los pueblos y ciudades, para que nifios y soldados, al jurar
bandera estén orgullosos de lo que su quina significa.

En las recientes elecciones del Ateneo de Madrid, quien redacta estas lineas
fue elegido Presidente de la Seccién Iberoamericana; entre otros miembros que
forman parte de esta seccion, deseo destacar a la también catedratica de la
Facultad de Farmacia de la UCM, Profa. Dra. Esperanza Torija, activa colaboradora
de la RANF y que ha dictado durante muchos afios cursos de Bromatologia en
numerosas universidades iberoamericanas, destacando principalmente en
Paraguay.

La actividad de esta seccion ha sido intensa, organizdndose varias
conferencias y promoviéndose la creacién de una catedra de Iberoamérica.

Recientemente en la UN de Colombia han comenzado a impartirse
ensefianzas de Diplomado en “Biotecnologia Farmacéutica”, su director indica que
hay que conocer el incremento de farmacos de origen biotecnologico que
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demandan un conocimiento profundo de los aspectos basicos en biologia
molecular necesarios para su comprension y analisis. El programa académico
cuenta con ocho modulos, con especial énfasis en los productos terapéuticos
recombinantes y propiedad intelectual. El vencimiento de las primeras patentes de
estos productos, y el interés de la industria farmacéutica requiere un conocimiento
actualizado y profundo de estos temas.

Por otra parte, en México el propio Presidente Felipe Calderén afirmé
recientemente el innegable valor de los farmacos biotecnolégicos, indispensables
para el tratamiento de numerosos enfermedades que provocan en México, casi el
80 por ciento de los fallecimientos, que permitira enfrentarse con mayor acierto al
enorme desafio para la Salud Publica en el pais. Asi pues, las empresas
farmacéuticas deberan situar en el mercado medicamentos biotecnolégicos que
cumplan con las maximas normas de calidad, seguridad y eficacia. El Ejecutivo
federal aseveré que México se ha situado a la vanguardia mundial en regulaciones
de este tipo, para que sus ciudadanos tengan el acceso a lo mejor que el desarrollo
cientifico y tecnolégico pueda ofrecer.

He recogido estos dos ejemplos de Iberoamérica, uno académico y otro
politico, para reafirmar mi plena conviccién de creer conocer por donde camina el
futuro de la Farmacia.

Otra buena noticia también nos ha llegado de México: el pasado 26 de enero
se llevd a cabo el cambio de Consejo Directivo producido en la Academia Nacional
de Ciencias Farmacéuticas de México. Cesa la AT Maria Elena Girard, quien impuso
la venera de Presidente de la Academia al AT Edwin Raimond-Kedilhac. El
organigrama de dicha Academia, en esquema, estd formado por el Presidente, 3
Vicepresidentes (Ejecutivo, Cientifico y Administrativo), el Representante del
Consejo de Ex-Presidentes, 6 Directores, 6 Subdirectores y 2 Consejeros (Etica y
Editorial).

Debo también transmitirles una triste noticia: don Claudio Sanahuja, que
fue Presidente de la Academia de Farmacia y Bioquimica de Argentina, nos ha
dejado definitivamente. Gran amigo de Espafa, de origen cataldn, me honro con su
amistad; a su adorada Farmacia argentina, a través de la Academia, traté de
revitalizarla.

En Febrero de 2012, se desarrolld en la Facultad de Ciencias de la Salud de
la Universidad UPAGU de Cajamarca (Pertl) un curso sobre “Iniciativas de
formacién e Investigacion en Atencién Farmacéutica”, en el marco del convenio
vigente entre la UPAGU y la Universidad de Granada (Espafia) y , cuyo objetivo es
llevar a cabo las acciones tendentes a desarrollar, de manera conjunta, proyectos
académicos, técnicos y cientificos que permitan la adquisicién de conocimientos y
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aptitudes para alcanzar la especializaciéon, que haga posible optimizar las
actividades profesionales de los farmacéuticos. Esta iniciativa tiene como finalidad
ofrecer de manera conjunta una Maestria en Atencién Farmacéutica con el
respaldo académico de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada, el
Grupo de Investigacion en Atencién Farmacéutica de la misma Universidad y la
Facultad de Ciencias de la Salud de la UPAGU a través de la Escuela de Postgrado
de la referida Universidad peruana. El curso estuvo a cargo de docentes de la
Universidad de Granada y fue dirigido a farmacéuticos comunitarios, hospitalarios
y de atencion primaria del Peru.

Asimismo, en Cérdoba (Espafia), durante los dias 3 y 4 de febrero la
Organizacién de Farmacéuticos Ibero-Latinoamericanos (OFIL), tuvo una reunién
previa, a fin de preparar el XV Congreso internacional, que concienzuda y
minuciosamente se disefl6 para reunir en Cadiz a farmacéuticos de ambos mundos
con motivo del 200 aniversario de la Constitucion de Cadiz, “la Pepa”, aprobada el
dia de San José de 1812.

En las dos jornadas de Cérdoba, también se dedic6 una sesién a la atencién
farmacéutica, con especialistas de Brasil y Espafia, y otra a perfilar al profesional
farmacéutico del afio 2020, sus desafios para el futuro, en funcién de sus
conocimientos y habilidades y conocer los paradigmas de la farmacia hospitalaria.
También se procedié a la eleccidn de la nueva Junta Directiva de OFIL.

Durante los 3 primeros dias de marzo la antigua Real Fabrica de Tabacos de
Cadiz, hoy convertido en un magnifico Palacio de Congresos, fue sede del Congreso
Internacional de OFIL.

Esta organizaciéon nacida hace 30 afios, por iniciativa de un profesor
universitario colombiano, agrupa a farmacéuticos que tienen su origen en paises
de habla espafiola o portuguesa.

Su sede operacional, es rotativa, coincidiendo con el pais donde radica la
presidencia. Su dmbito de actuacién incluye 20 paises iberoamericanos, ademas de
Portugal y Espafia. Promueve el desarrollo de la profesion farmacéutica en el
ambito académico, hospitalario, comunitario, administracién, ..., siguiendo una
politica de brazos abiertos, para que los pueblos iberoamericanos a los que sirven
tengan cada dia mejores farmacéuticos, utiles a la sociedad que sirven.

El haber realizado el congreso en Cadiz, no ha sido casual; es una ciudad con
sabiduria acumulada, cimentada en mas de tres mil afios de historia y ademas este
afio se celebra el bicentenario de la primera Constitucién democratica del mundo
hispanoamericano, en la que se inspiraron buena parte de las de nuestra
comunidad hispanica. Tampoco es casual que Anastasio Guzman, ilustre boticario
sevillano, fuera el profesor de Botadnica del posterior diputado en las Cortes de
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Cadiz por Santa Fé de Bogotd, José Mexia Lequerica, quien se unié a los botanicos
espafioles (peninsulares) que estudiaban la flora de la Real Audiencia de Quito.

Asi pues, no es de extrafiar que el lema del XV Congreso fuera “Tendiendo
puentes, compartiendo experiencias”. Me cupo el honor de abrir las Sesiones,
moderando un foro en que 7 ex-presidentes de OFIL, de Espafia, Argentina, Bolivia
y Chile, expusieron su vision de las actividades mas relevantes desarrolladas en las
ultimas 3 décadas.

De las diversas sesiones llevadas a cabo destacaré la titulada “Mejorando la
eficiencia y la seguridad en el ambito del medicamento”, en que se presentaron
varias ponencias sobre “Los Servicios Farmacéuticos y la seguridad del paciente”,
“La politica de medicamentos en Centroamérica” y “Los errores de prescripcion
con medicamentos de alto riesgo”, surgidas del trabajo de colegas de Brasil, Costa
Rica y Guatemala.

Otra sesion interesante sobre la Farmacia de ayer y de hoy, conté con
presentaciones tales como “Servicios de salud, ciudadano y farmacéuticos”,
“Controversias en nutricion parental” o “El uso de plantas como opcidén terapéutica
contra la mordedura de serpientes”, aportadas por especialistas de Portugal,
Paraguay y Colombia.

Considero muy importante también otra sesién en que se debatié sobre “La
innovacién curricular y la calidad de la formacién del farmacéutico”, “Los desafios
para la profesién farmacéutica en un mundo cambiante” o “Los requerimientos
minerales en pacientes criticos con nutricién parenteral”. Estas aportaciones

fueron presentadas por prestigiosos colegas de Chile, Argentina y Portugal.

Un polémico foro de debate surgi6 tras la aportacion del Presidente de OFIL
y de las Decanas de las Facultades de Farmacia de Panamd y Puerto Rico, sobre la
“Formacion asistencial del farmacéutico”, que originé posturas encontradas,
fundamentalmente con colegas de Espafia.

También se han de resaltar las conferencias plenarias sobre “El ambito
académico en Iberoamérica” y “Medicina personalizada”.

El congreso cont6 con la presentacion de 53 paneles (de los que se
seleccionaron 8 para su presentacion oral), divididos en 4 grandes areas tematicas:
Docencia e Investigacion Farmacéutica, Tecnologia Farmacéutica, Farmacia
Asistencial (hospitalaria y comunitaria) y Politica de medicamentos, surgidos del
trabajo de 132 autores.

Deliberadamente he dejado para el final la resena de la conferencia
inaugural del Congreso de OFIL, titulada: “La historia silenciada: la esclavitud

11




BENITO DEL CASTILLO

africana en Iberoamérica”, pronunciada por la Directora de la Academia Sevillana
de las Buenas Letras. A todos nos dio mucho en que pensar.

Casi simultaneamente en el tiempo se ha celebrado en Ginebra (Suiza),
patrocinado por la Organizacion Mundial de la Salud, el denominada “Encuentro
Internacional de Farmacopeas del Mundo”, del 29 de febrero al 2 de marzo.

La presencia de los representantes iberoamericanos ha sido importante.
Deseo destacar las intervenciones del Prof. G. Pianetti, Presidente de la
Farmacopea Brasilefia, asi como la de la Dra. Melina I. Assalone, Secretaria Técnica
de la Farmacopea Argentina y del Dr. Ubaldo Judrez Sevilla, de la Farmacopea
mexicana (FEUM). Los procesos de armonizacién en Iberoamérica, estan muy
presentes a través del Mercado Comun del Sur (MERCOSUR). Los representantes
de Portugal y Espafia, también tuvieron una destacada actividad.
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NOTA NECROLOGICA

El 30 de diciembre de 2011 falleci6 la académica correspondiente de esta
Corporacién, Profesora Rocio Munoz Calvo. La Dra. Mufioz fue Profesora de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid.

CONCURSO CIENTIFICO 2011

En la sesion inaugural del curso 2012 de la RANF, se entregaron los Premios
del Concurso cientifico 2011. Los galardonados han sido:

* PREMIO REAL ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA: "Silencing Beta 2-
Adrenergic Receptors Reduces Intraocular Pressure: A New Approach for
Glaucoma Therapy". Jesus Pintor.

« PREMIO DEL CONSEJO GENERAL DE COLEGIOS OFICIALES DE
FARMACEUTICOS: '"Potenciacién de la actividad antitumoral de
doxorrubicina mediante su formulaciéon en nanoplataformas magnéticas".
José Luis Arias Mediano, Eva Antonia Sdez Fernandez, Maria Adolfina Ruiz
Martinez y Visitacion Gallardo Lara.

+ PREMIO DEL COLEGIO OFICIAL DE FARMACEUTICOS DE MADRID:
"Enfermedad de Chagas: el desenlace de un conflicto entre el parasito y el
sistema inmunitario”. José Antonio Escario Garcia-Trevijano y Alicia Gémez
Barrio.

e PREMIO CINFA: "Estudio de utilizacién de dabigatran etexilato en
pacientes hospitalizados". Cuesta Lépez, Delgado Silveira, Bermejo Vicedo y
Benedi Gonzalez.

« PREMIO FAES FARMA: "Disefio de un genosensor electroquimico para la
deteccién indirecta de gluten en alimentos". Begofia Martin Fernandez,
Carmen Lorena Manzanares Palenzuela, Marta Sdnchez-Paniagua Lépez y
Beatriz Lépez-Ruiz.

« PREMIO JUAN ABELLO: "Vidrios mesoporosos bioactivos: implantes y
sistemas de liberaciéon de farmacos al servicio de las terapias regenerativas
6seas". Daniel Arcos.

+ PREMIO ANTONIO DOADRIO LOPEZ: "Desarrollo Farmacéutico de
Formulaciones de Poliagregados de Anfotericina B". Ana Cristina Moreno
Rodriguez.
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SESIONES CIENTIFICAS

Inauguracion del curso académico 2012 de la Real Academia Nacional de Farmacia

El 12 de enero en nuestra Sede, tuvo lugar la solemne sesién inaugural del
curso 2012 de la Real Academia Nacional de Farmacia, bajo la presidencia de la
Excma. Sra. D2. M2, Teresa Miras Portugal, presidente de la Academia. Asistieron al
acto numerosas personalidades, entre las que se encontraban: el presidente de la
Real Academia Nacional de Medicina, Excmo. Sr. D. Manuel Diaz Rubio, los
presidentes de las Academias de Farmacia autonémicas de Catalufia y Galicia y el
presidente del Colegio Oficial de Farmacéuticos de Madrid, D. Alberto Garcia
Romero. La industria farmacéutica estuvo representada por el presidente de
CINFA, D. Enrique Ordieres.

Abri6 el acto la presidente de nuestra Academia, que tuvo unas entrafiables
palabras hacia el Secretario saliente, Excmo. Sr. D. Antonio Doadrio Villarejo, y dio
una vision general de nuestra presencia en la Sociedad durante el 2011.

A continuacioén, el Académico Secretario en funciones, procedié a la lectura
reglamentaria de la memoria de secretaria, donde destac6 nuestras actividades,
con un total de 39 sesiones cientificas semanales, que fueron distribuidas en 19
tomas de posesion, 11 conferencias, 7 mesas redondas y 2 tertulias cientificas,
todas ellas retransmitidas en directo y en alta definicién por nuestro canal privado
de IP TV por Internet, el cual ha sido admitido en el principal portal de TV on line,
www.tvgratis.tv, en la seccién de ciencia y tecnologia, lo que permite verlo en las
nuevas televisiones domésticas SMART TV.

Una vez terminada su lectura, el Secretario electo, Excmo. Sr. D. Bartolomé
Ribas Ozonas, tomd posesién de su cargo, mediante el acto protocolario de cesién
del libro de actas por el Secretario saliente.

Posteriormente, intervino el Excmo. Sr. D. Victor Jiménez Torres, académico
de ndmero, que, en representacion de la seccién 32, ley6 el discurso inaugural
titulado: "Estrategias para la seguridad del paciente". Como reflexiéon nos dijo que:
"La seguridad del paciente y la mejora del proceso farmacoterapéutico, como
dimensiones de la calidad asistencial, deben constituir ntcleo de las nuevas
responsabilidades del farmacéutico. Ademas, el fomento de la cultura en seguridad
del paciente propicia su participaciéon en la comunicacién interprofesional y con
los pacientes. En este marco y ante la inevitable implantacién de las tecnologias de
la informacién y la comunicacién, integradoras de los registros electrénicos de
salud, los sistemas informaticos de soporte a las decisiones clinicas, y las medidas
de los acontecimientos adversos a los medicamentos, las oportunidades
profesionales del farmacéutico son una realidad esperanzadora. Las Facultades de
Farmacia, potenciadas por la Real Academia Nacional de Farmacia y las
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Organizaciones Profesionales, deberian asumir estas las lineas de accion formativa
para los futuros farmacéuticos. Desde esta realidad, no podran ser excluidos como
profesionales de excelencia para la mejora de la seguridad del paciente y garantes
de la sostenibilidad del sistema sanitario".

A continuacién, se procedi6 a entregar una medalla de Oro Carracido,
nuestra mayor distincion, al escritor farmacéutico D. Raul Guerra Garrido, el cual
dio las gracias a la Corporacion por la distincién recibida.

Siguiendo con el orden del dia, la presidente de la Academia, entregd dos
placas de la Academia, reconocimiento de reciente creacion, en agradecimiento a
los servicios prestados como Secretario a D. Antonio Doadrio Villarejo y como
Presidente de la seccién 22 a D. Juan Ramoén Lacadena Calero.

Los actos terminaron con la entrega de los premios del concurso cientifico
2011 y las tradicionales palabras de la presidente de inauguraciéon del curso en
nombre de S. M. el Rey.

Presentacion del libro The Evolution of Drug Discovery. From traditional medicines to
modern drugs

El pasado 19 de enero, el Prof. Enrique Ravifia Rubira, académico
correspondiente, presenté su libro: "The Evolution of Drug Discovery. From
traditional medicines to modern drugs”, editado por Wiley-VCH, en nuestra Sede.
Intervinieron en la presentacion, ademas del autor, la Excma. Sra. Diia. M2 Teresa
Miras Portugal, Presidente de la RANF y la Excma. Sra. Dfia. Carmen Avendafio
Lopez, académica de nimero. La obra representa una nueva version actualizada de
otro libro del profesor Ravina publicado por la USC en 2008 con el titulo de
"Medicamentos”, en el que su autor también propone un viaje a lo largo de la
evolucion histoérica de los descubrimientos de farmacos.

Conferencia el papel del macrofago en la regulacion de la
respuesta inflamatoria

El pasado 2 de febrero, nuestro académico
correspondiente Ilmo. Sr. D. Lisardo Boscd Gomar,
pronuncié6 una conferencia, titulada: "Papel del
macroéfago en la regulacion de la respuesta inflamatoria”.
Lisardo Bosc3, es Profesor de Investigacion y Director del

Instituto de Investigaciones Biomédicas "Alberto Sols"
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

(CSIC).
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En su exposicion, nos hablé de que uno de los avances conceptuales mas
recientes en el campo de la patologia ha sido considerar la reaccién inflamatoria
como causa relevante en el desarrollo de enfermedades tan distintas como cancer,
neurodegeneracién o la enfermedad cardiovascular. En este sentido, la
identificacién de las bases moleculares de los mecanismos inflamatorios asi como
de los procesos que conducen a su resoluciéon han permitido poner de manifiesto
parte de las alteraciones moleculares implicadas en el desarrollo de procesos
ateromatosos, y en definitiva, en la enfermedad cardiovascular.

La regulacion de estos mecanismos caracterizados en roedores en primates
estd siendo objeto de estudio debido a la complejidad de la regulacién de los genes
de PPAR y LXR en humanos, donde se han descrito dos formas de corte/empalme
alternativos asi como polimorfismos que afectan a su capacidad de transcripcién y
transrepresion de genes diana. Estudios en este sentido, no solo permitiran
entender las bases moleculares de los procesos aterogénicos en humanos, sino que
constituiran la base para intervenciones farmacoldgicas y evaluacion de riesgo de
enfermedad cardiovascular .

Mesa redonda sobre el Balneario “El Raposo”

El dia 9 de febrero de 2012, se celebrd en nuestra Sede una mesa redonda
organizada por la Comisiéon de Aguas Minerales y Mineromedicinales sobre el
Balneario de El Raposo, en Badajoz. En ella, intervinieron la Académica de nimero
Excma. Sra. Dfia. M2 del Carmen Francés Causapé y los Académicos
correspondientes D. Miguel Ladero Alvarez y
Diia. Carmen de la Rosa Jorge, los cuales dieron
cuenta de los estudios realizados en el
balneario. La Dra. Francés habl6 sobre la
"Historia y generalidades del Balneario". El Dr.

Ladero expuso su trabajo: "Estudio de la
vegetacion del entorno de las aguas del
Balneario" y la Dra. de la Rosa hizo lo propio
sobre su: "Estudio Microbiolégico de las aguas

del Balneario".

El Balneario El Raposo es un centro termal situado en la localidad El
Raposo, en la provincia de Badajoz. Es uno de los balnearios de Extremadura y se
caracteriza principalmente por la aplicaciéon de lodos naturales, siendo uno de los
pocos balnearios en Espafia que cuentan con dichos lodos naturales.
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Conferencia Iniciacion de la seializacion por el receptor TCR:
modelo de discriminacion inmune entre lo propio y lo extraio

El pasado jueves 23 de febrero, el Profesor Balbino
Alarcéon del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa,
pronuncié una interesante conferencia titulada: "Iniciacion
de la sefializacién por el receptor TCR: modelo de

discriminacién inmune entre lo propio y lo extrafio".
Balbino Alarcén nacié en Almeria en 1960, termind su
licenciatura en Bioquimica en la Universidad Auténoma de Madrid en 1982 y
obtuvo su doctorado en Biologia en 1985 en la misma universidad.

Desde el 2002 es Profesor de Investigacién del CSIC en el Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa, centro donde ha realizado sus investigaciones desde
1990. En este tiempo se ha dedicado a descifrar los mecanismos moleculares mas
tempranos en la transmisién de sefiales por parte del receptor para el antigeno de
los linfocitos T (TCR).

En su disertacion nos dijo que los linfocitos T reconocen a los antigenos en
la forma de pequefios péptidos anclados en una cavidad que tienen las moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC en inglés). Estos complejos
péptido antigénico/MHC (que denominamos pMHC) estd presentes en la
membrana plasmatica de las células reconocidas por los linfocitos T (células
presentadoras de antigeno) y constituyen el ligando del receptor para el antigeno
de los linfocitos T (TCR). Existe una paradoja en el reconocimiento de pMHC por el
TCR.

Los linfocitos T muestran una gran especificidad para el antigeno y son
ademas muy sensibles, es decir son capaces de detectar cantidades muy pequefias
de su ligando pMHC especifico. Estas propiedades las ejercen a través de un
receptor, el TCR, que tiene una afinidad bastante modesta por su pMHC (entre 10-
6y 10-5M).
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NOTICIAS DESTACADAS

M2 Teresa Miras, académica de numero de la
Real Academia de Ciencias Veterinarias

La Presidente de nuestra Academia, Excma.
Sra. D2. M2, Teresa Miras Portugal tomé posesion
de su plaza de Académica de Numero de la Real
Academia de Ciencias Veterinarias, el lunes 23 de

enero, en la Sede de la misma. Su discurso de
entrada se titul6: "Importancia de los modelos
animales en el estudio del sistema purinérgico”, que fue contestado por el
Presidente de la R. A. de Ciencias Veterinarias, Excmo. Sr. D. Arturo Anadén.

En el discurso de la Dra. Miras, se evidencia que su grupo de investigacion
ha utilizado modelos de animales normales y modificados, respetando la ética de
experimentacion animal, asi como técnicas de biologia y genética molecular y
receptores. A lo largo de su intervencion, describe las especies y estirpes de
animales y las partes de los mismos estudiadas, tales como érganos, tejidos y
células.

A continuacién, hizo una breve historia de los primeros compuestos
purinérgicos y pirimidenégicos, con una mencion especial al modelo de los perros
dalmatas y a los cien afios de estudio para comprender la excrecion del acido urico.
El perro dalmata no es capaz de metabolizar el acido trico, a diferencia de otras
razas de perros y similar al humano.

El interés cientifico por el sistema purinérgico, se basa en ser un factor
esencial en la comunicacion celular.

El Académico José Miguel Ortiz Meldn,
medalla de plata de la Universidad de
Cantabria

El académico de namero, Excmo. Sr. D.
José Miguel Ortiz Meldn, fue galardonado con
la medalla de plata de la Universidad de

Cantabria, de la que fue Rector. El Profesor
Ortiz Melén, junto al Profesor Luis Gaspar Vega
Argiielles, recibi6 la Medalla de Plata de la Universidad de Cantabria en el
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transcurso de la solemne ceremonia conmemorativa de Santo Tomas de Aquino,
patrén de la Universidad. La entrega de esta importante distincién se hacia tras su
aprobacién en Consejo de Gobierno, a propuesta del Departamento de Biologia
Molecular. José Miguel Ortiz Mel6n es doctor en Farmacia y Catedratico de la
Facultad de Medicina de la UC constituyendo una pieza clave en la ensefianza de la
Bioquimica y Biologia Molecular donde ha formado a cerca de una treintena de
promociones de médicos. Fue Rector Magnifico de la Universidad de Cantabria
entre 1980 y 1984.

Javier Puerto, Académico de nimero electo de la Real
Academia de la Historia

Nuestro Académico de numero Excmo. Sr. D.
Francisco Javier Puerto Sarmiento, ha sido elegido el
pasado 3 de febrero, académico de nimero de la Real
Academia de la Historia. El Profesor Puerto es Doctor en
Farmacia y un eminente catedratico de Historia de la
Farmacia en la Facultad de Farmacia de la Universidad

Complutense. El Dr. Puerto es un humanista consagrado

y un excelente novelista. La Real Academia de la Historia,

como asi lo hizo previamente nuestra Academia ha
querido premiar su extraordinaria trayectoria de plena dedicacion a la Historia de
la Ciencia y de la Farmacia en particular.

El Dr. Puerto es el Director del Museo de la Farmacia Hispana que esta
ubicado en la Facultad de Farmacia de la UCM y es el actual Conservador de
nuestro museo y Bibliotecario de nuestra Corporacién.

Ocupara la medalla n? 14. La candidatura fue presentada por Don José
Alcald Zamora, Don Faustino Menéndez Pidal y Don Carlos Martinez Shaw.

Fidel Ortega, elegido Decano de la Facultad de Farmacia de la UAH

Nuestro académico de numero, Excmo. Sr. D. Fidel
Ortega Diaz de Apodaca, ha sido elegido Decano de la
Universidad de Alcala de Henares el pasado mes de febrero.
Este es su segundo mandato, ya que lo fue de 2000 a 2008,
cesando al haber cumplido sus dos periodos reglamentarios.

El Prof. Ortega, trabajé con el Prof. Lo Gorton en el
Departamento de “Analytical Chemistry” en el “Chemical Center” de la Universidad
de Lund (Suecia), grupo puntero en la investigacion con biosensores

electroquimicos. Es doctor en Farmacia y actualmente es profesor titular del
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Departamento de Quimica Analitica e Ingenieria Quimica de la Universidad de
Alcala de Henares.

Bartolomé Ribas, medalla Ritterstern

Al académico de numero de nuestra Corporacion,
Excmo. Sr. D. Bartolomé Ribas Ozonas, le ha sido entregada en
Paris la medalla Ritterstern de la Europaische Akademie der
Naturwissenschaften de Hannover, el pasado mes de febrero.
La Academia Europea de Ciencias Exactas y Naturales (EANW

- EAEN) que tiene su sede en Hannover, Alemania, esta en
estrecho contacto con asociaciones similares y academias, en especial con la
"Sociedad Cientifica Europea" y la Academia Rusa de las ciencias naturales.

El Dr. Ribas es el actual Académico Secretario de la Academia y Director de
los servicios de publicaciones de la misma. El Prof. Ribas es doctor en Farmacia y
fue Profesor de investigacién del CSIC.

Nicholas Peppas, Samuel Stupp y Ruth Duncan, elegidos académicos
correspondiente extranjeros

Los eminentes cientificos Profesores Nicholas A. Peppas, Samuel Stupp y
Ruth Duncan, han sido elegidos académicos correspondientes extranjeros de
nuestra Corporacion.

Nicholas A. Peppas es Doctor en Ingenieria Quimica por el Instituto de
Tecnologia de Massachussets y se ha especializado en ingenieria biomédica. El
trabajo de Peppas se dirige hacia la investigacién de las biomoléculas y los
biomateriales para erradicar enfermedades como el cancer o la diabetes asi como
otras aplicaciones para la mejora de la calidad de vida de los enfermos de
esclerosis multiple, entre otros casos. El Dr. Peppas es Director del Laboratorio de
biomateriales, liberacion de farmacos, bionanotecnologia y reconocimiento
molecular y profesor del departamento de ingenieria biomédica de la Universidad
de Texas, EE.UU.

La Dra. Duncan es profesora emérita de biologia celular y liberacion de
farmacos en la Welsh School of Pharmacy, de la Universidad de Cardiff, en el Reino
Unido, y profesora visitante del Centro de Investigacién Principe Felipe (CIPF),
ubicado en Valencia. Fue fundadora y directora hasta fechas recientes del Centro
for Polymer Therapeutics. Su investigaciéon ha transferido 6 conjugados polimero
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anticancerigeno a ensayos clinicos y los primeros 2 agentes para imagen en
cdmara gamma basados en polimeros.

El Dr. Samuel Stupp pertenece al Departamento de Quimica Ciencia de
Materiales e Ingenieria la Universidad de Missouri en Kansas, EE.UU. y Director del
Northwestern's Institute for BioNanotechnology in Medicine. Su investigacion se
centra en autoensamblaje y materials supramoleculares con especial énfasis en la
medicina regenerativa, las terapias para el cancer y la energia solar.

Los Drs. Peppas, Duncan y Stupp tomaran posesiéon de sus plazas en el mes
de abril de este afo.
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RECEPCION DE ACADEMICOS DE LA RANF

Toma de posesion del llmo. Sr. D. Sebastian Cerdan como Académico
Correspondiente

En sesién solemne celebrada el 26 de
enero de este afio, el Dr. Sebastidn Cerdan
Garcia-Esteller, tomé posesion de su plaza de
académico correspondiente, con su discurso,
titulado: "Resonancia magnética y
biomedicina". Le presenté en nombre de la

Corporacion el Académico de Numero Excmo.
Sr. D. Antonio Doadrio Villarejo, compafiero de
curso del Dr. Cerdan.

Sebastidn Cerdan Garcia-Esteller, es Profesor de Investigacién de la Agencia
Estatal CSIC y responsable del Laboratorio de Imagen y Espectroscopia por
Resonancia Magnética de Alto Campo (LIERM) del CSIC desde 1989. Doctor en
Farmacia con Premio Extraordinario (1978), su trayectoria cientifica involucra
estancias postdoctorales en los Estados Unidos (Universidad de Pennsylvania, John
E. Fogarty International Fellow) y en Suiza (Biozentrum der Universitit Basel,
EMBO Long Term Fellow). Es autor de ciento veinticinco articulos de investigacion,
doscientas cincuenta comunicaciones a congresos, mas de una docena de capitulos
de libros y cinco patentes. Ha dirigido dieciséis Tesis Doctorales, tanto en
Universidades Espafiolas, como Extranjeras.

Entre sus contribuciones cientificas mas relevantes destacan la
caracterizacién de la interaccién metabdlica entre neuronas y células de glia en el
cerebro adulto, el desarrollo de espectroscopias multinucleares para estudios
metabodlicos y mas recientemente el desarrollo de nuevas series de agentes de
contraste para espectroscopia e imagen por Resonancia Magnética. Actualmente,
es Editor Asociado de revistas de difusion internacional de RM Biomédica (NMR in
Biomedicine), de bioenérgetica cerebral (Frontiers in Neuroenergetics), ha sido
Director del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” CSIC/UAM,
Secretario de la Sociedad de Biofisica de Espafia (1996-2002), Vocal y Presidente
de la Sociedad Europea de Resonancia Magnética ESMRMB (1996-2000, 2004-10),
miembro del Consejo Directivo (Board of Trustees) de la Sociedad Internacional de
Resonancia Magnética en Medicina ISMRM vy, a partir de hoy, Académico
Correspondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia en Espafia (RANF).

En la actualidad forma parte de Unidad Mixta de Imagen Molecular, un
recurso combinado de la Universidad Nacional de Educacién a Distancia y del CSIC
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que alberga el Servicio de Imagen y Espectroscopia por Resonancia Magnética de
Alto Campo (SIERMAC, http://www.siermac.es), una de las instalaciones mas
avanzadas del pais, con scanners de 7 y 11,7 Tesla, entre otros y una empresa spin-
off, SOIREM Research Ltd. encargada de proteger los derechos de propiedad
intelectual generados por la unidad, asi como de comercializar los productos y
servicios generados.

Toma de posesion del llmo. Sr. D. José Antonio Rodriguez Montes como
Académico Correspondiente

El pasado 16 de febrero, en sesiéon solemne de la
Real Academia Nacional de Farmacia, el Dr. José Antonio
Rodriguez Montes, tomdé posesiéon de su plaza de
Académico Correspondiente. La Corporaciéon acoge asi en
su seno, a este prestigioso médico cirujano, Jefe del Servicio
de Cirugia General y del Aparato Digestivo del Hospital

Universitario La Paz de Madrid y Catedratico de Cirugia de
la Universidad Auténoma de Madrid.

Fue presentado por el Académico Excmo. Sr. D.
Federico Mayor Zaragoza en nombre de la Academia.

El Dr. Rodriguez Montes es Licenciado y Doctor en Medicina y Cirugia con
Premio Extraordinario por la Universidad de Granada y Diplomado en Nutricién
por la misma Universidad.

Fue Becario Postdoctoral en el extranjero del MEC en la Universidad de
Cambridge, UK y, Medecin Resident Etranger des Hopitaux de Paris; Decano de la
Facultad de Medicina de la UAM; Director de 84 tesis doctorales; Autor de 12
libros, 123 capitulos de libros, 220 articulos en revistas indexadas y de mas de 450
Comunicaciones y Ponencias a Congresos Nacionales e Internacionales.

Es ademas, Académico Correspondiente de la Real Academia Nacional de
Medicina y de las Reales Academias de Medicina de Valladolid, Murcia, Andalucia
Oriental y Malaguefia de Ciencias. Esta en posesién de la Medalla de Oro de la
Universidad de Castilla-La Mancha.

Su discurso de ingreso versé sobre la "Evolucién y Revolucién de la
Cirugia", donde nos hizo un recorrido de la evolucion de la cirugia desde la
antigiiedad hasta los tiempos actuales, pasando por la edad media, la moderna y la
contemporanea, sefialando los acontecimientos mas importantes, el periodo en el
que tuvo lugar el nacimiento histérico de la Cirugia como Ciencia y como se ha
desarrollado hasta la actualidad.
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Finalmente, el Dr. Rodriguez Montes nos hablé del futuro que le espera a la
cirugia y sus predicciones personales basadas en tres componentes: la mano del
cirujano, las nuevas tecnologias instrumentales y la atencién al paciente.

Una vez concluida su interesantisima y amena disertacion, la Presidente de
la Academia, le impuso su medalla en nombre de S. M. el Rey.

Edicion de noticias cerrada el 29 de febrero de 2012.
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MEMORIA DE SECRETARIA 2011

PROLOGO

Nuestra Corporacion inicia oficialmente sus actividades correspondientes al
Curso 2011 con la Solemne Sesién Inaugural, en este caso celebrada el 13 de enero,
bajo la presidencia de la Excma. Sra. D2 M2 Teresa Miras Portugal, Presidente de la
Academia. Estuvieron presentes, el Presidente de la Real Academia de Bellas Artes
de San Fernando y los Presidentes de las Academias de Farmacia Autondmicas de
Arag6n, Catalufia y Regién de Murcia.

El discurso inaugural estuvo a cargo del Excmo. Sr. D. Juan Ramén Lacadena
Calero, en representacién de la seccidon segunda, con el titulo de: “Genética y
Sociedad”. El Dr. Lacadena, destac6 que el descubrimiento del ADN marca un antes
y después en la ciencia y la sociedad y sefial6 que las tres letras de su discurso,
encierran la gran revolucidn cientifica de las ultimas décadas y que la del ADN esta
produciendo una biocracia a través de la Biotecnologia, considerandola como la
piedra filosofal de la Biologia.

DE LOS ACADEMICOS

RECEPCIONES DE ACADEMICOS

De nuevo, durante el afio pasado ha tenido lugar la incorporacién de nuevos
miembros a nuestra Corporacion.

Como Académico de Honor, el 10 de noviembre se unié a nuestra Academia
el conocido y reputado cientifico Excmo. Sr. D. Mariano Barbacid, jefe del Grupo de
Oncologia Experimental del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas
(CNIO), quién leyo su discurso titulado: “De la oncologia molecular a la terapia
individualizada: impacto en la practica clinica”. Le contest6 en nombre de la
Corporacion el Académico de Numero Excmo. Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez.

Durante el pasado curso, asistimos a 3 sesiones solemnes de recepcion de
académicos de numero. La Excma. Sra. D2. Rosa Basante Pol, Profesora de Historia
y Legislacion de la UCM, tomo6 posesion el 28 de abril de la medalla n? 23, leyendo
su discurso reglamentario titulado: “Reflexiones en torno al medicamento y sus
profesionales”, que fue contestado por el académico de nimero Excmo. Sr. D.
Francisco Javier Puerto Sarmiento. El 20 de octubre, lo hizo el Excmo. Sr. D. José
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M.2 Medina Jiménez, Catedratico de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad de Salamanca, en la medalla n? 29, con su discurso: “La albumina
sérica: una posible arma terapéutica en la enfermedad de Alzheimer y el Sindrome
de Down”, contestado por el Excmo. Sr. D. Federico Mayor Zaragoza y el 27 de
octubre en la medalla 42, tom6 posesion la Excma. Sra. D2, Maria Vallet Regi,
Catedratica de Quimica Inorganica y Bioinorganica de la UCM, con la lectura del
discurso de ingreso: “Farmacos, Nanomedicina y Biomateriales: Un objetivo
comun”, contestado por el que suscribe.

Se produjeron tres tomas de posesiéon de académicos correspondientes
extranjeros, la de la Dra. Maiken Nedergaard, Decana de la Facultad de Medicina de
Rochester (Estados Unidos); la de Clément Sanchez, miembro del College de
Francia y la de Christoph Friedrich, Profesor de Historia de la Farmacia y Director
del Instituto Fiir Geschichite (Fur gessischait) de Farmacia.

Asimismo, se dispusieron 12 tomas de posesién de académicos
correspondientes nacionales, la de los Dres. Antonio Gonzalez Bueno, Isaac Arias
Santos, José Maria Ordovas Muiioz, Lina Badimén Maestro, Antonio Jesus Salinas
Sanchez, Angela Maria Martinez Valverde, M2 Pilar Goémez-Serranillos Cuadrado,
Carmen Aragén Rueda, José Javier Lucas Lozano, Josep Ventura, Maria Molina
Martin y Pedro Guillén Garcia.

Todos ellos nos deleitaron con unos magnificos discursos de entrada, la
mayoria en forma de conferencias multimedia, que dieron un extraordinario nivel
cientifico a nuestra Corporacién.

ELECCIONES DE ACADEMICOS

El 25 de noviembre fue elegida por el Pleno de la Corporacién, académica de
honor la Dra. Consuelo de la Torre Garcia-Quintana, primera mujer en ocupar esa
consideracidn en nuestra Academia.

Abierta durante el curso la admision de nuevos académicos
correspondientes nacionales, la Junta de Gobierno eligi6 por unanimidad y
después de cumplir los tramites regulados en la convocatoria a los siguientes
doctores: Eduardo Costas Costas, Manuel Esteller Badosa, Maria Blasco
Marhuenda, Antonio Alcami Pertejo, Cecilio Giménez Martin, Antonio Rabasco
Alvarez, Mercedes Salaices Sanchez, Rosa M2, Ortega Anta, José Lépez Guzman y
José Carlos Rodriguez Rey. También y elegidos por la Junta General lo fueron los
Dres. Honorio Bando y José Manuel Arias de Saavedra.
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ELECCIONES DE CARGOS ACADEMICOS

Durante el afio 2011, y como es reglamentario, han sido elegidos nuevos
cargos, en este caso de secretario y tesorero de la Academia. Para el de Tesorero,
elegimos al Excmo. Sr. D. Fidel Ortega Ortiz de Apodaca, el académico varén mas
joven, solo superado en 7 dias por nuestra académica M2 José Alonso, en
sustitucion del Excmo. Sr. D. Bartolomé Ribas Ozonas, que resultd electo para el
cargo de Académico Secretario, en reemplazo del que suscribe, que cumplié sus
dos mandatos reglamentarios. Para referirme a él y definir su espiritu, nada mejor
que estas palabras de Will Rogers: “Es grande ser grande, pero es mayor ser
humano”. Le deseo suerte, en un cargo complicado, donde no basta solo el esfuerzo
y la dedicacién, sino que hay que complementarlo con mucho tacto y ciertas dosis
de prudencia.

Después de 6 afios de mandato y otras tantas memorias de secretaria, al
llegar a este punto de redacciéon he pensado en decir unas palabras de despedida,
pero no es oportuno, lo que si quiero manifestar en 4 palabras es mi principal
sentimiento: “He—sido—muy- feliz” y por ello quiero dar las gracias a todos mis
compafieros académicos que lo han hecho posible. “Demos gracias a los hombres y
a las mujeres que nos hacen felices, ellos son los encantadores jardineros que
hacen florecer a nuestros espiritus” (Will Rogers).

También, y durante el mes de diciembre fueron elegidos o reelegidos los
Presidentes de las secciones, quedando su composiciéon como sigue: Seccién 12, Dr.
Antonio Monge Vega (reelegido); Seccién 22, Dr. Antonio R. Martinez Fernandez,
elegido en sustitucion del Dr. Juan Ramdén Lacadena Calero que cesa por mandato
reglamentario al cumplir dos consecutivos; Secciéon 32, Dr. D. Victor Jiménez
Torres, electo en sustitucion del Dr. José Luis Vila, recientemente fallecido; Seccién
42, Dr. Juan Tamargo Menéndez (reelegido); Secciéon 52, Dr. Mariano Esteban
Rodriguez (reelegido) y Seccién 62, Dr. César Nombela Cano (reelegido).

NECROLOGICAS DE ACADEMICOS

Durante el curso 2011, tuvimos que lamentar las perdidas de nuestros
académicos de numero Excmos. Sres. D. Guillermo Tena Nufiez y D. José Luis Vila
Jato y de la académica correspondiente, [Ima. Sra. D2 Rocio Muiioz Calvo.

Recordemos su vida como una leccién aprendida, velando con carifio a los
que quedaron al borde del camino. Despidamos a nuestros seres queridos, que otra
vida les espera, mas alld de estas barreras, cruzaran la frontera y seguiran su
destino.
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HONORES A ACADEMICOS

En un afio, en el que celebramos la concesion del Premio Nobel de Quimica a
Marie Curie, cuyo reconocimiento cientifico, segiin nos describi6 la Dra. Ana
Pascual-Leone, no fue precisamente sencillo y si excepcional, ya que
histéricamente las mujeres, aunque han contribuido a la ciencia desde
civilizaciones muy tempranas -como ejemplo, Merit Ptah (2.700 a. C.), fue descrita
en una inscripcién egipcia como "médico principal”- pero que no han tenido su
merecido reconocimiento, he elegido para comenzar y como muestra intencionada
a 3 de nuestras académicas de numero, por la relevancia de sus premios de
investigaciéon conseguidos durante el 2011. Por orden de antigliedad, como es
consuetudinariamente académico: M2 Teresa Miras Portugal, Premio “Miguel
Catalan” de la Comunidad de Madrid, M2 José Alonso, Premio Jaime I en nuevas
tecnologias y Premio N6voa Santos, y Maria Vallet Regi, Premio de investigacion y
medalla de oro de la Real Sociedad Espafiola de Quimica. Afortunadamente, estas
tres sefialadas cientificas si que han tenido reconocimiento a sus bien ganados
méritos y también afortunadamente esas barreras histéricas en la Ciencia, han
desparecido o estan caducas, gracias en gran parte, a mujeres que han luchado
para ello, unas reconocidas, como Marie Curie y otras no tanto, pero que con su
callado esfuerzo han hecho mas facil el camino.

Para ellas y para los demas galardonados, nuestra mas calurosa felicitaciéon
por las distinciones que les han sido concedidas y que paso a describir.

El 13 de diciembre, se celebré el tradicional acto anual de homenaje a la
antigiiedad académica en el Instituto de Espafia, que recay6 en nuestro compafiero,
el académico de ndmero y decano de nuestra Academia, Excmo. Sr. D. Salvador
Rivas Martinez. La laudatio, estuvo a cargo del Excmo. Sr. D. Bartolomé Ribas
Ozonas, quien destaco la profesionalidad del homenajeado y su calidad cientifica,
que le ha llevado a ocupar un primer puesto mundial en la geobotanica. En el acto,
se le entreg6 una placa conmemorativa por parte del actual presidente del
Instituto de Espafia y de la Real Academia de la Historia, Excmo. Sr. D. Gonzalo
Anes y Alvarez de Castrillon.

El 7 de noviembre el Profesor Benito del Castillo fue nombrado Profesor
Honorario de la Universidad de Cajamarca-Peru.

El Profesor D. Juan-Ramoén Lacadena Calero ingresé en el Colegio Libre de
Eméritos en el mes de abril.

El profesor Juan Tamargo fue nombrado miembro del Comité Editorial de
las revistas: World Journal of Pharmacology, Arrhythmia and Electrophysiology
Review, Cardiovascular Drugs and Therapy y Arrhythmia and
Electrophysiology. Ademas, el Handbook of Drugs in Cardiology, del que es
coautor, ha recibido el Premio al mejor libro de Farmacologia en 2010 en
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Inglaterra y es uno de los cuatro autores europeos invitados a escribir las Guias de
fibrilacién auricular del American College of Cardiology/American heart
Association.

DE LA ACTIVIDAD CIENTIFICA

La actividad cientifica de la Academia, se puede cuantificar en un total de 39
Sesiones Cientificas semanales, 7 mas que el curso pasado, que fueron distribuidas
en 19 Tomas de Posesion, 11 conferencias, 7 Mesas Redondas y 2 tertulias
cientificas, todas ellas retransmitidas en directo y en alta definicién por nuestro
canal privado de IP TV por Internet, el cual ha sido admitido en el principal portal
de TV on line, www.tvgratis.tv en la seccién de Ciencia y tecnologia, lo que permite
verlo en las nuevas televisiones domésticas SMART TV.

En un afio donde se celebré internacionalmente, el de la Quimica, el
Centenario de la concesion del Premio Nobel de Quimica a Madame Curie y el Afio
del Cerebro, nuestra Academia estuvo presente organizando una mesa redonda
sobre el Ano Internacional de la Quimica, una sesién conmemorativa del Premio
Nobel a Madame Curie, presentada por nuestra académica Dra. Ana Pascual-Leone
y en la que el Dr. José Luis Moreno Frigols, académico correspondiente, nos deleit6
con su conferencia titulada: “Radiofarmacos: Perspectivas actuales”, ademas de 2
tertulias y una mesa redonda sobre el cerebro.

También, organizamos las mesas redondas sobre “patologias duales”, con la
presencia del presidente de la Sociedad espafiola de patologia dual, Dr. Nestor
Szerman y la Dra. M2 Isabel Collado, catedratica de farmacologia de la UCM; la de
“calidad farmacéutica”, con la participacién de D. Ramén Esquerdo Lopez, Director
Técnico de Laboratorios Menarini y D. Francisco Salmerén Garcia, Jefe de Divisién
de Productos Bioldgicos y Biotecnologia de la Agencia Espafiola de Medicamentos
y Productos Sanitarios; la de “Biotecnologia en terapéutica”, con Carmen Acebal
Sarabia, Vicerrectora de Investigacion y Politica Cientifica de la UCM y Diia.
Carmen Vela Olmo, Directora General de INGENASA (Inmunologia y Genética
Aplicada, S.A.) y actual Secretaria de Estado de Investigaciéon, Desarrollo e
Innovacion; la mesa redonda de “Empresa farmacéutica. Siglo XXI”, con D. Enrique
Ordieres, Presidente de Laboratorios CINFA y Dia. Elvira Sanz, Presidente de
Laboratorios PFIZER; la de “Seguridad del paciente oncolégico”, con la
colaboracion de la Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria y la
“Conmemorativa del Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 2011”, con la presencia
del Prof. Dr. Francisco Sanchez Madrid, Catedratico de Inmunologia en la Facultad
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de Medicina de la UAM, que pronuncié una extraordinaria conferencia titulada:
“Avizores del sistema inmunitario”.

DE LAS PUBLICACIONES

En el capitulo de publicaciones y de nuevo, debido al recorte presupuestario
oficial, fue preciso limitar el nimero de aquellas, aiin asi editamos 1 monografia, la
32, titulada: “Memorias de Secretaria: 1932-2010", un namero de la comision de
aguas minerales y mineromedicinales sobre el “Balneario de Bafios de la
Concepcioén de Villatoya (Albacete)”, editado por el Académico Bernabé Sanz Pérez
y 4 nimeros de los Anales. Ademas, el académico Excmo. Sr. D. Francisco Javier
Puerto Sarmiento, catedratico de Historia de la Farmacia, terminé su obra:
“Historia de la Real Academia Nacional de Farmacia”; extraordinaria y
monumental obra que le ha costado 3 afos de esfuerzo y que en sus 746 paginas y
121 imdagenes, nos relata con su habitual estilo coherentemente literario nuestro
caminar en el tiempo, desde 1932 a 2000, con sus antecedentes desde la
Congregacion del Sefior San Lucas y Nuestra Sefiora de la Purificacién, a partir del
16 de noviembre de 1589 y que sera editada por el servicio digital de nuestra
Academia y la Fundacién José Casares Gil en los préximos dias.

Desde el volumen 77, n21, primero del afio 2011, los Anales de la Real
Academia Nacional de Farmacia, se dejaron de editar en papel, para pasar a
formato digital, manteniendo su presencia on line en el Open Journal System, lo
que permite su indexaciéon en el ISI Web Knowledge. La ediciéon digital en un
moderno formato de libro electrénico en soporte de CD-Rom, para su distribucién
y en formato html, para su presencia en la red a través de nuestro portal de
publicaciones, nos ha permitido reducir los gastos de la publicacién en una
cantidad superior a los 30.000 € anuales, a la vez que su difusién es mucho mayor,
de casi 14.000 lectores, frente a los 300 de la distribucién en papel. No obstante,
para su consulta en nuestra biblioteca, se ha dispuesto de la edicion de 2
ejemplares de cada volumen en impresién tradicional.

La Fundacion Casares Gil como es habitual, vuelve a estar presente en estas
actividades de la RANF, destacando su patronazgo en las mesas redondas que ha
celebrado la Academia.
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DE LA BIBLIOTECA

En el segundo afio del proyecto de digitalizaciéon de nuestra Biblioteca
virtual para los libros de los siglos XVI a XIX, con la subvencién del Ministerio de
Cultura y el patrocinio de la Fundacién José Casares Gil, se han elaborado 234
obras, equivalentes a 94.000 imagenes aproximadamente. En total, ahora mismo se
pueden consultar 319 obras, todas a través de nuestro Catalogo virtual y en los
repositorios digitales colectivos Hispana y Europeana.

La digitalizacién de los libros del s XIX ha sido aceptada para 2012 por el
Ministerio de Cultura con la concesién de una nueva ayuda.

Dentro del Proyecto de Recuperacion, catalogacion. digitalizacion y archivo
del fondo fotografico antiguo de la Academia, Se han catalogado y digitalizado 350
fotografias de los siglos XIX y XX, que se pueden visualizar en la Biblioteca virtual.

Se ha restaurado el herbario de 1805: “Plantarum Hispaniae indigenarum
centuria”. Se han digitalizado los Anales desde 1932 y se han catalogado 857
nuevos registros y 2.900 han sido modificados o mejorados.

El Instituto de Espafia ha donado 25 monografias faltantes en nuestra
coleccion y el académico Bernabé Sanz Pérez diversos ejemplares de la revista
Food Technology.

DE LA COOPERACION EXTERNA

La cooperacién que hemos mantenido con los Laboratorios Lilly durante el
afio 2011, fructificoé en la firma de un importante convenio de cooperacién entre
esta Academia y la farmacéutica para el apoyo a nuestras actividades.

La colaboracion con el Instituto Tomas Pascual para la nutricion y la salud, a
través de convenio, resulté muy intensa en el pasado curso, en especial con la
imparticion del primer curso on line desde nuestro recién creado campus virtual,
titulado: “Educacién sanitaria e interrogantes en patologias para la Oficina de
Farmacia”, dirigido a farmacéuticos y profesionales sanitarios, que se celebr6 de
marzo a diciembre. El curso resulté de gran éxito, con una participacién de 676
alumnos farmacéuticos y 62 de otras profesiones, que recibieron su diploma
probatorio después de superar las pruebas correspondientes y que fue acreditado
por la Comisiéon de Formacion Continuada del Sistema Nacional de Salud con 5,7
créditos.
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Un afilo mas, en este caso el 21 de marzo, tuvo lugar en la Casa
Iberoamericana de Cadiz la entrega de los Premios Cortes de Cadiz. Presidi6 el acto
la Excma. Sra. Dofia Teoéfila Martinez, Alcaldesa de Cadiz, asistiendo en la
presidencia Don Enrique V. Iglesias, Secretario General Iberoamericano y Dofia
Judith Pinedo Alcaldesa de Cartagena de Indias. El1 Premio Iberoamericano de
Botanica, patrocinado por nuestra Academia, fue entregado a la Dra. Maria Amelia
Martins Lougdo, tras la laudatio pronunciada por nuestro Vicepresidente Dr.
Antonio Ramén Martinez. La obra presentada desde la Facultad de Biologia de la
Universidad de Lisboa destacaba sobre las restantes. Por otra parte, se daba la feliz
circunstancia de que la autora era ya bien conocida en la Academia, ya que es uno
de los académicos correspondientes de nuestra Academia en Portugal.

El 9 de Mayo la revista “Muy Interesante” con motivo de su 302 Aniversario,
celebrado en el Museo de ABC, concedi6 los Premios Innovacién 2011 a los Dres.
Difia. M2 José Alonso Fernandez, Académica de Numero de la Real Academia
Nacional de Farmacia y a D. Mariano Barbacid, Académico de Honor electo de la
misma.

El pasado 5 de Mayo, durante la celebracién del IV Encuentro de la
Asociacién Internacional de Academias de Farmacia (AIAF) la Excma. Sra. Dia.
Maria Teresa Miras Portugal, fue nombrada Académica de Honor de la Academia
Nacional de Farmacia y Bioquimica de Argentina. Le impuso la medalla el
Presidente de la misma D. Carlos Maria Baratti, con la presencia de los Académicos
D. Manuel R. Limares y D. Marcelo Squassini.

El 13 de mayo se celebro, en el Paraninfo de la Universidad de Salamanca, el
solemne acto de imposicién de medallas de Académicos de Honor a nuestros
académicos Excmos. Sres. D. Julio Rodriguez Villanueva y D. José Antonio
Fernandez del Campo.

El 6 de mayo, tuvo lugar la toma de posesion como Académico
Correspondiente de la Academia Santa Maria de Espafia de la Regién de Murcia, de
nuestro Académico de Numero el Excmo. Sr. D. Benito del Castillo, con el discurso
titulado: "Instrumentos cientificos de la coleccién histérica del Museo de la
Farmacia Hispana de Madrid". El acto se celebré durante la IV Reunién de la
Asociacion Iberoamericana de Academias de Farmacia (AIAF) en Cartagena
(Espafia). Asimismo, el 6 de septiembre, lo hizo el que suscribe. Fue presentado
por la Académica de Numero, Ilma. Sra. Dofia Marfa Cecilia Moreno Bejar. Su
discurso de ingreso se titul6: “Modelos Climaticos: Predicciones de un Cambio
Climatico Global". El acto se cerrdé con la intervencién del Presidente de la
Corporacién Murciana, Excmo. Sr. Dr. D. Pedro Martinez Hernandez.

32




MEMORIA DE SECRETARIA

El académico correspondiente Excmo. Sr. D. Francisco Gonzalez de Posada,
ha sido nombrado “Hijo Adoptivo de la villa de Laredo” (Cantabria) por el Pleno
Municipal del Ayuntamiento. El acto de entrega se celebro el 29 de octubre.

El académico correspondiente D. José Maria Sufié Arbussa, recibié el 30 de
mayo en un solemne acto celebrado en la Real Academia de Farmacia de Cataluiia,
de manos de la Excma. Sra. D2 Maria del Carmen Francés Causapé, la "Medalla
"Carmen Francés" de la Academia Internacional de Historia de la Farmacia, en su
posicion como Presidente de Honor de esa institucion. Asimismo el dia 22 de
octubre recibié una placa de plata con que le rindié homenaje la Real Academia de
Farmacia de Catalufia por su labor en relacién con las Concordias de Barcelona del
siglo XVI.

EPILOGO

Por dltimo, tenemos que hacer constar nuestro agradecimiento al
Ministerio de Educacién por las subvenciones concedidas en el Curso 2011, que
nos han permitido acometer las actividades programadas. También, deseamos
expresar nuestro agradecimiento a todos los patrocinadores del Concurso
Cientifico y a la Fundacién José Casares Gil de Amigos de la Real Academia
Nacional de Farmacia que contribuyen a la actividad cientifica de nuestra
Corporacién.

Una vez mas, esta Real Academia Nacional de Farmacia, ha comparecido
para dar cuenta publica de sus Actividades, de las que yo, “is etiam scriptor per
postremus” (el todavia Secretario por ultima vez), doy fe.

Muchas gracias por su atencion.
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Presente y Futuro en el Descubrimiento de Farmacos para la
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Nuria E. Campillo, Pedro Gonzalez-Naranjo, Juan Antonio Paez

Instituto de Quimica Médica. CSIC. Juan de la Cierva 3, 28006-Madrid. Espafia.
Recibido el 31 de octubre de 2011.
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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, también conocida como Tripanosomiasis Americana es
una enfermedad parasitaria causada por el Trypanosoma cruzi. Se estima que
alrededor de 7,7 millones de personas se encuentran infectadas y padecen la
enfermedad de Chagas. Esta enfermedad silenciosa que esta estrechamente
relacionada con la pobreza, es transmitida a los humanos por unos insectos que se
encuentran exclusivamente en el continente americano, principalmente en areas
rurales con muy deficientes condiciones de salubridad. Los farmacos existentes
(nifurtimox y benznidazol), no siempre disponibles, constituyen un tratamiento
paliativo, pero no curan la enfermedad y no son aceptables desde un punto de vista
terapéutico debido a sus efectos secundarios indeseables y a su falta de eficacia. Por
tanto, es necesario el desarrollo urgente de nuevos tratamientos y por tanto, seria
muy conveniente la utilizacion del diseiio racional en todas las etapas. El disefio de
farmacos es una tarea compleja que requiere la colaboraciéon interdisciplinar de
muchos especialistas en diferentes campos de la ciencia. El presente trabajo
describe de manera estructurada las diferentes estrategias que se han utilizado y las
que se pueden utilizar en el futuro para el descubrimiento de nuevos farmacos para
la enfermedad de Chagas. Se recogen las estrategias mas clasicas como el diseiio de
analogos, el cribado sistematico o el basado en la informacidn bioldgica y los
métodos mds novedosos basados en lo que se conoce como quimioinformatica.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas; T. cruzi; QSAR; Quimioinformatica;
Cribado virtual; Redes neuronales; Anclaje.
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ABSTRACT

The Present and Future of Drug Discovery for Chagas Disease

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is caused by infection
with the Trypanosoma cruzi. The Pan American Health Organization (PAHO)
estimates that 7.7 million persons currently have T. cruzi infection in the 21 endemic
countries. This disease can be transmitted to humans by insect vectors that are
found only in the American continent, mainly, in rural areas with unhealthy housing
conditions where poverty is a general concern. Nifurtimox and benznidazole are the
only drugs used against this disease, but sometimes they are not available. The
treatment of Chagas disease with nifurtimox or benznidazole is unsatisfactory
because of their limited efficacy on the prevalent chronic stage of the disease and
their toxic side effects.-It is, therefore, necessary the development of new effective
antichagasic drugs for the suitable treatment of this disease. The development of
new drugs for Chagas disease requires a multidisciplinary approach involving diverse
disciplines such as molecular and cellular biology, chemistry, bioinformatics,
biochemistry, pharmacology and toxicology. This revision describes the different
strategies used for drug discovery on Chagas disease treatment. The most classic
strategies as the design of analogous, the systematic screening or that one based on
the biological information, together the most recent methods based on
chemiinformatics, are presented.

Keywords: Chagas Disease; T. cruzi; QSAR; Cheminformatics; Virtual screening;
Neural network; Docking.

1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, también llamada Tripanosomiasis Americana es
una enfermedad parasitaria causada por un protozoo flagelado Ilamado
Trypanosoma cruzi. Este parasito es transmitido a los huéspedes vertebrados por
un insecto hematofago, el Triatoma infestans, conocido como vinchuca o chinche.
La enfermedad de Chagas también puede transmitirse a través de transfusiones de
sangre, de madres a hijos durante el embarazo, o con menos frecuencia, a través de
trasplantes de 6rganos o alimentos contaminados. El parasito se reproduce en los
tejidos internos y causa problemas en el corazon, el eséfago, el colon y el sistema
nervioso (1).

Esta enfermedad es una endemia parasitaria que afecta a unos 7,7 millones
de personas en Latinoamérica, extendiéndose desde el sur de los Estados Unidos
hasta Argentina y Chile. No existe vacuna contra la enfermedad de Chagas y las
personas afectadas pueden volverse a infectar después de recibir tratamiento
farmacolégico (2).
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El hecho de que la enfermedad de Chagas esté intimamente relacionada con
la pobreza ha podido ser una de las razones que ha originado la falta de interés en
el desarrollo de nuevos medicamentos eficaces. Esto explica que se sigan
utilizando fadrmacos que fueron comercializados en los afios 70, como el nifurtimox
y el benznidazol que no estdn aprobados por la FDA (Federal Drug
Administration). En la actualidad, esta enfermedad estd clasificada por la
Organizacién Mundial de la Salud como una enfermedad extremadamente olvidada
(3).

El disefio de nuevos farmacos es una tarea compleja que requiere la
colaboracion interdisciplinar de muchos especialistas en diferentes campos de la
ciencia. En el descubrimiento de nuevos farmacos hay que considerar, ademas de
las propiedades farmacolégicas, otros aspectos de gran relevancia, como es el de
las propiedades ADMET (A: absorcion, D: distribuciéon, M: metabolismo, E:
excrecion y T: toxicidad). Por tanto, antes de tomar en consideracién a un nuevo
cabeza de serie (lead compound) de acuerdo a sus propiedades farmacologicas es

necesario que se incluya un estudio mas profundo de las propiedades ADMET del
hit.

2. DISENO DE FARMACOS

El disefio de nuevos farmacos para la enfermedad de Chagas puede
abordarse mediante dos estrategias generales. La primera consiste en el
aislamiento y estudio de productos naturales procedentes de la medicina
tradicional o de otras fuentes y la segunda, se refiere al desarrollo de nuevos
compuestos de sintesis quimica o de procedencia biotecnolégica (4, 5).

El uso de productos naturales como estrategia en la busqueda de nuevos
hits para la enfermedad de Chagas se ha realizado fundamentalmente en productos
naturales de origen vegetal, aunque también se han aislado algunos compuestos a
partir de hongos o de especie marinas. Existen numerosas revisiones recientes que
recogen los trabajos realizados en este campo (6-9). Unicamente citar algunas de
las familias estudiadas y de las que se han encontrado moléculas activas como las
leguminosas o fabaceas (Cassia fistula, Harpalyce brasiliana, Pterodon pubescens
(10), solanaceas (Acnist arborescens, Physalis angulata) boraginaceas (Cordia
globosa), clusiaceas (Mammea americana) (11) y diversas especies de la familia de
las piperaceas (Piper glabratum, P. acutifolium (12); P. gaudichaudianum, P.
aduncum (13); P. crassinervium (13, 14), Peperomia blanda (15).

A partir de estas especies naturales han sido aisladas y caracterizadas una
gran variedad de estructuras quimicas con propiedades anti-T. cruzi (8). De entre
todas ellos podemos citar como mas representativas a los flavonoides como
chalconas, flavonas o isoflavonas; terpenoides como derivados de diterpenos
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(icetexano, labdano, azorellano), triterpenos pentaciclicos o lactonas
sesquiterpénicas; lignanos; cumarinas; catequinas; xantonas; arilfloroglucinoles;
antraquinonas y naftilisoquinolinas (6-8) (Figura 1). Finalmente, mencionar que
también se han obtenido derivados anti-T. cruzi aislados a partir de esponjas
marinas (Agelas sp.) (16) y hongos (Basidiomycota fungi) (17).

OCH;

Xantona Antraquinona Pterocarpano

Lignano Cumarina Cromeno

Figura 1.- Ejemplos representativos de productos naturales derivados de xantona (18),
antraquinona (19), diterpeno (20), isoflavona (21) pterocarpano, chalcona (22), lignano (15),
cumarina (11), cromeno (13).

Una estrategia mas reciente utilizada en la busqueda de nuevos hits es la
que se refiere a la quimica combinatoria. Esta técnica fue desarrollada
originalmente para la obtenciéon de librerias con un numero elevado de
compuestos y para su posterior evaluacion en diferentes dianas utilizando técnicas
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de HTS (high-throughput screening; acrénimo inglés de cribado de alto
rendimiento). La aproximaciéon inicial de la realizacion del cribado de alto
rendimiento a miles de compuestos tiene bastantes detractores y la tendencia
actual es la obtencién de librerias mas pequenas de compuestos bien
caracterizados.

Una clasificacién mas sistematica para el disefio de farmacos, basada en la
metodologia utilizada, podria establecerse en cuatro grandes apartados: diseiio de
andlogos, disefio basado en cribado (screening) sistematico, disefio basado en
informacion biolégica y quimioinformatica (Figura 2).

Cristalografia, RMN Geno'm|.ca
BiOinforma’tiV Proteomica

Estudios de anclaje QSAR, QSAR-3D

&ﬁ ibado virtual Farmacofor @*’J@

isefio de novo RRNN

Nlomroam%
] g

CANDIDATO

Informacion

B Disefio de
bioldgica

analogos

Cribado sistematico
(HTS, Quimiotecas)

Figura 2.- Esquema general representativo en el disefio de farmacos.

2.1. Disenio de Andlogos

Una de las estrategias mas utilizadas para la obtencion de derivados anti-T.
cruzi ha sido el disefio de andlogos de moléculas de probada actividad. Mediante
esta estrategia moléculas con actividad biolégica son modificadas para
incrementar su potencia, su especificidad, mejorar su toxicidad, etc.
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Desde el descubrimiento de la tripanosomiasis americana por Carlos Chagas
en 1909 (23), un gran nadmero de compuestos han sido sometidos a evaluacién con
el objetivo de encontrar moléculas que fueran activas frente al Tripanosoma cruzi.
Entre las familias de derivados estudiadas se pueden citar derivados de
fenotiazinas, acridinas, fenazinas, imidazoles, nitroimidazoles, triazoles,
nitroimidazoles, tiadiazoles, isoxazoles, purinas, naftoquinonas, indoles,
isoquinolinas, nitrofuranos, naftoquinonas, complejos metalicos etc. Las
investigaciones realizadas utilizando métodos empiricos condujeron al
descubrimiento de un nitrofurano (nifurtimox, Lampit) y un nitroimidazol
(benznidazol; Rochagan), que son los dos compuestos heterociclicos
comercializados en 1972 y 1974, respectivamente (1). Ninguno de los dos esta
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration)(24) por lo que en Estados
Unidos solo estan disponibles a través de la CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) (25).

Desde entonces, se han preparado cientos de andlogos correspondientes a
diferentes familias, algunas de los cuales han mostrado interesantes propiedades
anti-T. cruzi (Figura 3). Se pueden citar derivados de 5-nitrofurilo, 5-nitrotienilo;
furoxanilo, benzofuroxanilo (26, 27); quinoxalinilo, imidazolilo o benzimidazolilo,
indazolilo, (28), imidazolidinas (29), imidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazinas (30),
imidazo[1,2-b]isoquinolinas (31). Otras familias descritas con propiedades anti-T.
cruzi corresponden a N-6xidos de furoxano o benzofuroxano, imidazol o
benzimidazol, indazol o quinoxalina (32, 33).

2.2. Diseno Basado en Cribado Sistemadtico

Este método consiste en someter a las nuevas moléculas objeto de estudio,
bien sean de procedencia sintética o de origen natural, a evaluacién farmacolégica
utilizando cualquier prueba biolégica, sin una hipdtesis previa. Se basa en el uso
sistematico de baterias de test en cualquier modelo experimental, si bien la
tendencia actual es utilizar pruebas in vitro, ensayos de anclaje (binding),
inhibicién enzimatica, 6rganos aislados, cultivos celulares, etc. El cribado puede
hacerse ensayando un pequefio nimero de moléculas, quimicamente sofisticadas y
novedosas, a una serie de pruebas biolégicas o llevarse a cabo al azar buscando un
hit entre centenares de moléculas. Una estrategia frecuentemente utilizada es la de
incluir intermedios sintéticos, ya que en general, en las rutas de sintesis utilizadas
para la sintesis de los compuestos objetivo, es necesario la preparacion previa de
productos intermedios que guardan una cierta similitud estructural con los
compuestos finales.
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X =8, NH ﬁ:«o

Tiosemicarbazona de benzofuroxano
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Figura 3.- Ejemplos representativos de derivados anti-T. cruzi.

Desde los aflos 80, con los avances de la robética y de la miniaturizacién de
los métodos de ensayos in vitro, en el HTS se han producido grandes avances con la
introduccién de estas mejoras. Este método se aplica utilizando técnicas de
evaluacion por desplazamiento de radioligandos o mediante procesos de
inhibicién enzimatica. En la actualidad, la tendencia es sustituir los ensayos de
radioligandos por ensayos de fluorescencia.

Las estrategias de screening que corresponden a métodos empiricos han
sido las mas utilizadas para el descubrimiento de nuevos prototipos en la
busqueda de compuestos anti- T. cruzi. Estas estrategias, aunque son
aparentemente menos racionales, siguen siendo muy utiles para el descubrimiento
de nuevos compuestos tripanomicidas, debido fundamentalmente al desarrollo y
mejora de los ensayos in vitro en cepas de Tripanosoma cruzi.
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El método de HTS que es ampliamente utilizado en la industria
biofarmacéutica, ha sido poco aplicado en la bisqueda de nuevos farmacos para la
enfermedad de Chagas. Uno de los mas interesantes corresponde a un trabajo en el
que utilizando una biblioteca quimica de 2000 compuestos, se describen 3 nuevos
derivados (Figura 4) que inhiben la replicacion intracelular de amastigotes en el
rango nM, con una baja toxicidad (34).

2.3. Diseno Basado en Informacion Bioldgica

Esta estrategia se basa en la observacién de efectos biol6gicos en humanos,
en animales, en vegetales o en microorganismos. La procedencia de estos datos
puede proceder de fuentes muy diversas como: 1) estudio de medicinas indigenas;
2) observaciones clinicas de los efectos adversos o secundarios de medicinas; 3)
nuevos usos para medicamentos ya utilizados para otras dolencias; 4)
observaciones fortuitas de moléculas usadas en la industria.
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Figura 4.- Nuevos prototipos anti-T. cruzi descritos mediante un estudio HTS.

En este sentido, distintos principios activos han sido evaluados en este
campo. Se pueden citar algunos que han sido estudiados sin buenos resultados,
como los antibidticos, actinomicina D (35) o amfotericina B (36). Sin embargo,
estudios en antifingicos como el ketoconazol han demostrado efectividad en
tejidos infectados en fase aguda, aunque con poca efectividad en fase croénica (37,
38). Mencion aparte merece un analogo como el itraconazol (Figura 5), antifingico
perteneciente a la familia de los triazoles que estda indicado en micosis
superficiales y profundas. Este fairmaco ejerce su efecto alterando la membrana
celular del hongo mediante la inhibicion de la sintesis del ergosterol
interaccionando con la 14-a-desmetilasa, una enzima del citocromo P450 que es
necesaria para la conversion del lanosterol a ergosterol. En el caso del itraconazol

41




NURIA E. CAMPILO y col.

los estudios realizados en adultos demostraron una curacién parasitolégica en el
20% de los enfermos estudiados, con un 50% de mejoria de las alteraciones
electrocardiograficas (39). Otro caso interesante es el alopurinol (inhibidor de la
biosintesis de purinas) que si bien no es eficaz en el tratamiento de pacientes en
fase aguda si presenta efecto en pacientes cronicos (Figura 5). Estudios
comparativos con benznidazol y nifurtimox, mostraron menos efectos adversos en
el grupo tratado con alopurinol (39). Estos compuestos si bien han mostrado
utilidad en algunos de los casos estudiados (25, 39-41) deben de ser objeto de mas
investigaciones con protocolos mas rigurosos en un mayor nimero de pacientes.

2.4. Quimioinformatica

La quimioinformatica combina los recursos de la informacién, para
transformar datos en informacién e informacién en conocimiento, con el objetivo
de encontrar nuevos hits o para la optimizacién de los mismos, de manera mas
cientifica y racional, con el consiguiente ahorro de tiempo y de recursos
econdmicos (42). Las estrategias generales para el disefio racional de fAirmacos se
pueden plantear dependiendo del conocimiento o desconocimiento de la
estructura tridimensional del receptor o diana.
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Figura 5.- Estructuras de medicamentos con actividad antichagasica.

2.4.1. Diserio basado en las moléculas bioactivas

Esta estrategia se basa en el estudio de moléculas cuyas propiedades
farmacolégicas han sido previamente demostradas y consiste en la blisqueda de
elementos comunes, bien sean estructurales o relacionados con sus propiedades
fisicoquimicas. Se pueden considerar diferentes modelos que se describen a
continuacién, dependiendo fundamentalmente de considerar propiedades 2D o 3D.
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2.4.1.1. Modelo QSAR (relaciones estructura-actividad cuantitativa)

Para el establecimiento de un modelo QSAR, es necesario en primer lugar
definir las moléculas mediante valores numéricos. Existen diferentes
aproximaciones que se pueden considerar para la descripcién de las estructuras
bien sea mediante parametros clasicos, definidos en funcién de criterios
electronicos, estéricos o hidrofébicos o mediante descriptores que son calculados a
partir de la representacion de la estructura en dos o en tres dimensiones.

En general, los quimicos representan las moléculas en dos dimensiones
mediante un grafico. Sin embargo, también pueden ser representadas por una
serie de caracteres unidos y ordenados. Los mas utilizados son el c6digo SMILES
(Simplified Molecular Input Line Entry System) o el InChI (International Chemical
Identifier).

La representacion de la estructura tridimensional de una molécula es
mucho mas compleja, si bien tanto la geometria como las propiedades asociadas
puede ser establecida mediante calculos de mecadnica molecular o de mecanica
cuantica (43-45) (métodos DFT, ab initio, semiempiricos). La eleccion de uno u
otro método depende fundamentalmente del tamafio de la molécula, de la
naturaleza del problema planteado y del tiempo de calculo requerido.

Otro aspecto importante es el método matematico usado en la busqueda de
modelos de predicciéon. El método MLR (Multiple Lineal Regresion) (46, 47) que
fue uno de los primeros en utilizarse a principios de los afios noventa, permite
encontrar relaciones lineales entre las propiedades observadas y un conjunto de
descriptores. El principal problema radica en el hecho de que el nimero de
moléculas usadas debe ser muy superior al nimero de descriptores empleados, y
en que los descriptores o variables no independientes se traducen en modelos con
una regresion de mala calidad. La regresién parcial por minimos cuadrados o PLS
(Partial Least Square) (47) soluciona en parte estos problemas, ya que es posible el
uso de un numero ilimitado de descriptores y soluciona el problema de la
colinealidad entre variables.

Los modelos descritos en la bibliografia han sido utilizados para explicar la
actividad en funcién de la estructura de series analogas o para el estudio de
relaciones estructura actividad cuantitativa. En general, tienen mads interés
académico que utilidad para la bisqueda de nuevos prototipos estructuralmente
diferentes. Los modelos publicados de estudios QSAR se han llevado a cabo con
derivados de familias de semicarbazonas (48), imidazolinas (29), derivados
heterociclicos de N-6xido (32), 5-nitrofuril semicarbazonas (49), cumarinas (50),
nitrofurazonas (51), etc utilizando la actividad anti-T. cruzi. En otros casos, la
actividad antichagasica es representativa de un proceso enzimatico como la
inhibicién de la Tripanotiona reductasa (51, 52) o de la cruzipaina (48, 53).
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Estos modelos han utilizado diferentes tipos de descriptores que incluyen
tanto parametros clasicos, como otros obtenidos mediante quimica cudntica (29,
31, 54, 55). Las estrategias matematicas mas utilizados en el desarrollo de estos
modelos corresponden a métodos de regresién lineal multiple, si bien también han
sido usados métodos no lineales (32, 48, 56). Un ejemplo que puede aplicarse para
la prediccion de nuevas moléculas (52), se refiere al desarrollo de un modelo
cualitativo que mediante un andlisis discriminante, permite diferenciar los
compuestos activos/inactivos frente a la inhibicién de la Tripanotiona reductasa
(ICs0) con un 90% y 89% de aciertos, en el conjunto de entrenamiento y validacion,
respectivamente. En el desarrollo del modelo se consideraron 1612 descriptores
(geométricos y topoldgicos) y se establecié un modelo validado con 35 estructuras.

2.4.1.2. Redes neuronales artificiales

En el siglo XXI se ha incrementado la utilizacién de la inteligencia artificial,
metodologia basada en aproximaciones matemadticas no lineales. Este tipo de
métodos consiguen simular procesos bioldgicos, ya sean cambios evolutivos o
mutaciones en el caso de los algoritmos genéticos (57, 58) o el comportamiento de
las redes neuronales bioldgicas en el caso de las RNA (redes neuronales
artificiales) (59-62).

Una red neuronal artificial es un modelo de procesamiento de la
informacién inspirado en el funcionamiento del sistema nervioso biolégico y trata
por tanto, de reproducir las caracteristicas del cerebro humano. La estructura de
este sistema de procesamiento se compone de un gran numero de elementos
interconectados (neuronas) que procesan la informacién recibida. El
funcionamiento de una red neuronal depende de la arquitectura, del tipo de
conexion entre las neuronas, y del mecanismo de aprendizaje (63) empleado en el
proceso de entrenamiento.

Durante el proceso de aprendizaje la red neuronal puede modificar los
pesos de las interconexiones en respuesta a los datos de entrada atendiendo a
diferentes criterios (64). En el aprendizaje supervisado el proceso se realiza
mediante un entrenamiento controlado por un agente externo (supervisor o
maestro) que determina la respuesta que deberia generar la red a partir de los
datos de entrada. En el aprendizaje no supervisado, la red no requiere de la
influencia externa para ajustar los pesos de las conexiones entre sus neuronas y
por tanto, no recibe ninguna informacién por parte del entorno que le indique si la
salida generada en respuesta a una entrada es o no correcta. Este tipo de redes son
capaces de autoorganizarse, buscando las caracteristicas, regularidades o patrones
que se pueden establecer entre los datos de entrada.

Un ejemplo de aplicacién de esta metodologia ha sido realizada en 46
cetonas en las que se ha establecido un modelo de correlacién con la constante de
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inhibicién de la cruzipaina mediante una red neuronal siguiendo el método de
regulacion Bayesiana (65).

Otra estrategia diferente basada en redes neuronales artificiales que
permite la prediccién de la actividad anti-T. cruzi de cualquier tipo de molécula ha
sido descrita por nuestro grupo de trabajo (66). Este procedimiento esta basado
integramente en la utilizaciéon de redes neuronales artificiales tanto en el proceso
de definicién de las moléculas como en el modelo de prediccién. La metodologia
desarrollada para la obtenciéon del modelo matematico, consiste en varias etapas
(Figura 6).

Un conjunto representativo de 72 compuestos obtenidos de Cerecetto y col.
(33) con diversidad tanto estructural como bioldgica fue seleccionado para el
estudio. Teniendo en cuenta el porcentaje de la inhibicién del crecimiento, la
definicién de las moléculas fue realizada mediante una red neuronal no
supervisada utilizando el programa CODES® (67). CODES- genera descriptores
topologicos de las estructuras mediante una red neuronal basada en un modelo de
activacion y competicion interactiva (IAC) a partir de las estructuras graficas.
CODES® parte de la representacion grafica de la molécula, generando el
correspondiente espacio topoldgico que posteriormente es trasladado a un espacio
neuronal (red neuronal isomorfa). Para cada molécula, CODES® genera un vector
numérico con tantos elementos (descriptores) como atomos tenga la molécula.
Puesto que el procesamiento de esta RNA es secuencial, para cada subproceso o
iteracion se generard un vector de actividad. El conjunto de todos estos vectores
constituye una matriz dindmica, con tantas columnas como atomos tenga la
molécula y cuyo dltimo vector representa el estado de equilibrio del proceso.

La reduccion de dimensiones de cada matriz dindmica (las estructuras
quedan codificadas en cuatro descriptores) se realiza mediante una red neuronal
de retropropagacién del error y es necesaria para no perder la informacién de la
matriz dindmica de CODES y para que el nimero de variables sea el mismo para
todas las moléculas. Durante el entrenamiento de la red se estudian diferentes
arquitecturas utilizando una red de retropropagaciéon del error mediante un
aprendizaje supervisado, ya que cada molécula de la serie de entrenamiento va
asociada con su valor de actividad.

Siguiendo esta metodologia se ha desarrollado una red neuronal (68) de
arquitectura 4-4-1, a partir de 37 compuestos que presenta una capacidad de
prediccion del 78% en el test de validacion externa (35 compuestos) (Figura 7).

Las ventajas mas destacables de esta metodologia son: a) se puede aplicar a
conjuntos de moléculas quimio- y biodiversas; b) no es necesario conocer la
estructura tridimensional de los minimos conformacionales; c) no es necesaria una
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seleccién previa de pardametros para definir las moléculas; d) es aplicable a

moléculas quirales.
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Figura 6.- Procedimiento para el establecimiento de una red neuronal para la prediccion de la
actividad antichagasica.

Esta metodologia proporciona una herramienta de gran utilidad ya que la
red final es capaz de estimar la inhibicién del crecimiento parasitario de familias
estructurales quimiodiversas de manera rapida y eficaz, lo que permite evitar
costes innecesarios en el desarrollo de nuevos compuestos con potencialidad

terapéutica.
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Figura 7.- Esquema de la red neuronal para la predicciéon de la actividad anti-T. cruzi (porcentaje de
inhibicion del crecimiento del parasito, PIC).
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2.4.1.3. Modelo de farmacoforo

Los requerimientos estéricos y electrénicos minimos indispensables de una
molécula para lograr la unién al receptor y originar una respuesta farmacologica es
lo que constituye el concepto de farmacéforo (69) (Figura 8). Sin embargo, la
presencia de un farmacéforo en cualquier estructura quimica no es condicién
suficiente para esperar una respuesta farmacolégica.

Grupos
hidrofébicos

Grupo
’ aromatico

Grupos ionizables

HN
@ negativos

Figura 8.- Farmacoéforo de los inhibidores de TcHx (adaptado de (70)).

El procedimiento seguido para el disefio de un farmacé6foro comienza con la
busqueda de la conformacién bioactiva, mediante técnicas de exploraciéon del
espacio conformacional. El segundo paso consiste en un proceso de superposiciéon
estructural de las moléculas consideradas. Y por ultimo, el establecimiento de los
requerimientos minimos que tiene que cumplir una molécula para interaccionar
con la diana biolégica propuesta. Este tipo de estudio necesita de un analisis
conformacional riguroso de cada una de las moléculas a analizar, porque es posible
que la conformacién bioactiva del farmaco no sea la mas estable
termodindmicamente. Algunos de los programas mas utilizados en la elucidacién
del farmacoéforo son Catalyst (71), Galahad (72) y Gasp (73).

2.4.1.4. Modelo 3D-QSAR

El 3D-QSAR considera la naturaleza tridimensional de las moléculas,
asumiendo que la interaccién molécula-receptor puede ser representada por un
conjunto de interacciones estéricas y electrostaticas, entre la molécula a estudiar y
un “atomo sonda”. Estas interacciones se conocen como MIP (Molecular Interaction
Potential). Estadisticamente, no se trata de un modelo lineal como en el
dimensional ya que vamos a tener una gran cantidad de variables, por tanto no se
puede utilizar como herramienta estadistica una regresién, sino que es necesario
aplicar otras técnicas que permitan disminuir el nimero de variables (PLS).

Los métodos 3D-QSAR mas utilizados son CoMFA (74, 75), CoMSIA (76, 77)
y GRID/GOLPE (78). La principal diferencia entre estos métodos es el tipo de
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descriptores que usan: los métodos CoMFA y CoMSIA calculan diferentes campos
de interaccién molecular, estéricos, electrostaticos, hidrofébicos. El método
GRID/GOLPE permite calcular un campo para cada sonda quimica implementada
en el programa GRID, que utiliza aproximaciones de mecanica molecular.

Un ejemplo interesante de la aplicacién de estas técnicas se puede
encontrar en el disefio de inhibidores de la enzima hexoquinasa (HK) (70). La
hexoquinasa es la primera enzima involucrada en la glic6lisis de muchos
organismos, entre los que se incluye el agente etiolégico de la enfermedad de
Chagas, T. cruzi.

QUIMIOTECA DE BISFOSFONATOS

42 Moléculas (activas
e inactivas) frente
TcHK

Diseno del _—

farmacoéforo AD.OSAR
Actividad Actividad

Caracteristicas Interacciones hidrofébicas,
quimicas electrostaticas y estéricas

Figura 9.- Procedimiento empleado para el desarrollo de bisfosfonatos como inhibidores de la
enzima hexoquinasa de T. cruzi (TcHK).

En base a estudios previos que mostraban que analogos de los bisfosfonatos
eran potentes inhibidores de la hexoquinasa de T. cruzi, y haciendo uso de las
herramientas antes comentadas como la construccion de un modelo de
farmacoforo y estudios 3D-QSAR (CoMSIA) se ha explicado la actividad de los
derivados de bisfosfonatos frente a la enzima hexoquinasa de T. cruzi y se han
disefiado nuevos analogos (Figuras 9 y 10).
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Figura 10.- Ejemplo de bisfosfonatos estudiados.

El modelo de farmacoéforo construido con 17 compuestos activos
considerando hasta un maximo de 256 conformaciones por cada compuesto,
permitié confirmar la hipétesis de partida donde se presuponia que se necesitaban
2 grupos negativos ionizables, 2 grupos hidrofébicos y un grupo aromatico neutro
(Figura 11).

-
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Figura 11.- Modelo de farmacé6foro para la inhibicién de TcHK.

El estudio 3D-QSAR se llevd a cabo con el programa CoMSIA, que calcula
indices de similitud basandose en la interacciones (hidrofébicas, electrostaticas y
estéricas) entre una molécula y un atomo prueba, para posteriormente
correlacionar dichos indices con la actividad. Los pasos seguidos en el estudio
tridimensional se pueden resumir en los siguientes puntos: i) alineamiento del
grupo de entrenamiento usando el patrén (H)O-PC-P-O(H); ii) calculo de las
interacciones de cada molécula del conjunto de entrenamiento con un atomo
prueba (atomo sp3 C); iii) analisis cuantitativo empleando PLS. Los resultados
derivados del estudio 3D-QSAR (CoMSIA) pusieron de manifiesto que la
contribucién electrostatica es mas importante que la hidrofébica o la estérica
(43% frente al 24% y 13 % respectivamente) (Figura 12).
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Figura 12.- Esquema de la contribucién de las diferentes interacciones. El color rojo indica
interacciones desfavorables.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede explicar por qué algunos
bisfosfonatos que inhiben la enzima farnesil difosfato sintetasa (FPPS), no son
inhibidores de la enzima TcHK. Para que un compuesto cumpla las condiciones en
el modelo de farmacéforo de los inhibidores de FPPS es necesario una carga
positiva, mientras que en el modelo de farmacé6foro de los inhibidores de TcHK los
puntos claves son grupos voluminosos y cadenas no cargadas (Figura 12 ).

2.4.2. Disenio basado en la estructura tridimensional de la diana. Estudio de las
interacciones farmaco-receptor

Una gran variedad de procesos fisiolégicos son la consecuencia de la
interaccién entre ligandos y macromoléculas. Conociendo la estructura de una
determinada proteina es posible encontrar ligandos que puedan modificar la
funcién de dicha proteina. Estas dianas pueden ser enzimas, receptores, canales de
iones, proteinas de transporte o DNA. En general los farmacos que interaccionan
en estas dianas actiian mediante procesos de: inhibiciéon enzimatica, interferencia
en la biosintesis de la pared molecular, alteraciéon del transporte en membranas
celulares o mediante interacciéon con receptores de membrana o con receptores
intracelulares.

La caracterizacién de la secuencia del genoma del T. cruzi que fue publicada
en 2005 (79) y el correspondiente andlisis proteémico, ha permitido la

50




..ENFERMEDAD DE CHAGAS

identificacién de caracteristicas especificas de las diferentes etapas de su ciclo de
vida (80). Desde entonces, el progreso en los conocimientos sobre su fisiologia,
bioquimica, nuevas rutas biosintéticas y las enzimas relevantes para la
supervivencia del T. cruzi han sido muy relevantes y han proporcionado nuevas
dianas para la exploraciéon de nuevas estrategias para la quimioterapia en la
enfermedad de Chagas.

Varias estructura terciarias obtenidas mediante cristalografia de rayos X de
enzimas de T. cruzi han sido descritas y almacenadas en la base de datos de
proteinas, PDB (protein data bank) (81). En la Tabla 1 se recogen las enzimas mas
representativas que podrian ser utilizadas en el disefio de nuevos farmacos contra
la enfermedad de Chagas.

Tabla 1.- Dianas representativas con estructura tridimensional.

Diana Estructuras cristalograficas Mecanismo de
accion

Hipoxantina fosforibosil- 1P17, 1P18, 1P19, 1I0I, 1I0L, 1113, 1IL14,

transferasa (HGPRT) 1TC2, 1TC1 Captura de purinas y

Dihidrofolato reductasa- 2H2Q, 3CL9, 3CLB sintesis de

Timidilato sintetasa nucleétidos

(DHFR-TS)

Cruzipaina 1AIM, 1EWL, 1EWM, 1EWO, 1EWP, 1F29, Responsable de la
1F2A, 1F2B, 1F2C, 1ME3, 1ME4, 1U9Q, 2AIM, actividad
2EFM, 20UL, 20Z2 proteolitica

Tripanotiona reductasa 1GXF, 1A0G, 1INDA Sintesis y

(TR) metabolismo del

tripanotiona

Farnsesil pirofosfato 3IBA, EICK, 3ICM, 3ICN, 3ICZ, 3ID0, 1YHK, Biosintesis de

Sintetasa (FPPS) 1YHL, 1YHM ergosterol

Transialidasa 1MR5, 1MSO, 1MS1, 1MS3, 1MS4, 1MSS5, Transferencia de
1MS8, 1MS9, 1501, 1S0], 2AH2 residuos de acido

sidlico

Gliceraldehido-3-fosfato 1K3T, 1ML3, 1QXS, 3DMT Via metabdlica de

deshidrogenasa (GAPDH) oxidacion de la

glucosa

C14 o esterol demetilasa 2WUZ, 2WXZ Biosintesis de

esteroles de
membrana

2.4.2.2. Estudios de Anclaje

Los estudios de anclaje (docking) son una herramienta computacional muy
util para buscar la mejor unién entre dos moléculas, un receptor y un ligando, con
el fin de disefiar ligandos mas especificos que encajen con mayor precision en el
sitio de unién de la diana terapéutica (82-84).

En funcién de la informacién experimental de la que se disponga, la
prediccién de la unién proteina-ligando puede ser mas o menos costosa. Si se
dispone de complejos cristalizados ligando-receptor, el estudio del sitio de unién
de nuevas moléculas resulta mucho mas sencillo. Por otra parte, poder disponer de
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datos biolégicos experimentales como los obtenidos por mutagénesis dirigida,
permiten deducir las interacciones entre el fairmaco y la proteina. Con estas
informaciones, se puede realizar un acoplamiento manual entre el ligando y el
receptor mediante programas de modelizacién molecular para obtener asi
modelos que expliquen en lo posible los datos experimentales. Sin embargo, si no
se dispone de datos experimentales (complejo 3D proteina-ligando cristalizado,
estudios de mutagénesis, etc), existen métodos automaticos para explorar las
posibles uniones entre ligando y receptor. Son los denominados programas de
docking, los cuales realizan una exploracién de todas las posibles posiciones
relativas ligando-receptor evaluando la interaccion intermolecular entre ambos
mediante una funciéon de scoring (85,86)

Los métodos mas utilizados son: i) fast shape matching (DOCK(87),
EUDOCK(88), LIGANDFIT(89)), ii) construccién incremental del ligando en la
cavidad de la proteina (FLEXX(90)) y iii) algoritmos genéticos (FLEXIDOCK,
GOLD(91), AUTODOCK3.0(92)),

Las aplicaciones de cribado virtual (93) permiten, a partir de grandes bases
de datos de estructuras quimicas (“quimiotecas” o chemical libraries), seleccionar
aquellos compuestos que presentan una mayor afinidad por la diana terapéutica.
En el cribado virtual se emplean diferentes filtros para ir reduciendo el nimero de
estructuras. Estos filtros pueden realizarse empleando descriptores moleculares o
definiendo un modelo de farmacéforo.. Se requiere poseer un archivo numeroso de
ligandos potenciales, esto es, moléculas organicas con estructuras tridimensionales
conocidas.

Una de las quimiotecas mas utilizada es ZINC, que es una base de datos de
libre distribucién (94) cuyo catidlogo completo (2.8*10°® moléculas) incluye
moléculas de varias casas comerciales.

Un ejemplo interesante de la utilizaciéon de estos métodos se aplicé en el
disefié de inhibidores de la enzima hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa
(HGPRT)(98). El Tripanosoma cruzi es deficiente en la sintesis de novo de las
purinas, por lo que deben obtener estos compuestos esenciales del hospedero. Una
enzima esencial en este proceso es la hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa
(HGPRT). Diferentes estructuras tridimensionales de esta enzima (95-97) han sido
resueltas mediante cristalografia de rayos X (Tabla 1). Gracias al conocimiento de
estas estructuras junto con estudios de mutaciones se ha podido describir el sitio
activo en el bucle I, definido por tres residuos analogos en la enzima humana,
Leu67, Lys68 y Gly69. Mediante cribado virtual y usando la estructura
cristalografica de la HGPRT (Coédigo PDB 1TC2) se identificaron 22 potenciales
inhibidores, 16 de los cuales demostraron ser potentes inhibidores de la HGPRT y
3 de ellos efectivos agentes antiproliferativos in vitro contra la forma amastigote
intracelular del parasito (Figura 13). El cribado virtual se realiz6 empleando un
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programa de docking flexible (DOCK), enfrentando el sitio activo de la enzima
HGPRT frente a la base de datos ACD (Available Chemicals Directory de MDL
Information Systems, San Leandro, CA, USA).

Sitio catalitico

de laenzima HGPRT < T Base de

compuestos

Estudios de anclaje
(programa DOCK)
(500 primeros compuestos)

$
22 compuestos
estudiados

\ 4
16 compuestos

TuM<Ki<uMO0.5

Figura 13.- Estrategia empleada en la identificacién de nuevos inhibidores de HGPRT.

Otro ejemplo muy interesante de la aplicacion de las técnicas de docking y
cribado virtual al desarrollo de nuevos inhibidores de la enzima cruzipaina ha sido
publicado recientemente (99).

La cruzipaina, una cistein-proteasa, es responsable de la mayor parte de la
actividad proteolitica de T. cruzi en todos los estadios de su ciclo de vida.
Inhibidores selectivos de esta proteasa son capaces de bloquear la proliferaciéon
tanto de la forma extracelular (epimastigotes) como de los amastigotes
intracelulares, asi como de impedir la transformacion de epimastigotes a
tripomastigotes metaciclicos, lo que indica que la proteina tiene funciones
esenciales en el ciclo de vida del parasito. Ferreira y colaboradores (99) emplean
de forma complementaria el cribado virtual (CV) y el cribado de alto rendimiento
(HTS, high-throughput screening) de una quimioteca en busca de inhibidores
reversibles y competitivos de la enzima cruzipaina (Figura 14).
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Quimioteca MLSMR
197861 compuestos

/ N\

Estudios de anclaje con qHTS empleando
la enzima cruzipaina (laim) Diferentes filtros
l (>40% inhibicion....)

Ranking de
921 compuestos

los complejos
Priorizacion
segun ranking

19 compuestos
176 compuestos

selectivos de cruzipaina
(12 clases)

3 familias 3 faliilias

NS

1 familia de inhibidores

Figura 14.- Estrategia combinada de HTS y CV para el desarrollo de inhibidores competitivos de la
enzima cruzipaina.

3. CONCLUSIONES

La singularidad de la enfermedad de Chagas, como enfermedad
intimamente relacionada con la pobreza y la ausencia de salubridad han sido, entre
otros, factores fundamentales en el deficiente desarrollo de nuevos medicamentos.
En la actualidad se siguen utilizando farmacos que fueron comercializados en los
afios 70, como el nifurtimox y el benznidazol que no estan aprobados por la FDA. El
hecho es que esta dolencia estd considerada por la Organizacion Mundial de la
Salud como una enfermedad extremadamente olvidada.

La situacion terapéutica en la enfermedad de Chagas no puede explicarse de
ninguna manera, ni en funciéon del estado actual del conocimiento de la
enfermedad, ni de las herramientas disponibles para el disefio de fArmacos, ya que
son comparables con las existentes para cualquier otra enfermedad. Parece por
tanto, que aunque el disefio racional es siempre tutil y recomendable para que el
descubrimiento de nuevos farmacos sea sostenible, se hace mas indispensable, atin
si cabe, para la busqueda de nuevos medicamentos eficaces para la enfermedad de
Chagas.

Es por tanto conveniente y deseable la utilizacién de todos los métodos
disponibles independientemente que sean mas o menos clasicos o que estén
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basados en técnicas mas novedosas como las relacionadas con la
quimioinformadtica. En este sentido, la caracterizacion de la secuencia del genoma
del Tripanosoma cruzi en 2005 y el correspondiente analisis proteémico, ha puesto
al descubierto nuevas rutas biosintéticas y proteinas relevantes para la
supervivencia del parasito y ha abierto nuevas lineas de investigacion. En este
sentido, en el desarrollo de nuevos farmacos aplicando métodos
quimioinformdaticos hay que resaltar entre otros, los que se refieren a los
inhibidores de la hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa, de la cruzipaina y
de la sintetasa de la farnesil-pirofosfato o hexoquinasa.

Con todos los recursos cientificos disponibles, el descubrimiento de nuevos
cabezas de serie (lead compound) y de nuevos farmacos deberia de ser un proceso
mas rapido, econémico, eficiente y sostenible.
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RESUMEN

La respuesta inmune comienza cuando nuestro cuerpo entra en contacto con
sustancias extrafias (antigenos), por ejemplo patégenos tales como bacterias o
virus. Las células implicadas en la iniciacion de la respuesta (células dendriticas y
macroéfagos tisulares) estan situadas estratégicamente en los sitios de concentracion
de antigeno, donde son activadas localmente. El reconocimiento de los patégenos
es mediado por un conjunto de receptores de diferentes familias de moléculas tales
como los de tipo Toll (TLRs), tipo Nod (NLRs), tipo RIG o lectinas tipo C. Estas células
emigran a los érganos linfoides, como los ganglios linfaticos, donde alertan y activan
a otras células que inician una reaccién en cadena para eliminar el patégeno. Estos
procesos incluyen el “recuerdo” del antigeno a través de la generacidn de linfocitos
de memoria, que perpetuan el recuerdo del antigeno que los activé inicialmente y
esperan una recurrencia del ataque. Estas células de memoria pueden actuar mucho
mas eficazmente, previniendo la posible re-infeccién. El fendmeno de la memoria
inmunoldgica es la base de los procesos de inmunizacion y de las vacunas.

Palabras clave: Respuesta inmune innata; Células dendriticas; Receptores tipo
Toll; Sinapsis inmune; Vacunas.

ABSTRACT

Immune system sentinels, guardians of the body
The immune response begins when our body comes in contact with foreign

substances (antigens), for example pathogens such as bacteria or viruses. The cells
involved in the initiation of the response (dendritic cells and tissue macrophages)
are strategically placed at sites of antigen concentration where they are locally
activated. Recognition of pathogens by these cells is mediated by a plethora of
receptors from different molecular families, such as Toll-like (TLRs), NLRs, RIG-like

and C-lectin receptors. These cells migrate to lymphoid organs such as lymph nodes,
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where they alert and activate other cells initiating a cascade of processes to
eliminate the pathogen. These processes include the generation of “memory
lymphocytes”, which perpetuate the memory of the antigen initially recognized and
wait for a recurrence of the attack. These memory cells are able to act much more
effectively, preventing possible re-infection. The phenomenon of immunological
memory is the base of the processes of immunization and vaccines.

Keywords: Innate immune response; Dendritic cells; Toll-like receptors; Immune
synapse; Vaccines.

1. INTRODUCCION: RESPUESTA INMUNE INNATA

Los linfocitos poseen componentes moleculares de reconocimiento de
antigenos extraordinariamente complejos y sofisticados: el receptor de antigeno
de los linfocitos T y los anticuerpos de los linfocitos B. Este mecanismo hace
posible que nuestro organismo se defienda de forma especifica de determinados
patégenos con los que ha entrado en contacto con anterioridad. Esto es lo que
denominamos la inmunidad adaptativa. Otros componentes, de menor
complejidad y diversidad, pero dotados de una gran eficiencia, conforman la
llamada inmunidad innata o natural. La inmunidad innata tiene como primer
objetivo ser la linea de contencién inmediata frente a una infeccién, controlando y
eliminando los agentes patégenos. Su segundo objetivo consiste en advertir y
activar a la respuesta inmune adaptativa.

Entre las propiedades de la respuesta inmune innata se incluyen la
actuacién inmediata, que no requiere una sensibilizacién previa, y su amplia
especificidad frente a sustancias ajenas al organismo que se lleva a cabo gracias al
reconocimiento de patrones moleculares microbianos (PAMPs), que tienen en
comun determinados grupos de microorganismos. De esta forma, la respuesta
innata contiene solo un ndmero limitado de receptores para PAMPs (del orden de
103). Este aspecto contrasta con la respuesta inmune adaptativa, que reconoce
detalles estructurales de componentes tanto microbianos como no microbianos,
siendo la potencialidad de su repertorio de reconocimiento mucho mayor (del
orden de 109).

El grupo del Prof. C. Janeway, postulé que las estructuras y patrones
microbianos que pueden ser reconocidas por la inmunidad innata, ademas de
desempefiar un papel critico en la induccién de la respuesta adaptativa posterior,
deben cumplir las siguientes propiedades: i) estar ausentes en el organismo
huésped; ii) estar conservadas en un gran nimero de microorganismos, de modo
que puedan ser reconocidas por un numero limitado de receptores; y iii) ser
componentes esenciales de los microorganismos para asi evitar su posible evasién
del sistema inmune mediante mutacion (1). Ejemplos de estos patrones
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microbianos son: el lipopolisacarido de la membrana exterior de las bacterias
gram-negativas, los peptidoglicanos, los lipopéptidos, las secuencias CpG no
metiladas de ADN bacteriano o el ARN virico de doble cadena (Figura 1).
Curiosamente, se conocia con anterioridad que todos esos tipos de moléculas eran
capaces de inducir la cascada de sefializacién que conduce a la activacién del factor
de transcripcién nuclear-kB (NF-kB) y asi como de la respuesta inflamatoria. En
ausencia del conocimiento detallado de los receptores para dichas estructuras
microbianas, también se enunciaron hipétesis alternativas, donde se sustituyen las
estructuras microbianas extrafias al organismo, por las sefiales de peligro que
pueden surgir tanto del exterior como del interior celular (2).

Figura 1.- Reconocimiento de patrones asociados a microorganismos patégenos (PAMPs).
Tipos de PAMPs y sus receptores. En el recuadro se ilustra el esquema de la estructura de un
receptor tipo Toll. Se representan los receptores para PAMPs, asf como sus ligandos.

Las células que componen el sistema inmune innato, son esencialmente los
fagocitos (neutrofilos, monocitos y macroéfagos) y las células dendriticas (DCs)
(Figura 2). Ademas, forman parte de la respuesta innata, las células citotdxicas
naturales, o NK, y el sistema de complemento, que se ocupan de reconocer células
dafiadas o infectadas y eliminarlas.

Debido al hecho de que algunos de estos tipos celulares poseen un sistema
de receptores que reconoce patrones moleculares invariables, comunes para
muchos microbios, su activacion es considerablemente mdas rapida que la
observada en la respuesta adaptativa. Esto las convierte en la primera barrera de
la respuesta inmune, que permite el inicio de la respuesta inmunitaria. Atun asi, la
comunicacién entre los dos tipos de inmunidad, innata y adaptativa, es necesaria
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para una respuesta inmune completa. El eslab6n entre ambas ramas lo
constituyen, precisamente, las DCs.

Figura 2.- Células principales del sistema inmune innato con capacidad de captura de patégenos.

El Nobel de Fisiologia y Medicina 2011 premia tanto las investigaciones que
asentaron las bases del reconocimiento de patégenos por parte del sistema
inmune innato como el descubrimiento de las células dendriticas y su papel en la
inmunidad adquirida. Los Profesores Jules Hoffman (Instituto de Biologia Celular y
Molecular, Universidad Estrasburgo, Francia), y Bruce A Beutler (Instituto de
Investigacion Scripps, La Jolla, CA) han sido galardonados por el descubrimiento de
los sensores moleculares de las células del sistema inmune innato (macréfagos y
células dendriticas), con los que detectan a los microbios patégenos, asi como la
ruta de activacion intracelular que desencadena la respuesta inflamatoria. El Prof.
Ralph M Steinman (Universidad Rockefeller, New York) comparte con ellos el
Premio por su descubrimiento de las células dendriticas y por las investigaciones
posteriores, de enorme trascendencia en medicina, que sitdan a este tipo celular
como nexo entre las dos ramas de la respuesta inmune.

2. EL DESCUBRIMIENTO DEL SISTEMA DE RECONOCIMIENTO DE LOS TLRS
(TOLLY LOS TOLL-LIKE RECEPTORS)

La inmunidad innata, primera linea de defensa, opera tanto en animales
invertebrados como vertebrados para contener agentes infecciosos, hallandose
conservados los sensores para patdgenos en ellos. Los estudios del grupo de Prof. ]
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Hoffman en la mosca Drosophila melanogaster, parten de los estudios de la Dra C.
Nusslein-Volhard, al comienzo de la década de los 80, sobre genes implicados en el
desarrollo de la mosca, que organizan su simetria y polaridad, entre los que
identifico el gen Toll (del aleman: Super, Fantastico), que controla el
establecimiento de su eje dorso-ventral (3).

Siguiendo la estela del trabajo del Prof. H Boman, que identific6 en la
hemolinfa del insecto una serie de potentes péptidos catiénicos antimicrobianos
(4), el grupo del Dr. Hoffman identific6 una nueva funcién para el gen Toll; la
defensa de invertebrados frente a infecciones fungicas (5). Concretamente,
mediante el estudio de la regulacién del péptido anti-fingico drosomicina, observé
que los mutantes en el gen Toll no eran capaces de expresar la drosomicina, y por
tanto, eran muy susceptibles a las infecciones por el hongo Aspergillus fumigatus.
Otro hallazgo de gran interés del grupo del Prof. Hoffman consistié en la
identificacién de motivos estucturales para NF-kB en la drosomicina (6).
Conjuntamente con el grupo del Dr. Charles Janeway propusieron asf la existencia
de mecanismos y receptores conservados evolutivamente en invertebrados y
mamiferos, responsables del control de la respuesta inmune innata (7, 8). Poco
después, se revelaria la homologia de las regiones citoplasmicas del receptor de IL-
1 con la proteina Toll (9).

De forma independiente, el grupo del Dr. Beutler, mediante el andlisis del
proceso molecular de la sepsis durante la respuesta a infecciones por bacterias
gram-negativas en ratones, descubri6 el gen responsable de su reconocimiento
por parte de los macrofagos. El receptor codificado por dicho gen, denominado
TLR4 (Toll-like receptor, “receptor parecido a Toll”), por su gran homologia con el
gen Toll de Drosophila, reconoce el lipopolisacarido o endotoxina, componente
patogénico de las bacterias. Simultaneamente, Beutler y otros describieron la serie
de procesos intracelulares que se desencadena después de la activacion de este
receptor TLR4, que culmina en la produccién de proteinas y citocinas pro-
inflamatorias, como el Factor de Necrosis Tumoral (TNF-alfa). Desde entonces se
consideraria a éste como indicador paradigmatico de la induccién de la respuesta
inflamatoria (10, 11).

3. ESTRUCTURA, FUNCION Y LIGANDOS DE LOS TLRS

Gracias a estos primeros estudios, se conocen actualmente al menos 11
genes TLRs, implicados en la defensa frente a agentes bacterianos, fingicos y
viricos (Figura 3). Se pueden agrupar en dos categorias, dependiendo de si su
expresion es en la membrana plasmatica o bien en compartimentos endosomales.
Entre los TLRs expuestos en membrana celular, estan TLR2, que puede asociarse a
TLR1 o TLR6 para reconocer lipopéptidos di- o tri-acilados; TLR5 y TLR11, que
detectan respectivamente las proteinas bacterianas flagelina, un componente
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esencial de la estructura del flagelo, o profilina del protozoo Toxoplasma. TLR4 a
su vez, se encuentra en la membrana formando un complejo ternario con CD14,
una molécula anclada por un enlace GP], y la proteina de unién a lipidos MD2. La
formaciéon del complejo es necesaria para la transmision de la sefial intracelular
(12). Los TLRs endosomales comprenden a TLR3, que reconoce ADN viral de doble
cadena, TLR7 y 8, que reconocen ADN de cadena simple, y TLR9 para secuencias
CpG no metiladas en ADN bacterianos (Figura 3). Estos TLRs son importantes
como sistema sensor de infecciones intracelulares tanto viricas como bacterianas.

Figura 3.- Receptores TLRs de membrana plasmatica e intracelulares.

Audn no se conocen los detalles precisos de cémo los TLRs pueden unir un
abanico de ligandos estructuralmente tan diferentes como los acidos nucleicos, y
los lipidos. Los TLRs son proteinas integrales de membrana tipo I, que poseen
secuencias repetidas ricas en leucina en sus regiones extracelulares y una corta
secuencia de cisteinas. Los anadlisis estructurales de la interacciéon de algunos TLRs
con sus ligandos a través de sus dominios de leucina (estructura en “herradura”)
han revelado una gran versatilidad y flexibilidad para acomodar estructuras muy
variadas, y transmitir en todos los casos la sefial de unién al ligando a su regiéon C-
terminal intracelular. Pero quizas lo mas caracteristico de los TLRs sea su dominio
intra-citoplasmico (dominio TIR), que tiene gran homologia al del receptor de IL-1
(13).

4. TLRS Y SENALES PRO-INFLAMATORIAS
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La disposiciéon de un dominio TIR permite a los receptores TLRs transmitir
sefiales intracelulares que conectan con la activacién génica en el ndcleo (Figura
4).

Figura 4.- Via de Sefalizacién intracelular a través de TLR4 e induccién de genes de la respuesta
inflamatoria.

La cascada de sefializacién que desencadena la activacién del dominio TIR
se establecié en el marco del Receptor para IL-1 (14,15). Mediante este dominio,
los TLRs conectan con las proteinas adaptadoras MyD88, MAL/TYRAP, TRIF o
TRAM. Los diferentes TLRs, utilizan diversas combinaciones de estas proteinas que
van a reclutar a su vez los complejos sefializadores interaccionando con IRAK
(Kinasa asociada al Receptor de IL-1) y activando a TRAF6 (Factor Asociado al
Receptor de TNF 6). Este factor estimula entonces a las proteinas NIK y TAK-1,
que confluyen en la activacion de las kinasas MAP e IkB. Finalmente, se translocan
al nucleo los Factores de transcripcion AP-1 y NF-kB, dando lugar a la activacién de
la transcripcion de genes de citocinas pro-inflamatorias, como TNF alfa, IL-1, IL-6;
quimiocinas y moléculas de adhesién (Figura 4).

Por tanto, los TLRs actian como auténticos receptores para patrones
estructurales microbianos y como elementos sefializadores desencadenantes del
proceso inflamatorio.
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5. OTRAS FAMILIAS DE RECEPTORES PARA COMPONENTES MICROBIANOS

Las lineas de investigacién mencionadas anteriormente han dado pie a
ampliar el concepto de la inmunidad innata como defensa frente a sefales de
peligro, tanto extracelulares como intracelulares, a otras familias de receptores
estructuralmente diferentes de los TLRs, como las lectinas animales de tipo C, las
proteinas de reconocimiento de peptidoglicanos y beta-glucanos, los receptores
RIG-like o los NLR (receptores tipo Nod) (16). Junto a los TLRs, su proyecciéon y
relevancia se ha mostrado extraordinaria en enfermedades crénicas no infecciosas
de gran prevalencia en la poblaciéon, como son los trastornos autoinmunes y
cardiovasculares. Asi, se ha observado que los TLRs también pueden unir
moléculas endogenas como LDLox, componentes de la matriz extracelular, o
proteinas de choque térmico o estrés (17, 18). El conocimiento generado por estos
estudios sobre los mecanismos de sefalizacién de los TLRs, abren nuevas
perspectivas en los tratamientos tanto para enfermedades inflamatorias crénicas
como las cardiovasculares.

6. EL DESCUBRIMIENTO DE LAS CELULAS DENDRITICAS

Tras identificar y definir por primera vez este nuevo tipo de células
inmunes en el ano 1973 (19), el Prof. Ralph Steinman hubo de demostrar
inequivocamente que se trataba de un linaje celular distinto al de los macréfagos
mostrando, por tanto, caracteristicas de diferenciacion y funcién propias. La lucha
del Prof. Steinman para que la relevancia de las células dendriticas, en la
encrucijada de la respuesta innata con la respuesta adaptativa, fuera reconocida
por la comunidad cientifica fue a la vez titadnica y elegante. Abri6 asi un nuevo area
de investigacion, demostrando que las células dendriticas representan el eslabén
perdido entre respuesta inmune innata y adaptativa, siendo esenciales para el
inicio de la respuesta inmune adaptativa y por tanto para una completa y eficiente
defensa del organismo.

Las células dendriticas capturan microbios, mediante su repertorio de
receptores para patrones moleculares microbianos, como los TLRs, maduran como
respuesta al patégeno detectado y se dirigen a los 6rganos linfoides, donde
presentan los antigenos a los linfocitos, células del sistema inmune adaptativo. De
esta manera, las células dendriticas informan de la presencia de patégenos,
inicidndose asi la activacién y diferenciacion celular que dara lugar a los diferentes
tipos de linfocitos efectores.

7. ONTOGENIA DE LOS MACROFAGOS Y LAS CELULAS DENDRITICAS

Los monocitos, macroéfagos y células dendriticas (DCs) son componentes
esenciales en la regulaciéon de la respuesta innata frente a infecciones por
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microorganismos. Los monocitos que circulan en la corriente sanguinea proceden
de un precursor de la médula 6sea comin para monocito/macréfago/DC (MDP),
con un fenotipo caracteristico Lin- cKit+ CD115+ CX3CR1+ FIt3+. Este precursor
puede originar tanto macréfagos como DCs plasmacitoides (pDCs) y DCs
convencionales (cDCs) (Figura 5); estas células juegan un papel esencial en el
desarrollo del proceso inflamatorio.

Figura 5.- Esquema de la Ontogenia de las células mieloides (macréfagos, monocitos y células
dendriticas) a partir de un precursor comin hematopoiético de médula 6sea. Abreviaturas: HSC:
célula madre hematopiética, M@: macréfago, Mo: monocito, MDP: precursor comun de
macréfago/monocito/célula, CDP: precursor comin de célula dendritica, CLP: precursor linfoide
comun, pDC: célula dendritica plasmacitoide, cDC: célula dendritica convencional, LC: célula de
Langerhans, DDC: célula dendritica dermal.

Los monocitos Ly6C- generan los macroéfagos residentes de tejido que se
encuentran en el bazo, higado, pulmén, o intestino, y que realizan un papel de
centinelas en dichos tejidos, mientras que los monocitos Ly6C+ se diferencian a
macrofagos inflamatorios en respuesta a infecciones o estimulos inflamatorios.
Estos dltimos pueden ser de dos tipos: los macréfagos activados clasicos (M1) o
pro-inflamatorios, con propiedades anti-microbianas, y los activados alternativos
(M2) o anti-inflamatorios, que ejercen un papel muy importante en los procesos de
cicatrizacion y generacion de fibrosis (20) (Figura 5). Aunque el origen de los
macrofagos asociados a los tumores (TAMs) no esta claro alin, ambos tipos de
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macrofagos residentes o inflamatorios pueden diferenciarse a TAMs, adquiriendo
propiedades inmunosupresoras (21).

Figura 6.- Esquema de los eventos principales que tienen lugar durante la inmunidad innata. (1)
Las células mieloides se originan en la médula ésea a partir de un precursor comun, dando lugar a
los distintos linajes de células dendriticas (2) y de monocitos /macréfagos (3). En respuesta a una
inflamacién/infeccién en un determinado tejido estas células mieloides son movilizadas hacia el
sitio de inflamacidén (4) donde son capaces de interaccionar con el antigeno/patégeno, entre otros a
través de los receptores TLR y ejercer una primera linea de defensa frente a estos eventos (5). Las
células dendriticas son capaces de captar estos antigenos y migrar a los ganglios linfaticos (6)
donde presentan estos antigenos a las células T, siendo asi la célula clave en la iniciacién de las
respuestas inmunes adaptativas.

Se han descrito ademdas otras subpoblaciones de monocitos como los
Ly6C+ Gr-1+ que migran a las mucosas y participan en la inmunidad frente a
protozoos, o la subpoblacién Ly6C- CD115+ Grl+ que patrulla los vasos
sanguineos (22-24). Los procesos de diferenciacion mieloide poseen gran
plasticidad; asi, se ha observado en situaciones de infeccién e inflamacién, la
migracion de los monocitos a los sitios de inflamaciéon y su diferenciaciéon a DCs
(25). Sin embargo, en otras situaciones como en respuestas de dafio isquémico
miocardico, los monocitos pueden ejercer un efecto anti-inflamatorio. Los
monocitos Ly6C+ pueden ser movilizados desde la médula ésea hacia los tejidos
inflamados por un mecanismo dependiente de CCR2, y una vez alli, pueden
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diferenciarse a DCs productoras de TNF(Tip DCs), macréfagos M1 o DCs
inflamatorias.

La ontogenia, desarrollo y homeostasis de las DCs esta controlado por el
receptor FLT3, de la familia de receptores tirosina quinasa similar a fms, que es
responsable de la diferenciaciéon de DCs a partir de un precursor CX3CR1+ CD115+
comun (CDP) para pDCs y ¢DCS (26-28) (Figura 5). La expresion diferencial de
moléculas de adhesién y receptores de migracién es esencial para el reclutamiento
de los precursores mieloides de macréfagos y DCs a los diferentes tejidos, con el
fin de ejercer alli sus funciones (29) (Figura 5y 6).

8. SUBTIPOS Y FUNCIONES DE CELULAS DENDRITICAS

El papel de las células dendriticas es critico en el equilibrio
inmunogenicidad-tolerancia. Las DCs pueden clasificarse en dos grandes
categorias; convencionales (cDCs) y plasmacitoides (pDCs) (30). En primer lugar,
las cDCs se han caracterizado por ser, esencialmente, células con gran capacidad
presentadora de antigeno y de estimulacion de la respuesta de los linfocitos T, con
fenotipo CD11c+ CD11b+. La migracién de cDCs inmaduras a los tejidos inflamados
es dependiente de la expresion de los receptores de quimiocinas CCR2, CCR5 y
CCR6 (Figura 6). Tras la captura de antigeno en tejidos inflamados o en los sitios
de infeccidn, las cDCs maduran, disminuyendo la expresion de estos receptores de
quimiocinas y aumentando la de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase II (MHC-II) y ligandos co-estimuladores CD80 y CD86.
Asi, aumentan su capacidad presentadora de antigeno. Ademds, tras su
maduracion, las cDCs comienzan a expresar el receptor de quimiocinas CCR7, que
les permite migrar a los ganglios linfaticos para presentar alli el antigeno a los
linfocitos T y asi activarlos (29, 31) (Figura 7).

Por otra parte, las pDCs, identificadas en ratén como CD11cint B220+ (32),
se encuentran en médula Osea, sangre, timo y ganglios, formando parte del
mecanismo de defensa inicial frente a las infecciones virales ya que son capaces de
producir grandes cantidades de Interferon-alfa tras reconocimiento de acidos
nucleicos virales por sus TLR7 y 9. Ademas, las pDCs pueden también activar a
linfocitos T induciendo respuestas T antigeno especificas, asi como a otros
componentes del sistema inmune como las células NKs. Existen, sin embargo,
evidencias de que las pDCs pueden desempefar una funciéon importante no sélo en
la inmunidad viral, sino también durante la induccién de tolerancia en las
enfermedades autoinmunes. Debido a su menor expresion de MHC-II y de
moléculas co-estimuladoras que las cDCs, se ha postulado un papel muy relevante
para las pDCs en el mantenimiento de la tolerancia frente a antigenos propios. En
este sentido, las pDCs inmaduras promueven la diferenciacién de los linfocitos T
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reguladores, integrantes de la respuesta tolerogénica, tanto in vitro como in vivo
en modelos de tolerancia de asma alérgica o de trasplantes cardiacos (32, 33).

Figura 7.- Esquema de los eventos principales de la inmunidad adaptativa y generacién de los
diferentes tipos de células T. En los ganglios linfaticos las células dendriticas presentan los
antigenos a las células T virgenes (1), estas a su vez se activan y se diferencian a los diferentes tipos
de células T efectoras Thl, Th2, Th1l7 o células T reguladoras (2). Las células T efectoras y de
memoria que se generan en estos procesos migran a través de los vasos linfaticos aferentes a los
tejidos inflamados (3) para ejercer su funcién en la regulacién de las respuestas inmunes (4) o en la
proteccion frente a patégenos (5), constituyendo asi la segunda linea de las respuestas inmunes.

9. INTERACCIONES DC-LINFOCITOS T. LA SINAPSIS INMUNE

El intercambio de informacién entre células, homoélogas o heterélogas, es
uno de los ejemplos mas importantes de la sofisticacion de los sistemas nervioso e
inmune en vertebrados. La formacién de la sinapsis inmunolégica, a diferencia de
la sinapsis neuronal, es un proceso transitorio. La formaciéon de la sinapsis
inmunolégica incluye varias etapas secuenciales. En primer lugar, se produce la
exploracion por parte del linfocito T de la membrana de la célula presentadora de
antigeno (APC) que implica a determinadas moléculas de adhesién como la
integrina LFA-1 y sus ligandos ICAM-1, e ICAM-3; esta etapa es independiente de
antigeno. En segundo lugar, cuando el receptor de los linfocitos T (TCR) reconoce
al antigeno presentado por las moléculas MHC de la APC, se inducen seiales
activadoras y se produce la segregacion de los SMACs (Complejos Supra-
moleculares de Activacién). Por ultimo, se lleva a cabo la secrecion polarizada
guiada por la translocacion del centro organizador de microtdbulos (MTOC) (34-
37) (Figura 8).
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Figura 8.- Etapas en la formacion y maduraciéon de la sinapsis inmunoldgica: congregacion,
segregacion de receptores y secrecion polarizada.
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Las moléculas implicadas en la formaciéon de la sinapsis inmunolégica se
reorganizan espacial y temporalmente en la célula T formando una plataforma
especializada en la zona de la célula T que esta en contacto estrecho con la APCy
que permite el didlogo celular. Este reconocimiento especifico conlleva que se
establezcan de multiples interacciones concertadas entre parejas de receptores de
superficie en ambas células. Una observaciéon detallada al microscopio de la
sinapsis inmune revela la distribuciéon de las moléculas implicadas en el lado del
linfocito T en dos anillos concéntricos: un anillo central (cSMAC), donde se
agrupan el receptor de las células T (TCR) unido al complejo antigeno-MHC de la
célula presentadora; y un anillo periférico de adhesién denominado pSMAC
(complejo supra-molecular de activaciéon periférico) donde se concentran los
receptores de adhesién celular, entre ellos LFA-1 y su ligando ICAM-1. Esta
distribucién diferencial es necesaria para la completa activacién de la célula T ya
que permite la regulacién y amplificacién espacio-temporal de las rutas de
sefializacion intracelular provenientes del TCR. Este proceso de distribuciéon de
receptores es posible gracias a su integraciéon en pequefias islas en la membrana
plasmatica que favorecen la formacién de agregados asi como su interaccién con el
citoesqueleto celular, que proporciona la plataforma fisica que sustenta toda la
estructura de la sinapsis (38-40). Por otra parte, en la APC, en la zona de contacto
con el linfocito T, las moléculas de MHC que presentan el antigeno y las moléculas
de adhesién ICAM-1 y -3 también se disponen congregadas y organizadas,
facilitando asi su interaccién con los receptores en la parte simétrica de la célula T
(41). Se ha descrito ademas, que existen estrictas jerarquias temporales en el
reclutamiento de moléculas de sefalizacion a la sinapsis, de forma que se produce
una ordenacion temporal de las sefiales. Tanto las cDCs como las pDCs poseen la
capacidad de formar sinapsis productivas y completas con los linfocitos T de
forma antigeno-especifica (42).

Una vez efectuado el reconocimiento entre la célula T y la APC y
establecidos los contactos adherentes y antigeno-dependientes, la célula T se
activa y pasa a diferenciarse hacia uno de los subtipos de células T, ya sean
efectoras o colaboradoras (T-helper, Th), que son fundamentales para el desarrollo
de la respuesta inmune adquirida (43, 44). Dependiendo del microambiente de
citocinas y el tipo de célula APC que los activa, los linfocitos T CD4 pueden dar
lugar a: i) Células Th1: que producen grandes cantidades de IFN gamma con el que
activan propiedades microbicidas en los macroéfagos para asi resistir infecciones
intracelulares de patogenos facultativos u obligados (ej: bacterias intracelulares).
ii) Células Th2: Productoras de citocinas IL-4, -5 y -13 que permiten reclutar otros
leucocitos para resistir infecciones por helmintos asi como cooperar con los
linfocitos B para producir diferentes isotipos de inmunoglobulinas. iii) Células
Th17: Productoras de IL-17, que movilizan a fagocitos, neutroéfilos, para resistir
infecciones por bacilos extracelulares. iv)
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Células T reguladoras (Treg): algunas células T CD4+ son inducidas a
producir IL-10, diferenciandose a células Foxp3+ con capacidad de suprimir la
funcién de las demds Th1, Th2 y Th17 (Figura 9).

Figura 9.- Interaccioén linfocito T- Célula dendritica y diferenciacién de linfocitos T CD4 efectores.

La interfaz de contacto entre una célula T y una APC se forma para facilitar
la comunicaciéon entre ambas células. Sin embargo, se desconoce por qué las
moléculas se reordenan formando los SMACs caracteristicos de la sinapsis
inmunolégica madura. Una posibilidad es que la formacién y maduracion de los
SMACs faciliten la activacion secuencial del linfocito T mediante el agrupamiento
selectivo de moléculas de superficie, asi como el cese y la terminacién adecuada de
la sefial de activacién. Ademas, este reagrupamiento de moléculas de la célula T en
SMACs supone la formacién de un drea especializada para que vesiculas cargadas
de mediadores se anclen y sean secretadas a la zona de contacto con la célula
presentadora de antigeno. Existen numerosas evidencias que apuntan a que la
secrecion polarizada es una de las funciones principales de la sinapsis inmune (45,
46).

Los mensajes que se transmiten las células inmunes mediante la sinapsis
inmunolégica pueden ser mensajes de vida o mensajes de muerte. Asi, las sefiales
que recibe, desde un linfocito T colaborador, una APC, tipo célula dendritica o
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linfocito B, favorecen su supervivencia y permiten que una célula especifica, que
estd transmitiendo mensajes sobre antigenos presentes en el organismo
permanezca mas tiempo activa, de modo que cumpla su funcién comunicadora con
mayor eficiencia. Estas sefales implican tanto la proliferacién y activacién como la
secrecion y transferencia de citocinas y factores de crecimiento y supervivencia
(45-48). Por el contrario, las sefales que emite un linfocito T citotéxico a una
célula infectada por un virus o bacteria o a una célula tumoral, son inductoras de
muerte, que ponen en marcha programas de muerte celular, como la apoptosis
(46).

10. TERAPIAS BASADAS EN LA INMUNOMODULACION POR CELULAS
DENDRITICAS DE LA RESPUESTA INMUNE

El potencial de las DCs es indudable en protocolos de vacunacién, asi como
en nuevas terapias de inmunopotenciacién frente a tumores. El uso de células
dendriticas, estimuladas y expandidas in vitro, o bien combinadas con otras
terapias mas convencionales, es un area emergente y en expansiéon en medicina.

Actualmente, se esta intentado desarrollar nuevas terapias para producir
vacunas contra el cancer que permitan mejorar los tratamientos actuales. Por
ejemplo, existen ensayos con distintos adyuvantes que son inyectados en la zona
lesionada por el tumor para aumentar su inmunogenicidad. Ademas se estan
poniendo a punto sistemas que incluyen la administracién sistémica o local de
células dendriticas que reaccionan frente al tumor, o agentes que causan la
deplecion o eliminaciéon de células T reguladoras. También se ha estudiado el
efecto de fArmacos que eliminan células mieloides supresoras en el area del tumor.
Estos tipos de inmunoterapias intentan coordinar la comunicacién entre células
del sistema inmune, de modo que sean capaces de reconocer y hacer desaparecer
el tumor, igual que ocurre frente a determinados virus o bacterias para los que
existen vacunas efectivas (49).

Conseguir vacunas efectivas frente a determinados procesos como el
cancer, implica poder modular el sistema inmune adaptativo de modo que sea mas
inmunogénico y menos tolerogénico (Figura 10). [gualmente, se estd estudiando el
posible uso de poblaciones de células dendriticas con potencial tolerogénico, es
decir, capaces de mantener inactivo al sistema inmune, para combatir procesos
donde el sistema inmune se activa de forma no deseada, dando lugar a una
patologia como es el caso de las enfermedades autoinmunes, alergias y trasplantes
de 6rganos (Figura 10) (50, 51).
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Figura 10.- Terapias basadas en la inmunomodulacién por células dendriticas.
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RESUMEN

La pectina es un polisacarido de origen vegetal que posee excelentes caracteristicas
de gelificacidon, y biocompatibilidad, por lo que ha sido ampliamente estudiada
como excipiente en diversas formas farmacéuticas para modular la liberaciéon de
moléculas activas. La pectina permanece intacta en la parte alta del tracto
gastrointestinal, y sdélo es degradada por la microflora del colon. Por tal motivo, se
ha incluido en esta revision el desarrollo de diferentes formulaciones de liberacion
colénica de farmacos basadas en este polisacarido para tratar afecciones locales
como el cancer de colon y la enfermedad de Crohn. También se incluyen diversos
estudios acerca de aplicaciones terapéuticas de la pectina como coadyuvante en
diferentes patologias digestivas como el reflujo gastroesofagico y la diarrea
persistente. El efecto que, sobre los niveles de glucosa, insulina y lipidos en plasma,
puede tener una dieta rica en pectina es asi mismo analizado.

Palabras clave: Pectina; Liberacion controlada; Liberacién colénica; Aplicaciones
terapéuticas.
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ABSTRACT

Pectin: Pharmaceutical and Therapeutic Uses

Pectin is a polysaccharide of vegetarian origin, combining both excellent gelation
and biocompatibility characteristics, and thus has been widely studied as an
excipient in different pharmaceutical forms in order to modulate the release of
active molecules. Pectin remains intact in the upper gastrointestinal tract and only
gets degraded by colonic micro-flora. Hence, different formulations based on this
polysaccharide, which have been developed to target drugs to the colon and treat
local affections like colon cancer and Crohn’s disease, were included in this review.
Also, different studies on therapeutic uses of pectin as an adjuvant in various
digestive pathologies such as the gastro-esophageal reflux and persistent diarrhea
have been discussed. The effects of a rich pectin-diet over the glucose, insulin and
lipid plasma levels are also commented.

Key words: Pectin; Controlled delivery; Colonic delivery; Therapeutic uses.

1. INTRODUCCION

La pectina es una mezcla compleja de polisacaridos que constituye
aproximadamente un tercio de las paredes celulares de las plantas superiores. En
los ultimos afnos ha adquirido gran interés pues sus aplicaciones pueden ser muy
diversas en base a sus parametros fisico-quimicos y a su biodegradabilidad. Se
extrae de cascaras de citricos y de pulpa de manzana en condiciones ligeramente
acidas (1). Fuentes alternativas para la obtencién de pectina son los residuos
provenientes de la industria azucarera (remolacha), aceitera (semillas de girasol),
etc (2).

Desde el punto de vista quimico la pectina estd compuesta por una cadena
lineal de restos de acido a-(1,4)-D-galacturénico cuyos grupos carboxilicos se
encuentran parcialmente metoxilados (Figura 1) (3). Debido a la complejidad de su
estructura el peso molecular de la pectina estd comprendido entre 50.000 y
180.000 daltons (4). En un medio con pH neutro las cadenas de este polisacarido
se encuentran cargadas negativamente y su pKa es aproximadamente 3,5 (5).

Las pectinas se dividen en dos grupos principales, en funcién de su grado de
esterificacion, clasificAndolas en: pectinas de alto grado de metoxilacion (HM),
pectinas de bajo grado de metoxilaciéon (LM) y en otras sustancias pécticas como
las pectinas desmetiladas o moléculas amidadas (5). Las pectinas HM presentan
valores de metoxilaciéon comprendidos entre el 60 y 75%, mientras que este valor
disminuye hasta un 20-40% en las pectinas LM. Esta diferencia en el grado de
metoxilacion influye directamente en la capacidad formadora de geles de cada

83




P.L. MAMANI Yy col.

pectina. Asf, las pectinas HM requieren un intervalo de pH préximo a 3 para formar
geles, son en general solubles en agua caliente y deben contener un agente
dispersante, como la dextrosa, para evitar la formacién de grumos durante el
proceso de gelificacion. Por el contrario, las pectinas LM producen geles
independientemente del pH del medio, pero requieren la presencia de una
cantidad controlada de iones calcio u otros cationes divalentes, por lo cual son de
mayor interés que las pectinas HM para su empleo en tecnologia farmacéutica (7).

Figura 1.- Estructura quimica de la pectina (6)

Asi mismo, pueden utilizarse en tratamientos de reduccién de peso, ya que
su ingesta provoca una sensaciéon de saciedad, por su gran capacidad para
absorber liquidos, reduciendo de este modo el consumo de alimentos por parte de
los individuos (8).

2. USOS FARMACEUTICOS

La pectina se encuentra inscrita en la FDA como un aditivo seguro sin
limites de consumo diario (9), por lo que ha sido ampliamente utilizada como
excipiente en la formulacion de comprimidos matriciales, geles, cubiertas de
formas farmacéuticas, etc.

Kubo y colaboradores (10, 11) han desarrollado formulaciones de pectina,
con capacidad de gelificar “in situ”, para liberacién sostenida de fAirmacos. Asi, se
han utilizado diferentes soluciones acuosas diluidas de pectina LM con cationes
calcio, para favorecer la complejaciéon, como vehiculo para la administracién de
paracetamol o ambroxol, y se ha comprobado que permanecen en el estémago de
rata, mostrando liberacién sostenida de ambos farmacos durante periodos de 6
horas. Itoh y colaboradores (12) estudiaron el posible sinergismo entre pectina y
xiloglucano en formulaciones disenadas para obtener liberacién sostenida de
paracetamol. Los resultados obtenidos mostraron que la presencia de pectina en la
formulacién mixta de pectina-xiloglucano es esencial para conseguir controlar la
liberaciéon del farmaco debido a la formacion del gelificado “in situ”.
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Estas y otras investigaciones muestran que la combinacién de pectina con
iones divalentes puede utilizarse para optimizar el control de la liberacién de
farmacos en sistemas elaborados con pectina, asi como para ajustar la velocidad de
liberacién del principio activo. También se ha observado que incrementando la
cantidad de iones divalentes en la formulacién se produce un mayor grado de
reticulacion y agregacion en el sistema (4). Sin embargo, un exceso de iones calcio
origina un fenémeno de pre-gelificacion que provoca una mayor velocidad de
liberacion del farmaco (5), concluyéndose que la cantidad éptima de iones calcio se
encuentra entre 15 y 30 mg por gramo de pectina LM (13).

Los hidrogeles formados con polimeros naturales absorben y retienen
grandes cantidades de agua y forman un material blando en contacto con los
fluidos acuosos del organismo, lo cual contribuye a la biodegradabilidad y
biocompatibilidad de este material. Considerando estas caracteristicas Mishra y
colaboradores (14) han desarrollado hidrogeles de pectina/polivinil pirrolidona
(PVP) utilizando como agente reticulante el glutaraldehido. Los resultados
obtenidos mostraron que se produce una interacciéon por enlaces de hidrégeno
entre los grupos hidroxilo de la pectina y los carboxilos de la PVP. Este hidrogel
presenta hinchamiento pH-dependiente, que a su vez controla la liberacion del
farmaco modelo (4cido salicilico). Por otro lado, los ensayos de viabilidad sobre
células del melanoma murino B16 mostraron que todos los hidrogeles de
pectina/PVP estudiados no producen ningun efecto citotéxico significativo en estas
células, lo que pone de manifiesto su biocompatibilidad. Los resultados permiten
concluir que los hidrogeles elaborados con pectina/PVP son candidatos
prometedores para diferentes aplicaciones biomédicas. Posteriormente, estos
mismos autores desarrollaron hidrogeles, en medio acido, a partir de una pectina
modificada quimicamente con etanolamida, utilizando como agente reticulante el
glutaraldehido. El hidrogel obtenido resulté biocompatible y capaz de liberar por
difusién el farmaco modelo (acido salicilico), por lo que los autores consideran que
esta membrana puede ser estudiada como sistema transdérmico de liberacién de
farmacos o como material de apoésito para heridas (15).

Se ha investigado la capacidad que tiene la pectina como vehiculo en
sistemas de transferencia génica no viral debido a que es un compuesto
biodegradable y de baja citotoxicidad e inmunogenicidad. Asi, Katav y
colaboradores (16) han desarrollado sistemas para vehiculizar genes a partir de
pectina modificada quimicamente. La pectina se modificé con diferentes grupos
aminos cargados positivamente a pH fisiologico, las cuales se complejaron con
DNA de plasmidos. Los resultados obtenidos mostraron que todas las pectinas
modificadas fueron capaces de formar complejos con el DNA de pldsmido. Sin
embargo, la eficacia de complejacién y transfecciéon del sistema se vio influenciada
por el tipo de grupo amino utilizado en cada modificacién, observandose que el
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mejor fue el de Pectina-NH2-Q (Q=N+(CH3)3). Asi mismo, se observé que el peso
molecular de la pectina condicionaba la interaccion con el DNA y la estabilidad del
complejo aumenta con el peso molecular del polimero. Estos resultados ponen de
manifiesto que la pectina modificada resulté un vehiculo prometedor y atractivo
para ser aplicado en transferencia génica no viral.

Algunos polisacaridos naturales de origen vegetal y bacteriano estan
involucrados en el crecimiento de organismos y en la diferenciacién intercelular
por la regulaciéon del intercambio i6nico en la superficie celular. Ademdas son
capaces de proteger organismo vivos al actuar como una barrera frente a las
agresiones externas. Se han ensayado microesferas de pectina y pectina-RGD
(pectina modificada con la secuencia Arg-Gly-Asp) como vehiculo de células
capaces de estimular la formacién de tejido 6seo. Los preosteoblastos
inmovilizados en ambos tipos de microesferas mantenian una viabilidad constante
de hasta 29 dias y eran capaces de diferenciarse. El péptido RGD en la estructura
de la pectina mejoraba la adhesiéon celular y su proliferacién dentro de la
microesfera, ademas no so6lo las células crecian en el interior, sino que eran
capaces de salir de la microesfera y organizar estructuras tridimensionales
produciendo una matriz extracelular mineralizada. Estos prometedores resultados
sugieren que la pectina puede ser utilizada como un vehiculo celular inyectable
para regenerar el tejido 6seo (17).

Dentro de las formulaciones de liberacién controlada de farmacos, que se
administran por via oral, estdn adquiriendo gran interés para los investigadores
las formulaciones de liberacién coldnica, las cuales pueden resultar ventajosas
para la administracion por via oral de péptidos y otros farmacos, que se
degradarian en la zona alta del digestivo, o como medio de vehiculizar farmacos
que deban actuar en la zona coldnica para el tratamiento de cancer de colon,
enfermedad de colon irritable, enfermedad de Crohn, etc.

La pectina, como otros polisacaridos, es capaz de atravesar de forma
inalterada la mayor parte del tracto digestivo, pero al alcanzar el colon va a sufrir
una biodegradacion especifica por las enzimas producidas por las bacterias que
forman parte de la flora coldnica. Estas enzimas fermentan la pectina originando
gases como hidrogeno, diéxido de carbono y metano, y acidos grasos de cadena
corta (acetato, propionato, butirato, lactato), los cuales ejercen un efecto protector
frete a desérdenes intestinales agudos o crénicos (18).

Rubinstein y colaboradores (19), desarrollaron comprimidos matriciales de
pectinato de calcio como vehiculo para la liberacién colénica de farmacos
insolubles. Evaluaron la liberaciéon de indometacina a partir de estos comprimidos
en medios con diferentes valores de pH (desde 3,5 a 7,0) en presencia o ausencia
de enzimas pectinoliticas, contenido fecal de ratas y Bacteroides ovatus. Los
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resultados obtenidos mostraron que las matrices elaboradas con pectinato calcico
sufren degradacion por las enzimas pectinoliticas o bacterias presentes en los
diferentes medios, ocasionando una liberacion total del farmaco al cabo de 2 horas
en presencia de enzimas pectinoliticas (120 FDU/mL), 6 horas en presencia de B.
ovatus y una liberacién mas lenta cuando el medio de disolucién contiene restos
fecales de ratas. Sin embargo, en todos los casos la liberaciéon de indometacina fue
superior a la obtenida cuando el ensayo se desarrollaba en medio sin estos agentes
capaces de degradar la pectina. Asi mismo, se observé que el pH del medio afecta a
la liberaciéon de indometacina debido a la solubilidad pH-dependiente del farmaco
(insoluble a pH 3,5 y 6,2 y escasamente soluble a pH 7).

Considerando que la liberacién de farmacos hidrosolubles a partir de
matrices se produce tanto por simple difusion como por erosién de la matriz,
diversos investigadores han estudiado formulaciones elaboradas con pectina o
pectinato calcico, como excipiente potencial para lograr la liberacién colénica de
farmacos hidrosolubles. Asi, Ashford y colaboradores (20) han desarrollado
matrices de fluoresceina (modelo de sustancia hidrosoluble) recubiertas con
pectinas de diferentes grados de metoxilacién, utilizando la técnica de
recubrimiento por compresién para proteger la fluoresceina sédica que se
encuentra en el nucleo y asi asegurar su liberacién en el colon. Los resultados
obtenidos en los estudios in vitro mostraron que los comprimidos que se
elaboraron con pectina HM (70% metoxilacién) resultaron los mas adecuados para
conseguir una liberacién colénica, ya que después de 5 horas de ensayo de
disolucion (2h en HCI 0,1M y 3h en medio de pH 7,4) se observé que el nucleo
estaba seco y que la liberacion de la fluoresceina s6lo se produjo cuando en el
medio de disoluciéon habia enzimas pectinoliticas. Los resultados in vivo, usando
escintigrafia gamma en voluntarios, confirmaron los resultados in vitro, ya que en
todos los casos las imagenes obtenidas mostraron que el comprimido se desintegra
al llegar al colon ascendente.

Posteriormente, Rubinstein y colaboradores (21) estudiaron la utilidad de
la técnica de recubrimiento por compresiéon para controlar la liberacién de dos
farmacos de diferentes solubilidades (indometacina e insulina) en la regién del
colon, utilizando pectinato de calcio como excipiente en la obtencién de
comprimidos matriciales y también como elemento formador de la cubierta. Los
resultados in vitro mostraron que en el caso de la indometacina tanto los
comprimidos matriciales como los comprimidos matriciales recubiertos
permanecian inalterados en el medio que simulaba la parte alta del digestivo, pero
al ponerlos en contacto con fluido intestinal simulado con enzimas pectinoliticas
liberaban rapidamente el farmaco. En el caso de la insulina los ensayos realizados
in vivo en perros demostraban una liberaciéon prematura de la insulina incluso en
la matriz recubierta. A partir de estos resultados los autores concluyeron que la
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técnica de recubrimiento por compresion para obtener liberacién colénica sélo es
util en el caso de farmacos poco hidrosolubles.

Prosiguiendo con el estudio del proceso de recubrimiento con pectina para
la obtencion de comprimidos de liberacién colénica de farmacos, Wakerly y
colaboradores (22) desarrollaron una pelicula de recubrimiento a partir de una
dispersion acuosa de pectina/etilcelulosa, para controlar la velocidad de liberacién
de paracetamol y conseguir una formulacién de liberacién en el colon. Los
resultados obtenidos mostraron una menor velocidad de liberacién del farmaco
cuanto mayor era la cantidad de etilcelulosa en la pelicula, y cuanto mayor era el
grosor de la capa de recubrimiento, demostrando de esta forma que la
combinacién de pectina/etilcelulosa puede proporcionar la proteccidon necesaria al
sistema en la parte superior del tracto gastrointestinal, permitiendo la degradacién
especifica de la pectina por las enzimas de la flora colénica.

Dado que la pectina por si sola no resulta en todos los casos totalmente
eficaz para conseguir formulaciones capaces de alcanzar de forma inalterada el
colon, algunos autores han recurrido a formulaciones matriciales de pectina
recubiertas con polimeros con solubilidad pH-dependiente que protejan la matriz
de pectina durante su recorrido por la zona alta del digestivo (4). Asi, Mura y
colaboradores (23) desarrollaron comprimidos con diferentes pectinas
recubiertos con Eudragit® S100 con el fin de conseguir una liberacién colénica de
teofilina. Para mejorar las caracteristicas de compresién de la pectinas se
prepararon mezclas fisicas con Emdex® (dextratos hidrosolubles). Los resultados
pusieron de manifiesto que en todos los casos el recubrimiento con Eudragit®
S100 permite mantener inalterada la formulacién durante las 4 primeras horas del
ensayo (2hapH 1,1y 2 h apH 6,8) para posteriormente, en el medio con pH 7,4,y
en presencia de enzimas pectinoliticas, liberar el 100% del farmaco en un tiempo
maximo de 4 horas, no teniendo incidencia el tipo de pectina utilizada (amidada y
de alto y bajo grado de metoxilacién).

Das y colaboradores (24) obtuvieron cesién sostenida de resveratrol a
partir de microparticulas de pectinato de zinc, observando que las concentraciones
del catién zinc y el tiempo de reticulaciéon condicionaban la fuerza del gel formado
y su capacidad para controlar la cesion del farmaco vehiculizado. Por otro lado, se
observé que la mejor condicion de secado para estas formulaciones es en estufa a
37 °C, ya que el proceso de liofilizaciéon produce formulaciones porosas que liberan
de forma rapida el resveratrol. Posteriormente, estos mismos autores estudiaron
la interaccién que se produce entre los grupos carboxilicos de la pectina (-) y los
grupos amino del quitosano (+), con el fin de obtener un gel mas resistente capaz
de permitir la liberacién del resveratrol en el colon. Los resultados mostraron que
el pH de la solucidén reticulante, soluciéon de acetato de zinc con quitosano, tiene
gran influencia en la velocidad de liberaciéon del farmaco, concluyéndose que
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cuanto menor es el pH de la solucién mejor es el proceso de reticulacion. Asi
mismo, se encontré que la concentracién de quitosano afecta directamente a la
liberacién del farmaco. Asi, a mayor concentraciéon de quitosano (1%) menor
velocidad de liberacion (< 8% de farmaco liberado después de 5 h de ensayo),
siendo necesario un tiempo de reticulacion de 120 min para formar una matriz
suficientemente fuerte capaz de prevenir la liberaciéon del farmaco en el fluido
intestinal simulado, pero sensible a la liberacion total del resveratrol en fluido
colonico. Los resultados in vivo confirmaron las observaciones in vitro,
demostrando que la interaccién pectina/quitosano/zinc permite obtener la
liberaciéon de resveratrol en la region del colon (25).

La pectina también se ha utilizado para formular farmacos usados en la
terapia del cancer de colon, como el 5-fluorouracilo (5-FU). Asi, Dev y
colaboradores (26) han estudiado la capacidad que tienen las matrices de pectina
recubiertas con Eudragit S 100 para liberar el 5-FU en el colon. Los resultados
obtenidos mostraron que esta formulaciéon presenta un periodo de latencia de 4
horas, tiempo suficiente para que el sistema libere el farmaco en la zona colénica.
Asi mismo, los estudios de citotoxicidad realizados con una linea celular de cancer
de colon humano (HT29) mostraron que la presencia de pectina en la formulacién
reduce significantemente la CTC50% (Concentracion de Citotoxicidad en Células),
lo cual potenciaria la actividad de esta formulacion en comparacién a una
formulacién sin pectina.

Con el fin de reducir los efectos adversos que puede producir la
administracion de farmacos en formas farmacéuticas convencionales para el
tratamiento del sindrome de intestino irritable u otras enfermedades del colon, y
aumentar su eficacia, Chaudhary y colaboradores (27) han desarrollado
comprimidos de diciclomina clorhidrato y diclofenaco potasico con un doble
recubrimiento: una primera capa formada por acetato de celulosa y pectina, y una
segunda capa, mas externa, formada por Eudragit L-100, para conseguir liberacién
sostenida en el colon de ambos farmacos. La cubierta de Eudragit L-100 protege la
férmula hasta su llegada al intestino donde se disuelve, quedando Unicamente la
cubierta formada por acetato de celulosa y pectina. Al alcanzar el comprimido la
zona col6nica se disuelve la pectina de la cubierta por la accién de la flora
bacteriana del colon y se crean poros a través de los cuales ceden ambos farmacos
de acuerdo con una cinética de orden cero, durante un periodo de tiempo de 24
horas. La metodologia descrita puede resultar interesante para fabricar
comprimidos osméticos microporosos que incluyan farmacos utiles en el
tratamiento del sindrome de intestino irritable.

En los dltimos afios se han publicado diversos estudios que muestran las
propiedades muco-adhesivas de la pectina, suscitando gran interés en varios
equipos de investigacién. Asi Takeda y colaboradores (28) han desarrollado
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formulaciones de comprimidos bioadhesivos de pectina reticulada con calcio para
la liberacion sostenida de lactoferrina (B-LF) en la cavidad oral, con el fin de tratar
inflamaciones croénicas de la mucosa oral. Los resultados obtenidos demuestran
que la pectina con alto grado de esterificacion es la que presenta mayor fuerza de
bioadhesiéon y un mejor control en la liberacién de lactoferrina, lo cual también
estd condicionado por la concentracién de agente reticulante. Posteriormente,
Wattanakorn y colaboradores (29) desarrollaron comprimidos mucoadhesivos de
liberaciéon sostenida de carbenoxolona, para el tratamiento de ulceras de la
cavidad bucal. Los resultados mostraron que la adicién de lactosa a la formulacion,
producia una pérdida en la bioadhesividad de los comprimidos elaborados con
pectina de alto grado de esterificacion. Sin embargo, los comprimidos que fueron
elaborados con pectina de bajo grado de esterificacién no se vieron afectados.
Otras investigaciones han mostrado que las macromoléculas de pectina pueden
difundir a través de la mucosa nasal y asi los geles de pectina pueden regular la
absorcion de los farmacos que incorporan (30, 31). Esta capacidad se encuentra
directamente relacionada con la concentracién y los grupos funcionales que posea
la pectina utilizada en la formulacién. Entre las ventajas que presentan las
formulaciones con pectina para la administracion de farmacos por via nasal
destacan: la permanencia de la formulacién en la cavidad nasal, debido a la
formacién de enlaces de hidrégeno y enlaces de van der Waals entre la pectina y la
mucina de la mucosa; la exclusién total de disolventes orgdnicos durante el
proceso de elaboracién del sistema; y la facil incorporacién del fairmaco mediante
diversos métodos fisicos como la difusiéon, el mezclado y la encapsulacién o co-
precipitacién (32).

Una gran parte de los pacientes con cancer padecen dolor que, en multiples
ocasiones, cursa con la aparicién de picos, que la administracién oral de sulfato de
morfina en formulaciones de liberacién inmediata no consigue atenuar hasta que
han transcurrido 60 minutos desde su administraciéon. Con el fin de mejorar esta
situacion se han desarrollado formulaciones de fentanilo (mas liposoluble que la
morfina) vehiculizado en aerosoles de pectina para su administracién por via nasal
(FPNS). El ensayo clinico desarrollado en 110 pacientes con cancer que sufrian
estos picos de dolor puso de manifiesto la eficacia de esta formulacién, pues 10
minutos después de la administracion, la disminucién del dolor era clinicamente
significativa (33). Estos resultados, junto con la buena aceptacién y tolerancia
nasal por parte de los pacientes (34), han permitido que la EMEA apruebe la
comercializacion del citrato de fentanilo formulado con pectina en solucién para

pulverizacién nasal, y esta formulacién se ha registrado con el nombre de PecFent
(35).
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3. APLICACIONES TERAPEUTICAS

En el afio 1996 se publicé un trabajo en el que se ponia de manifiesto la
actividad anticancerigena de una pectina modificada. La estructura ramificada de
la pectina de citricos se puede tratar y obtener asi un compuesto de menor peso
molecular rico en galactosa, que puede ayudar a retrasar la metastasis de las
células cancerigenas porque se combina con sus grupos azucares y bloquea las
moléculas de lectina en la superficie de las células, que son las que favorecen la
metastasis (36). Posteriormente Hayashi y colaboradores (37) estudiaron el efecto
de la pectina de citricos modificada (MCP) y un derivado de quercetina en la
reduccion del tamafno de tumores implantados en ratones. Los resultados
mostraron que la administracién diaria de ambos derivados naturales durante 20
dias, producia una reduccion en el tamafo de los tumores implantados, entre el
65% y el 70%, con una dosis de 1,6 mg/mL diarios. Este estudio fue el primero en
evidenciar la actividad de MCP sobre el crecimiento de tumores primarios sélidos.

Existen en la bibliografia estudios que relacionan la apariciéon de cancer de
colon con la composicién de la dieta en los que se asegura que una ingesta de fibra
en la dieta diaria produciria un efecto protector frente al cancer de colon. Asi, se
cree que la presencia de fibra en la dieta produciria una dilucién del contenido de
toxinas fecales, asi como una disminucion del tiempo de transito y un incremento
en el peso de las heces, lo cual provocaria un descenso del riesgo de exposiciéon que
sufren las células del colon a potenciales mutagenos. Chen y colaboradores (38)
realizaron estudios in vitro e in vivo para comparar los efectos de la celulosa y de
otras fibras de la dieta (pectina, glucomanano e inulina) frente a la citotoxicidad y
el dafio genético celular producidos en el cancer de colon. Los resultados obtenidos
mostraron que la pectina y la inulina ejercen un fuerte efecto protector frente a la
cito y genotoxicidad del agua fecal, en células Caco2. Asi mismo, la presencia de
pectina en la dieta diaria produce un elevado incremento en los acidos grasos de
cadena corta, los cuales a su vez estan relacionados con la proteccion de las células
de colon humano frente al dafio genético. También se observa una reduccién en los
niveles de acido biliar secundario que serian los causantes del dafio genético y del
estrés oxidativo que sufren las células del colon. Estos resultados sugieren que
fibras como la pectina pueden ser consideradas como agentes quimiopreventivos
frente al cancer de colon.

Entre los usos terapéuticos atribuidos a la pectina y a otras fibras de la dieta
estd su capacidad para reducir el colesterol. El mecanismo por el que las fibras
solubles reducen el colesterol se deberia a un descenso en la absorcién de
colesterol en el intestino. Para solubilizar y absorber el colesterol en el intestino es
necesaria la presencia de acidos biliares. Al producirse la unién de éstos a las fibras
solubles, se reduce la cantidad de acidos biliares libres y, por lo tanto, se reduce la
absorcion del colesterol en el intestino (39). Recientemente se ha estudiado el
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efecto de la pectina, celulosa y cromo en el metabolismo de lipidos y carbohidratos,
mediante ensayos en ratas, y los resultados obtenidos sugirieron que un
suplemento de pectina y cromo en la dieta podria ser beneficioso para corregir
ciertos problemas en el metabolismo de lipidos (40). Asi mismo, Marounek y
colaboradores (41) investigaron la acciéon de la pectina y algunos derivados
(pectina amidada) como reguladores del colesterol y del metabolismo en animales;
los resultados obtenidos concluyen que tanto la pectina como la pectina amidada
producen una reduccién en el peso de los animales que recibieron esta dieta en
comparacién con el grupo control. Sin embargo, al analizar el efecto de este
polisacarido y sus derivados sobre los niveles séricos de colesterol HDL, se
observé que la pectina con alto grado de amidacién produce un descenso
significativo del colesterol total en suero. Se observo que las pectinas de alto y bajo
grado de amidacién reducen significantemente la concentracién de colesterol
hepatico y las grasas. Estos resultados sugieren que las pectinas amidadas
(hidrofébicas) alteran de forma significativa la homeostasis del colesterol, por lo
cual se les podria atribuir un efecto hipocolesterolémico. Con el fin de evaluar el
efecto de las pectinas de alto grado de metoxilacion (HM) sobre los factores de
riesgo cardiometabdlicos, Sdnchez y colaboradores (42) realizaron estudios in vivo
utilizando ratas Zucker, por ser el mejor modelo experimental de obesidad
genética, ya que estos animales presentan alteraciones similares a las que
aparecen en el sindrome metabdlico humano. Los resultados obtenidos
demuestran que una dieta enriquecida en pectina HM produce una reduccién en la
glucemia, insulinemia y en los lipidos del plasma, asi como una pérdida de peso de
los animales tratados con esta dieta en comparaciéon con el grupo control. Asi
mismo, los autores sugieren que es necesario estudios en humanos para asegurar
que la pectina HM reduce los factores de riesgo cardiometabdlicos.

Por otro lado, la pectina ha demostrado ser un compuesto capaz de mejorar
la estructura de la mucosa del intestino, prolongar el transito intestinal, y actuar
frente a procesos diarreicos, debido a que incrementa la solidez de las heces y
mejora la reabsorcion de agua en el colon (43). Asi, Rabbani y colaboradores (44)
realizaron un estudio clinico para evaluar el efecto del platano verde y la pectina
sobre la permeabilidad intestinal y la pérdida de fluidos en 57 nifios con diarrea
persistente. Los resultados mostraron que la presencia de pectina o platano verde
en la dieta es capaz de revertir las anormalidades en la permeabilidad de la
mucosa intestinal ocasionada por la diarrea persistente, esta mejora en la
permeabilidad de la mucosa originé un aumento en la consistencia de las heces, asi
como la reduccion del peso de las mismas. El efecto antidiarreico de ambos
tratamientos podria deberse a la producciéon de compuestos como butirato, acetato
y propionato, los cuales estimulan la absorcién de sales y agua en el colon.
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En busca de otras aplicaciones terapéuticas se han evaluado las actividades
anticoagulantes y antitrombéticas, asi como el efecto de sangrado, de los derivados
sulfatados de pectina citrica, de alto y bajo peso molecular. Ambos polisacaridos
presentan actividad anticoagulante “in vitro”, aunque el derivado de pectina de
bajo peso molecular ha resultado ser “in vivo” un agente antitrombdtico mas
potente, inhibiendo totalmente la trombosis venosa con una dosis de 3,5 mg/kg de
peso. Sorprendentemente, en contraste con la heparina, ambos derivados de la
pectina son capaces de inhibir directamente la a-trombina y el factor Xa por un
mecanismo independiente de la antitrombina III y/o el co-factor II de la heparina.
Ademas el derivado de alto peso molecular presenta menor riesgo de sangrado que
la heparina a dosis que resultan 100% efectivas frente a la trombosis venosa (45).

Entre las diversas investigaciones destinadas a estudiar los efectos
bioldgicos de la pectina, Wang y colaboradores (46) han realizado estudios in vitro
para probar la actividad inmunolégica de pectina extraida de Centella asiatica. Los
resultados obtenidos sugieren que los restos carboxilicos de las cadenas laterales
de pectina son los responsables de su actividad inmunolégica.

Asi mismo, se ha atribuido a la pectina un cierto efecto protector frente a la
intoxicacién con metales pesados. Asi, Kohn (47) estudié la posible interaccién
producida entre los cationes Sr2+, Cd?*, Pb2* y los grupos carboxilicos de diferentes
fracciones de pectina.

Datos bibliograficos muestran que la administracién de pectina en forma
liquida podria mejorar los sintomas digestivos y respiratorios asociados al reflujo
gastroesofagico (GER) que sufren los nifios con paralisis cerebral. Asi, Miyazawa y
colaboradores (48) realizaron un estudio clinico en 18 nifios con esta deficiencia
neuroldgica para probar la eficacia de dos dietas, con diferentes concentraciones
de pectina, sobre los sintomas causados por GER. Los resultados mostraron que el
nimero de episodios de reflujo y vémitos por dia, asi como su duracion,
disminuyeron significativamente con la dieta que contenia mayor concentracién de
pectina, sugiriendo que la pectina liquida podria ser considerada como una terapia
alternativa para el tratamiento de GER o como terapia adicional a Ia
administraciéon farmacolégica. Estos resultados son prometedores ya que los
farmacos convencionales son menos efectivos en este tipo de pacientes y en casos
de sintomas persistentes se recurre a la cirugia antirreflujo, que a la vez presenta
complicaciones y riegos para el paciente

4. CONCLUSIONES

Todos los articulos recogidos en el presente trabajo de revision demuestran
ampliamente el gran potencial que tiene la pectina debido a su biocompatibilidad,
biodegradabilidad y bajo coste como excipiente fundamental para modular la
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liberaciéon de farmacos, asi como para conseguir la liberaciéon especifica de
moléculas activas en la regién del colon. Por otro lado, la modificacién quimica de
la pectina o su combinacién con otros polimeros, produce hidrogeles que poseen
excelentes cualidades para material biomédico o para conseguir la liberacién de
moléculas activas o células. Asi también, éste polisacarido y sus derivados poseen
caracteristicas que permiten su aplicacién terapéutica como coadyuvante en el
tratamiento de diferentes patologias del digestivo, incluyendo entre ellas la diarrea
persistente, el reflujo gastroesofagico y el cancer de colon.
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RESUMEN

Se hace un estudio de la figura de Guillermo Folch Jou, catedratico de Historia de la
Farmacia de la Universidad Complutense y académico de la Real Academia Nacional
de Farmacia.
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ABSTRACT

Guillermo Folch Jou: A magister biography

A study of the figure of Guillermo Folch Jou, Professor of History of the Pharmacy
from the Complutense University and academician of the Royal National Academy
of Pharmacy is realized.

Key words: Guillermo Folch Jou; Biography; History; Academician.

1. INTRODUCCION

La Real Academia Nacional de Farmacia no tiene, entre las importantes
misiones contempladas en la legislacién vigente, la de conservar su propia
memoria institucional, ni la de sus componentes.

Sin embargo, la Historia de la Ciencia, en cierta manera, naci6 a partir de las
oraciones funebres redactadas en la Academia de Ciencias francesa, ante la
desaparicion de sus componentes.

En la Nacional de Farmacia no sélo se celebran sesiones necrolégicas
cuando fallece alguno de sus miembros, sino que esta institucionalizada, desde su
fundacidn, la seccién de Historia, a la cual, tal vez, deberian competerle estas
misiones.
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Las oraciones finebres de la Academia francesa o las sesiones necrolégicas
de la nuestra no suelen ser excesivamente utiles, para el historiador, por el 16gico
matiz panegirico de las mismas y la ausencia de cualquier estructura metodolégica
las mas de las veces, ademas de la falta de su insercion en el ambiente historico de
la sociedad y la ciencia de la época.

Por eso, ahora que la Academia esta tan bien dotada de historiadores, tanto
entre sus miembros de nimero como correspondientes, me parece obligatorio
emprender esta tarea. La comienzo con una biografia de mi maestro, con lo cual
incurro en varios de los pecados antes denunciados: la dltima parte de la biografia
no es objetiva, sino afectiva, aunque la obligacién del historiador —cree uno- no es
tanto la objetividad como la honradez; al declarar mi parcialidad hacia el
biografiado cumplo con la obligaciéon impuesta por la segunda de las principales
caracteristicas que debe cumplir quien a este oficio se dedique. Seguramente la de
la parcialidad institucional serd una caracteristica de cuantas intentonas
biograficas hagamos los académicos, al hablar de quienes antes lo fueron, aunque
siempre trataremos de entibiarla mediante la objetividad.

2. GUILLERMO FOLCH JOU: LOS ORIGENES

Naci6é en Madrid, el 19 de marzo de 1917 y murié en la misma ciudad el 3
de enero de 1987.

Fue hijo del catedratico Rafael Folch Andreu. Su padre pertenecia a una
familia modesta de Montblanch (Tarragona). Estudié la segunda ensefianza en el
Instituto de Tarragona y la carrera de farmacia en la universidad de Barcelona,
simultanedndola con su trabajo de practicante de la farmacia de la Casa Provincial
de Caridad. Tras la licenciatura, con sobresaliente y premio extraordinario, (1903)
alcanz6 el grado de doctor en la Universidad Central con idénticas calificaciones
(1904). En Barcelona se le habia nombrado Auxiliar interino de la Facultad de
Farmacia (1903). Ejercié la profesién al frente de una botica en Masnou
(Barcelona) (1908-1911). En 1911 regresé a Madrid y un afio después obtuvo el
puesto de Auxiliar numerario de la Facultad de Farmacia. En 1914 fue designado
preparador quimico de la Estacion Agrondémica del Instituto Agricola Alfonso XII y
al afio siguiente gano la oposicién a la catedra de Historia de la Farmacia y Estudio
Comparativo de las Farmacopeas Vigentes, correspondiente al periodo del
doctorado. Asi se convirtié en el primer catedratico, profesional de la materia, en la
Facultad de Farmacia madrilefia (1) .

De manera evidente, la profesion del padre influyé en el hijo, quien también
fue farmacéutico y catedratico de Historia de la Farmacia.
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En el terreno mas intimo, conservo siempre la lengua catalana y el amor
hacia la tierra paterna. Alli, en 1981 presidi6 la celebracién de un homenaje
bilinglie a su memoria.

3. FORMACION

Guillermo Folch estudi6 el Bachillerato en el Instituto del Cardenal Cisneros
de Madrid. Se licencié (1941) y doctoré (1942) (2) en Farmacia, en la Universidad
Complutense de Madrid, con premio extraordinario en ambos grados.

El afo 1942 fue nombrado profesor auxiliar de la catedra de Historia de la
Farmacia y Estudio comparado de las Farmacopeas (3).

4. ACTIVIDADES PROFESIONALES EN LA ADMINISTRACION

En el mismo afio obtuvo el puesto de becario por oposicion en el
Laboratorio Municipal de Madrid, en donde permanecié durante dos afios.

En 1944 ingres6 por oposicion en la Direccion General de Sanidad.
Permanecié alli hasta 1958. Dentro de la Inspeccién General de Farmacia, como
inspector regional, organizé el control e inspeccion de la industria farmacéutica
espafiola. Efectud visitas de inspeccién en toda Espana; de manera mas constante
en Madrid, Barcelona, Valencia y Malaga. Fue el encargado de redactar las normas
protocolarias para las visitas de inspecciéon. También se encargd de organizarlas
para efectuarlas de manera seriada y permanente a todos los laboratorios
productores de especialidades, con recogida de muestras y control de las mismas

(4).
De forma ocasional se le encargé el control de estupefacientes en toda la

nacién, de ahi su magnifica relacién con el Cuerpo de Policia Nacional, en cuya
escuela solia dar una conferencia cada afio.

5. ACTIVIDADES PROFESIONALES EN LA INDUSTRIA

En la documentacién relativa al encuadramiento del Sindicato Vertical de
Industrias Quimicas, aparece el 6 de febrero de 1943 el Laboratorio Promesa
(Productos Medicinales, S.A.)

Tenia el centro de produccién en la calle Arturo Soria, 147 de Madrid y las
oficinas en Alcala 30. Se fundd en 1940, o acaso 1942, como una concesionaria de
procedimientos de la empresa CHINOIN, situada en Ujpest (Hungria). El gerente
era Antonio de Vargas-Machuca y la Directora Técnica, Petra de Prada.

Ese laboratorio fue adquirido en 1968 por Guillermo Folch. Su nombre se
modific6 a Productos Medicinales S.A. “PROMESA”. Ademas de su centro de
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fabricacion de Arturo Soria, se abrié otro en Barcelona (Via Layetana, 159) (5). La
empresa tenia un censo obrero de veintisiete personas: dieciocho hombres y nueve
mujeres; de ellos nueve técnicos, siete administrativos y once dedicados a los
procesos productivos.

A este pequefio laboratorio dedicé Guillermo Folch buena parte de su vida,
de su actividad profesional, y mediante el mismo labré su fortuna econdémica.
Aparte del esfuerzo personal que supondria para una persona sin otra familia que
su esposa, hermanos y sobrinos, cabe destacar la propaganda efectuada para las
especialidades del laboratorio, en donde empled sus conocimientos histéricos, su
aficion a la ceramica farmacéutica y su interés en la pintura.

A partir de esa actividad empresarial, form6 parte de la Junta Directiva de
Farmaindustria, la patronal del sector.

En 1968 fue elegido Presidente del Consejo General de Colegios
Farmacéuticos de Espafla, aunque permanecié muy poco tiempo en el cargo, sin
duda imposibilitado por el cimulo de ocupaciones; sin embargo fue Presidente de
su Comision Asesora Cientifica desde 1970.

También fue vocal de la Comisidn cientifica del Instituto Nacional de
Prevision para la vigilancia del concierto con la industria farmacéutica, con lo cual
siempre anduvo entre la administracién sanitaria, la vigilancia de las buenas
practicas industriales, la ensefianza y el empresariado.

6. ACTIVIDADES UNIVERSITARIAS

El 28 de enero de 1954 fue nombrado catedratico de Historia de la Farmacia
de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense, tras la correspondiente
oposiciéon (6) , y se le confirmé como director del Museo de la Farmacia Hispana,
cuyo trabajo venia ejerciendo desde 1951.

En la Facultad de Farmacia fue Secretario de actas desde 1948 hasta 1952 y
Secretario de la Facultad desde 1951 hasta 1952 y desde 1958 hasta 1961 (7).

Siempre fue el director del entonces Departamento de Historia de la
Farmacia.

7. ACTIVIDADES INTELECTUALES

En el dmbito cientifico se dedicd, con entusiasmo, acierto y profundidad, a
continuar con la obra intelectual de su padre y a modernizarla metodolégicamente.
Como é], escribi6 textos generales sobre la disciplina.

En el prélogo a la primera edicién de su libro sobre Historia de la Farmacia
(8), Rafael Folch indica que es un texto de divulgacion y él mismo escribe que no
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puede considerarse como obra de consulta para eruditos. Acompaii6 a la edicién
de 1951 de un gran numero de citas y abundante bibliografia, para cubrir las
Unicas deficiencias que pudieran atribuirse al libro paterno. Lamentablemente en
ediciones posteriores se suprimi6 el aparato bibliografico (9). La sencillez del
texto le hizo muy util para la docencia y tremendamente popular a nivel
internacional. Se hizo cargo de lo referente a Espafa en el texto de Kremers y
Urdang (10) y, al final de su vida, traté6 de plasmar todas sus hipotesis de
investigaciéon en un gran texto en el que intervinieron también José Maria Sufié,
José Luis Valverde, la mayoria de los profesores de la materia de Espafia y yo
mismo como secretario de redaccién (11). Lamentablemente no llegd a poder
corregir las pruebas de imprenta. La muerte se lo impidio.

Se ocupd también de la historia del medicamento en general (12), dirigié un
trabajo sobre medicamentos romanos (13); escribié otro sobre los empleados por
los arabes (14); se interes6 en las drogas americanas (15), en la influencia de la
botdnica en la materia farmacéutica durante el siglo XVI (16), se ocupd de la
terapéutica farmacolégica durante el siglo XVII (17). En las dltimas investigaciones
citadas traté de aplicar una metodologia econométrica implicada en la historia
social, que impuso también en muchas de las tesinas y tesis dirigidas por él y sus
colaboradores, en un estupendo intento de rejuvenecer la metodologia de
investigacion en la disciplina.

También dirigi6 una Tesis sobre la aparicion de las especialidades
farmacéuticas (18). Le interes6 el andlisis histérico de la alimentacién (19), se
ocup6 en extenso de las corporaciones farmacéuticas espafiolas (20), de las
instituciones farmacéuticas y de ensefianza de la Farmacia (21).

Dirigié innumerables tesis, se implicé muchisimo en las mismas, y entre sus
alumnos nos contamos cuantos ahora nos dedicamos a estos menesteres en la
Universidad Complutense.

La tesis de José de la Vega Portilla (22) inauguré una via de estudios sobre
la Real Botica que luego continu6 Maria Esther Alegre (23), también dirigida por
Guillermo Folch y mas tarde varios discipulos de esta ultima. A Sagrario Mufioz
(24) le dirigi6 su tesis sobre la influencia de la Inquisicién en la ciencia moderna,
tema sobre el que él mismo incidié (25) y a mi sobre alquimia (26). Angustias
Sanchez Moscoso redacté su Tesis doctoral sobre José Rodriguez Carracido bajo su
direccion (27) y luego fue Profesora Titular en la Facultad de Farmacia de Alcala de
Henares y antes habia dirigido a la Dra. Pilar Hinojo (28), quien luego fue
catedratico en la misma Facultad de Farmacia de Madrid. Una discipula de ella, la
Dra. Rosa Basante, también llegé a Profesora Titular de Historia de la Farmacia y
consider6 siempre a Guillermo Folch como su maestro.
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El estudio de la Farmacia en Navarra con Pilar Herrero, lo ampli6 a
Portugal, con la misma investigadora (29) y se ocupé de la Farmacia en Zaragoza
(30). Le interesé también la relacion entre el arte el oficio de la Farmacia y las
oficinas de Farmacia espafiolas (31).

En el ambito de las fuentes para la Historia de la Farmacia, dirigié6 una muy
util catalogacion de los manuscritos relacionados con la Historia de la Farmacia de
la Biblioteca Nacional (32) y otra catalogacién de los libros raros, relacionados
también con la Farmacia de la misma biblioteca (33). En esa misma linea, ademas
del catalogo del Archivo de la Real Academia Nacional de Farmacia, al que me
referiré mas adelante, se ocupd del catalogo de los documentos del Archivo del
antiguo Departamento de Historia de la Farmacia (34).

En el terreno de la biografia destacaria sus trabajos sobre Andrés Laguna
(35) y el trabajo dirigido sobre la vida y obra de Pedro Gutiérrez Bueno (36).

En lo referente a la relacién entre literatura y ciencias de la salud, dirigié
otra Tesis doctoral sobre las novelas de Benito Pérez Galdos (37).

Por si no se considerase suficiente su labor, efectué una importante tarea
divulgadora en revistas como Farmacia Nueva de Madrid, Circular Farmacéutica de
Barcelona, Boletin de Informacion del Consejo General de Colegios de
Farmacéuticos de Espafia, Galénica Acta, Acofar, Medicamenta, y El Monitor de la
Farmacia y de la Terapéutica.

De su amplisima actividad en la Academia Internacional de Historia de la
Farmacia quedan sus publicaciones en el Boletin de la Oficina sanitaria
Panamericana, los Anais da Facultade de Farmacia do Porto, el The British &
Overseas Pharmacist, la Internationale Gesellschaft fiir Geschischte der Pharmazie,
el Veroffentlichumgen der Internationalen Gesellschsft fiir Geschichte der
Pharmazie o las Atti e Memorie Dell’Academia Italiana di Storia della Farmacia, en
donde no publicé sus mejores trabajos, sino aportaciones muy puntuales pero que,
junto a sus obras en castellano, le produjeron un gran renombre internacional.

8. GUILLERMO FOLCH, MUSEOLOGO

Lo mas original y querido de su obra se encuentra en el ambito de la
museologia, cientifica y farmacéutica, no sélo por sus trabajos sino también por la
manera en que consiguié poner en marcha uno de los mejores museos de Farmacia
del mundo, sin personal ni presupuesto, sélo superado por el de Heidelberg, que
goza de local propio, personal y una fuerte dotacién econdmica.

Como vimos, en 1915 Rafael Folch Andreu gané por oposicién la primera
catedra de Historia de la Farmacia implantada en la universidad espafiola. Muy
posiblemente desde entonces pens6 en organizar un museo, movido por el afan
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coleccionista que el positivismo alenté entre los historiadores de las diferentes
ramas cientificas. Hasta 1923 no fue nombrado Secretario de la Facultad de
Farmacia y en esa misma fecha, en los armarios acristalados de la Secretaria, de la
Sala de Juntas y en las boardillas del edificio que hoy ocupa la Real Academia
Nacional de Farmacia, comenzé a guardar cuantos instrumentos inservibles eran
desechados por los laboratorios del centro. Asi pudieron conservarse piezas tan
irremplazables como los utensilios de vidrio procedentes del viejo laboratorio de
quimica del Colegio de Boticarios de Madrid, algunos de ellos heredados
seguramente por Andrés Alcon (1782-1850) del laboratorio de Luis José Proust
(1754-1826) de la calle del Turco, alguno de sus crisoles de platino, parte del
instrumental del Colegio de Farmacia de San Fernando -el primer centro en
impartirse ensefianza farmacéutica oficial (1815), después del Real Jardin Botdnico
madrilefio (1780)- o la placa del herbario del Colegio de Farmacia de Santiago de
Compostela objetos, todos ellos, de valor intelectual y material incalculable.

Poco tiempo después entré como Profesor Auxiliar suyo Rafael Roldan
Guerrero (1888-1965) y ambos se empefiaron en la obra de implantar museos de
Farmacia en Espafia. Roldan era farmacéutico militar, en cuyo cuerpo llegé a
General, y logré convencer a las autoridades para montar un excelente museo en
los locales anejos al Parque de Farmacia militar. Hoy en dia mejorado,
modernizado y magnifico.

Rafael Folch, visitante asiduo del Rastro madrilefio, se hizo con una
coleccion magnifica de ceramica farmacéutica. Logr6 la donacién o la compra de
varios conjuntos excelentes. Entre ellos un botamen de cerdmica catalana con
influencia francesa, del siglo XVIII, adquirido al farmacéutico Ferrer de Puigcerda
(Girona), que se conserva en las anaquelerias de la también catalana farmacia
Gibert.

La de Gibert, antigua botica de Torredembarra (Tarragona) fue la primera
farmacia importante que logré adquirir en 1948, mediante una donacién de la
Junta de Facultad de Farmacia de Madrid, con motivo del Primer Congreso
Hispano-Portugués de Farmacia.

En el afio 1929, el farmacéutico Aurelio Gamir (1878-ca.1942) financi6 la
reproduccion de la farmacia del Hospital Tavera de Toledo, para ser expuesta en la
Exposicién Hispano-Americana de Sevilla. Una vez finalizada la muestra en 1930,
la cedi6 al museo de la Facultad, aunque hubo de guardarse en los desvanes por
falta de espacio.

Pese a no poderlo instalar, Rafael Folch siguié con su habito coleccionista,
animado por el viaje efectuado en 1934 al museo de Historia de la Farmacia de
Basilea y al aliento de su fundador, el profesor de Historia de la Farmacia, Joseph
Anton Hafliger (1873-1954).
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Cuando se inicia la construccién de la Ciudad Universitaria (1927) bajo el
patrocinio de Alfonso XIII (1886-1941), Rafael Folch Andreu fue nombrado vocal
de la Junta Constructora y logré incluir en los planos de la futura Facultad, una
zona para los museos de Farmacognosia, Ciencias Naturales e Historia de la
Farmacia.

La contienda civil de 1936-1939, no sélo paraliz6 las obras, sino que
convirti6 a la ciudad universitaria en descarnado frente de batalla en la lucha por
Madrid. Acabada la fraticida contienda se reconstruyd el campus y, en 1944 se
trasladé la Facultad de Farmacia a su emplazamiento actual. Los museos
proyectados no se llevaron a la practica, excepto el de Historia para el cual se
cedieron, no sin grandes dificultades, unos locales de 25 por 15 metros.

La visita en los afios cincuenta de Cayetano Alcazar (+1958) catedratico de
Historia de Espafia Moderna y Director General de Ensefianza Universitaria, hizo
realidad la primera subvenciéon mediante la cual el arquitecto Garriges mont6 el
laboratorio alquimista con iconografia proporcionada por Guillermo Folch Jou.

Fue Guillermo Folch el primer director en 1951, cuando era Profesor
Auxiliar de Historia. Tras la jubilacién de su padre, pas6 a encargado de catedra y
sigui6 en el puesto hasta su fallecimiento, ayudado siempre, de manera
incondicional, por Pilar Herrero Hinojo.

La capacidad para poner en marcha un museo francamente bueno, le hizo
ser admirado tanto en Espafia como en el resto del mundo. No satisfecho con el
haber materializado la ilusién paterna, estudi6 la historia del propio Museo, su
cerdmica y sus morteros (38, 39).

A su fallecimiento sin hijos, legd al Museo una importante coleccién de
cerdmica farmacéutica, el Legado Folch, formada por treinta y nueve piezas que
van desde un albarelo de Manises de mediados del siglo XV, uno de Aragén de la
segunda mitad del XVI o principios del XVII y varios catalanes y talaveranos del
XVIII, ademas de cinco morteros de bronce, valorados en unos cuarenta mil euros,
en su momento. También doné su biblioteca privada cientifica, formada por unos
cuantos centenares de textos muy especializados y algunos de gran valor.

Ademas estableci6, con una parte de su fortuna inmobiliaria, la Fundacion
Rafael Folch, dedicada a perpetuar el nombre familiar. Gracias a la misma el Museo
de Farmacia Hispana ha podido ser socorrido, por el Decanato de la Facultad,
cuando ha necesitado efectuar alguna adquisicién, ya que carece de presupuesto
ordinario y ademas se han concedido muchas becas para efectuar los estudios de
doctorado en Historia de la Farmacia y en otras disciplinas de la Facultad, bien
dotadas durante tres anualidades.
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9. PRESIDENTE DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE HISTORIA DE LA FARMACIA

La Sociedad Espafiola de Historia de la Farmacia y su Boletin fueron
fundados gracias al tesén y al entusiasmo de Rafael Roldan, secundado en este caso
por Rafael Folch Andreu, aunque ambos se implicaron muchisimo en el proyecto.
Tras el fallecimiento de ambos, en marzo de 1966 Guillermo Folch fue elegido
presidente de la Asociacién y de su érgano de expresion cientifica.

Con enorme entusiasmo aglutin6 a un grupo numeroso de farmacéuticos
espafioles y de instituciones farmacéuticas en torno a la Historia de la Farmacia. El
fue el alma de la sociedad y del Boletin, con la ayuda de cuantos colaboramos con
él a lo largo del tiempo.

A su muerte no hemos sabido mantener ese legado. La divisién autonémica
de Espafia hizo complicada la supervivencia de una Sociedad adjetivada como
espafiola -en la actualidad sélo existe la Sociedad catalana de Historia de la
Farmacia- ademdas el Boletin se convirti6 en centro de conflicto en las
confrontaciones universitarias, ocasionadas siempre por el intento de perpetuarse
en los puestos académicos mediante las oposiciones y asi, algo que habia sido
creado para la profesién farmacéutica se transformé en un mecanismo de conflicto
ni siquiera intelectual, meramente funcionarial.

Seria el momento, creo yo, de volver a hacer renacer la Sociedad de Historia
de la Farmacia, pero la dificultad estriba en aunar o disociar definitivamente la
vision inicial de farmacéuticos amantes de la historia de su profesiéon o
intelectuales o cientificos deseosos de dar a conocer su ciencia con todos los
requerimientos cientificos imprescindibles. Actualmente no parece tan dificil, si
hubiera interés, ya que la mayoria de los docentes de Historia de la Farmacia se
aunan en la Sociedad Espafiola de Docentes Universitarios de Historia de la
Farmacia, tienen sus propias reuniones y podrian organizar sus mecanismos de
difusién cientifica.

10. AUTOR DE TEXTOS SOBRE LEGISLACION Y DEONTOLOGIA

Guillermo Folch fue un museélogo y un historiador, pero se sinti
fundamentalmente farmacéutico y, como hemos visto, participé en la profesiéon
desde multiples ambitos.

Cuando se igualaron legalmente las materias Historia de la Farmacia y la
Legislacion farmacéutica, de una manera surrealista, como suele suceder con la
legislacion espafiola no s6lo universitaria, aunque a regafiadientes, Guillermo Folch
comenzé a impartir clases de Legislacion farmacéutica.

No hay cosa mas arida que la legislacion de lo que sea. No me refiero al
Derecho, si no a la legislacion; la repeticion de Leyes, Decretos, 6rdenes y demas
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zarandajas, no estaba hecha para Guillermo Folch, por eso inundaba sus clases de
opiniones personales y de deontologia profesional. El hablaba de cémo se
organizaba la profesion e, inmediatamente, de como pensaba debia organizarse en
realidad. Por eso se intereso tanto en la deontologia farmacéutica y llegé a ser en
este dmbito también un tratadista respetado (40).

11. MIEMBRO DE LA REAL ACADEMIA DE FARMACIA Y DE OTRAS
INSTITUCIONES CIENTIFICAS

La excelencia de su labor investigadora se reconoci6 con dos premios de la
Real Academia Nacional de Farmacia (41), a la que perteneci6 como miembro de
numero desde el afio 1969 (42) y en donde destaca su labor en la catalogacién de
los fondos de su archivo (43) y diversos trabajos, ya citados, sobre la implicacién
de su institucién antecesora, el Colegio de Boticarios de Madrid, en el andlisis de
medicamentos o en la ensefianza farmacéutica. Pronuncié el discurso de apertura
del curso 1971-1972 (44) y colabor6 de forma muy dinamica en sus sesiones y en
los Anales.

También fue miembro de la Academia Internacional de Historia de la
Farmacia; la presidié durante cinco anos (1969-1974).

Fue académico correspondiente de la Real Academia de Farmacia de
Barcelona; miembro correspondiente de la Sociedad de Historia de la Farmacia de
Francia; Socio de Honor de la Academia de Historia de la Farmacia del Peru;
miembro de honor de la Academia de Historia de la Farmacia del Brasil; colegiado
de honor del Nobili Collegio Quimico-Farmacéutico de Roma; miembro de la
Academia de Historia de la Farmacia Italiana; miembro de honor de la
Associazione Italiana di Storia Della Farmacia; miembro de honor del Circulo
Benelux de Historia de la Farmacia.

12. PREMIOS Y DISTINCIONES

Obtuvo el Premio Conci, del Colegio de Farmacéuticos de Roma, el Lauro
Palatino de la Academia Italiana di Storia Della Farmacia, la medalla Schelenz para
historiadores de la Farmacia y la medalla Urdang otorgada por el Instituto
Americano para la Historia de la Farmacia.

13. LA VISION SUBJETIVA

Guillermo Folch fue mi maestro y a los maestros, como a los padres o se les
quiere o se les destrona. El mio es el primer caso.
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Don Guillermo era un hombre enjuto, no demasiado alto, con gafas, grandes
y sarmentosas manos y un caracter nervioso e impaciente que, a veces, le hacia
desbarrar en ataques de ira de intensidad variable, aunque de escaso recorrido.
Jamas hizo de sus enfados con amigos, colaboradores o alumnos cuestién de
rencor. Estallaba y recobraba la calma con la misma facilidad de una tormenta
veraniega. Cuando le conoci estaba enferma su primera mujer, Carmina, y tras su
muerte se cas6 con Maria José Rodriguez Velasco, su actual viuda. No tuvo
descendencia.

A Folch Jou le gustaba y disfrutaba de la vida.

Era aficionado a la comida buena aunque su austeridad vital le impedia la
glotoneria. Bebia moderadamente pero no perdonaba su giiisqui con almendras
saladas de la tarde y fumaba de manera absolutamente inmoderada, mas aun que
quien esto escribe, todo lo que cayera en sus manos y pudiera ser convertido en
humo, aunque siempre tabaco: pitillos, puros o pipa. Le gustaban y podia
permitirse los coches buenos y rdpidos —aunque se creia mejor conductor de lo que
era- los barcos grandes, desde donde pescaba y se relajaba todos los veranos en
Marbella primero y en Javea después y los perros pequefios. Le entretenia (poco)
el golf y mucho la pintura (45), la literatura y, sobre todo, la fotografia. Segiin pude
deducir, las relaciones con su padre no fueron excesivamente templadas, lo cual,
probablemente le impulsé a demostrar y demostrarse su valia, no sé6lo en el ambito
académico, también en el administrativo y empresarial. Al final no sélo le hizo un
gran homenaje con exposicion de la totalidad de su obra escrita, en el cual colaboré
muy activamente, sino que instaur6 la medalla Rafael Folch, para premiar a los
historiadores de la Farmacia destacados y, como he sefialado la Fundacién Rafael
Folch. La reconciliacién con su figura fue total y hermosisima. Cuando yo le conoci
habia menguado mucho su actividad empresarial, que ces6 al poco tiempo, y tenia
una dedicacion exhaustiva al Museo y a la investigacion histérica. En el
Departamento habia establecido la costumbre del café diario, en donde se hablaba
de todo, también de Historia y tenia una especial devocién a su Museo, a su Real
Academia y a un grupo de amigos reunidos en la llamada pefia de los veinte, que
todavia seguimos reuniéndonos (yo entré mucho después de su fallecimiento).

Se presentaba ante los demas -si tenian el suficiente grado de intimidad-
como un luchador y un hombre hecho a si mismo. De manera vaga, entrevi que lo
pasé muy mal durante la Guerra Civil, estuvo a punto de morir por una disenteria
sangrante y algo debi6 ayudarle -como a tantos otros- la CNT a quien siempre le
guard6é profundo afecto. En algin momento se declar6 anarquista ante la
estupefaccion y el jolgorio —-porqué no escribirlo- de los alumnos que no podian
entrever en un hombre escrupulosamente bien vestido, con un traje y una corbata
diferente cada dia, a uno de los anarquistas perseguidos por el Régimen. Sin
embargo algo de libérrimo habia en ese hombre capaz de la tolerancia durante el
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franquismo y de asimilar cuantas novedades metodolégicas se le proponian, sin
excesivas reticencias. Respetaba el trabajo y la inteligencia intelectual y esa actitud
no resultaba frecuente en la universidad franquista. Tenia especial predilecciéon
por el trabajo de su padre, de Pedro Lain y de José Maria Ldpez Pifiero.
Predilecciones heredadas por quien esto escribe y a las que he anadido algunas
otras. También era catélico, aunque ni mucho menos beato y trataba de afrontar la
vida -y la muerte- con la entereza de un hombre cabal. Poco antes de su ultima
operacion, cuando yo ya era catedratico, me espetd: ya ves Javier. Esta tarde me
operan. Si sale con barbas San Antén y si no la Purisima Concepcién. Fue que no.

Creo que se alegré con mi oposicién, en la cual me ayud6 cuanto le fue
posible pues nunca habia olvidado la suya y consideraba imprescindible la
continuacién de la Historia en la Facultad de Farmacia. A ese respecto me oblig6 a
ocupar su despacho, antes de su padre, y me regalé la medalla de catedratico que
habia usado Rafael Folch y él mismo, la que ahora luzco cuando, de tanto en tanto,
me veo obligado a vestir traje académico.

A Guillermo Folch le obligaron a jubilarse antes de tiempo, cuando cumpli6 los
sesenta y cinco afios. En el Departamento de Historia, ya transformado en una
unidad del Departamento de Farmacia y Tecnologia, hubiésemos querido que se
quedara como emérito o, si eso no fuera posible -al principio no lo fue- como
director del Museo. La muerte se lo impidi6 y herido de muerte fue a Barcelona a
una tesis a despedirse de sus amigos y asistié6 a mi durisima oposicion. Su tnica
falta, pienso yo ahora, fue morirse demasiado pronto y lo pienso de manera
interesada. Era yo, éramos entonces, demasiado jévenes y sin su presencia se fue al
garete la Sociedad Espafiola de Historia de la Farmacia y costé mucho modernizar
el Museo y seguir con las actividades en la Real Academia. Con él las cosas
hubieran sido mas faciles. Aun ahora, algunos profesores le afioramos (46).
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15. GALERIA DE FOTOS

Figura 1.- Guillermo Folch con toga Figura 2.- Guillermo Folch Jou. Congresso Internazionale
académica. di Storia della Farmacia. 525 afios de la fundacién del
“Collegio Farmaceutico Romano”. 6-9-1954.
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Figura 3- Entrega de la medalla de académico de la
Federazione Ordini Farmacisti Italiani al profesor
Guillermo Folch. Congresso Internazionale di Storia
della Farmacia. 525 afios de la fundacion del
“Collegio Farmaceutico Romano”. 6-9-1954.

Figura 5.- Guillermo Folch pronunciando el discurso
de ingreso como académico de la Federazione Ordini
Farmacisti Italiani. Congresso Internazionale di
Storia della Farmacia. 525 afios de la fundacion del
“Collegio Farmaceutico Romano”. 6-9-1954.

Figura 4.- Entrega del diploma de
académico de la Federazione Ordini
Farmacisti Italiani al profesor Guillermo
Folch. Congresso Internazionale di Storia
della Farmacia. 525 afios de la fundacion del
“Collegio Farmaceutico Romano”. 6-9-1954.

Figura 6.- Guillermo Folch pronunciando el
discurso de ingreso como académico de la
Federazione Ordini Farmacisti Italiani.
Congresso Internazionale di Storia della
Farmacia. 525 anos de la fundacion del
“Collegio Farmaceutico Romano”. 6-9-1954.
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Figura 7.- Inauguraciéon de la instalacion para Figura 8.- Toma de posesion como

obtener digitalina, 1957. Guillermo Folch, Eva Presidente del Consejo General de Colegios

Martinez, Nazario Diez, Berenguer Beneito. Oficiales de Farmacéuticos de Esparia: 30 de
enero de 1967.

Figura 9.- Firma del convenio entre el Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos de
Espaifia y el Instituto Nacional de Previsiéon. Madrid, 28 de junio de 1967.
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Figural0.- Primera leccion de catedra de Guillermo Folch Jou. Enero de 1954. De derecha a
izquierda: el profesor Antonio Doadrio; Guillermo Folch; un personaje no identificado y el profesor
Abad.

Figura 11.- Conferencia del profesor Folch Jou en Logrofio en el afio 1969.
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Figura 12- Congreso Internacional de Historia de la Farmacia en Paris. Octubre de 1973. El
profesor Folch Jou es el cuarto por la derecha; a su lado una persona desconocida en segundo plano.
En primero, la profesora Sagrario Muiioz, el profesor José Maria Sufié y la doctora Maria del Carmen
Francés. El dltimo de la izquierda es el doctor Ramon Jordi.

Figura 13- Semana farmacéutica de Historia
de la Farmacia en Huelva. Mayo de 1972.

Figura 14- Semana farmacéutica de Historia de la
Farmacia en Huelva. Mayo de 1972. De izquierda
a derecha: Doctor Mariano Turiel; Doctora Maria
Ester Alegre; dos personajes desconocidos en
primer y segundo plano; doctor José Luis
Valverde con su esposa; la primera esposa del
doctor Guillermo Folch y él mismo.
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Figura 15.- Semana farmacéutica de Historia de la Farmacia en Huelva. Mayo de 1972.

Figura 16.- El profesor Guillermo Folch recibiendo el “Trifolium campestre” condecoracion
humoristica concedida por los alumnos, en presencia del doctor Antonio Doadrio.
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Figura 17.- El profesor Guillermo Folch recibiendo el “Trifolium campestre” de manos de su
anterior recipientario, el profesor Angel Hoyos de Castro.

Figura 18.- Concesion de la medalla de oro de la Facultad de Farmacia en presencia del Doctor
Antonio Doadrio y Santos Ruiz. 1981.
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Figura 19.- Concesion de la medalla de oro de la Facultad de Farmacia en presencia del Doctor
Antonio Doadrio y Santos Ruiz. 1981.

Figura 20.- Visita al museo de profesores orientales. Figura 21.- Una de las fotografias
preferidas del profesor Guillermo Folch

Jou tomada durante una conferencia en
Cadiz.
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Figura 22.- De izquierda a derecha y de arriba abajo: medalla de oro de la Facultad de Farmacia de
la UCM; insignia de plata de la UCM; regalo efectuado en Milan; medalla de oro de la UCM.

Figura 23.- De izquierda a derecha y de arriba abajo; Lauri del Palatino, 1965. Pisa, octubre, 1965;
Medalla Herm Schelenz; Medalla de la ciudad de Paris 1973; Medalla George Urdang, 1983.
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Figura 24- De izquierda a derecha y de arriba abajo; Medalla Academia Internacional de Historia
de la Farmacia; medalla de Colegial honorario del Collegium Aromatariorum; Titulo de concesion
de la medalla de honor de la UCM a titulo postumo, firmado 28 de enero de 1991; placa concedida
por el Colegio Oficial de Farmacéuticos de Madrid, marzo de 1986.

Figura 25.- Algunas de las piezas donadas por Guillermo Folch al Museo de la Farmacia Hispana.
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ABSTRACT

Microcystis aeruginosa (the most widespread toxic cyanobacteria worldwide) occurs
in dense blooms composed of toxin-producing and non-toxic strains. Current
microscopy techniques monitoring of toxic cyanobacteria are unable to distinguish
toxic and non-toxic strains. In contrast, a new assay using lectins is able to
differentiate among the different M. aeruginosa strains based on microcystin
production. We analyze thirty-five cultured strains of M. aeruginosa isolated from 4
different blooms in three water supply reservoirs and a lagoon as well as a lot of M.
aeruginosa colonies directly collected from field samples. All non-toxic M.
aeruginosa strains were positively bound with UEA-1 lectin and by several other
lectins. In contrast, the most toxic strains remain unbound. This procedure also was
successful in field samples. Although other techniques allow for the differentiation
between toxic and non-toxic strains, none of them is as fast, simple and easy as
lectin-binding pattern.

Key words: Lectin; Microcystis aeruginosa; Toxicity.

RESUMEN

Diferenciacion entre clones productores de toxina y no tdxicos de Microcystis
aeruginosa mediante el uso de lectinas

Microcystis aeuruginosa (la cianobacteria toxica mas extendida mundialmente) es la
responsable de “blooms” o floraciones que estan compuestos por cepas téxicas y no
toxicas. Las técnicas de microscopia utilizadas actualmente no permiten distinguir
entre las cepas toxicas y las no téxicas. Por el contrario, un nuevo procedimiento
empleando lectinas es capaz de diferenciar entre las cepas de M. aeruginosa

basandose en la produccién de microcistina. Se analizaron treinta y cinco cepas
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aisladas de M. aeruginosa aisladas de cuatro blooms diferentes en tres depdsitos de
abastecimiento de agua y en una laguna, asi como una gran cantidad de colonias de
M. aeruginosa directamente recogidos de muestras de campo. Todas las cepas no
toxicas de M. aeruginosa fueron marcadas positivamente con la lectina UEA-1 y por
varias otras lectinas. Sin embargo, las cepas mas toxicas permanecieron sin marcar.
Este procedimiento también tuvo éxito en muestras de campo. Aunque existen
otras técnicas que permiten la diferenciacion entre cepas toxicas y no tdxicas,
ninguna es tan rapida y simple como el marcaje por lectinas.

Palabras clave: Lectina; Microcystis aeruginosa; Toxicidad.

1. INTRODUCTION

Toxic cyanobacterial blooms in eutrophic lakes, rivers, and reservoirs have
been reported during the last decades all over the world (1-4). These toxic blooms
have caused the death of livestock and wildlife and illness and even death in
humans (5, 6). For example, over 50 patients at a dialysis center in Caruaru, Brazil,
died from February to September 1996 of acute liver failure. Although the
cyanobacterial species responsible have not yet been identified completely,
microcystins produced by cyanobacteria were detected in water from the
reservoir and the dialysis center, and in serum and liver tissue of affected patients
(7). Other incidents have also been reported in other countries such as China,
where cyanobacterial blooms are a great health problem (8-10). Moreover, long-
term exposure to low levels of microcystins in drinking water could be a risk factor
for liver and colorectal cancer in Europe (11). The World Health Organization has
set a provisional guideline value of 1.0 pg.liter-1 for this toxin (10). In addition,
cyanobacterial blooms pose a challenge for wildlife conservation because they are
caused of repeated mass mortalities of fishes and water birds in wildlife refuges
(13-16).

Although more than 40 species of cyanobacteria produce of cyanotoxins,
Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing is considered the most prevalent harmful
species in freshwater ecosystem (1). In fact M. aeruginosa is the most important
cause of toxic cyanobacterial blooms affecting humans and animals in inland water
systems worldwide (1, 7, 17-20).

Microcystins are a group of monocyclic heptapeptide hepatotoxins
produced by M. aeruginosa, which are the end products of a secondary metabolic
pathway synthesized non-ribosomally by multienzymes comprising non-ribosomal
peptide synthetases, polyketide synthases and tailoring enzymes (21). These
peptides are inhibitors of serine-treonine protein phosphatases 1 and 2A (22-26).
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The genetic basis of microcystin production is complex. It has been
observed that all the blooms containing microcystin-producing strains also contain
related strains that lack the ability to produce this toxin (24). In addition, usually,
patches of high- and low-toxin concentration occur simultaneously in the same
water body (27, 28). In short, Carrillo et al. (29) and Martin et al. (30) documented
a great genetic variability in microcystin production in different M. aeruginosa
strains isolated from the same waterbloom, very toxic to non-toxic strains
occurring together were documented. It is thought that the difference between
microcystin producing (toxic) and nonproducing (nontoxic) strains of
cyanobacteria lies primarily in the presence or absence of microcystin synthetase
gene cluster (31, 32). Finally, it is tested to that the production of toxin in a M.
aeruginosa bloom also varies with time (24, 28).

Some studies attribute the higher or lower production of toxin to
environmental factors such as nitrogen and phosphorus concentration, light
intensity or temperature (24, 33). However, laboratory studies have shown that
environmental factors induce changes in the concentration of toxins, but to a lesser
magnitude than those observed between different strains grown under the same
environmental conditions (reviewed by 20).

Combinations of experiments and statistics procedures were employed for
estimating the proportion of genetic versus phenotypic variability (heritability) in
microcystin net production on 18 M. aeruginosa strains. Results indicated that
more than 70% of microcystin net production variability is due to genetic
differences among strains (34). Consequently, genetic factors appear to be the
main cause of the spatial-temporal heterogeneity observed in microcystin
production.

Additionally, most of the phenotypic variability for the most important
quantitative traits of M. aeruginosa (i.e. growth rate, respiration, photosynthetic
efficiency, use of inorganic carbon, pigment concentration, photochemical and non
photochemical quenching, morphology and others) is also due to genetic
differences among strains and not to the environment (35-37).

Since asexual reproduction prevails blooms of M. aeruginosa could exist as
large clonal families, and consequently clones of ancient divergence can be quite
different from one another by mutations. Due to importance of genetic differences
for the most significant quantitative traits of M. aeruginosa (including microcystin
production) analyze and characterize the different strains forming a bloom has a
significant environmental relevance.

Nowadays, differentiation of cyanobacteria species and strains are based on
modern procedures of molecular genetics (38). PCR procedures focused to
identification of microcystin-producing genotypes of different cyanobacteria
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species have been carried out successfully (39-41). However, most of water
supply enterprises analyze phytoplankton composition from reservoirs through
optical microscopy regulated by European legislation (Directive 2000/60/EC) (42)
as a routine technique. Consequently, a search for alternative methods based on
microscope procedures to differentiate between toxin-producing and non-toxic M.
aeruginosa strains is vital.

Lectins are carbohydrate-binding proteins or glycoprotein of non-immune
origin, which specifically conjugates with monosaccharides or simple
oligosaccharides (43). Lectins are important reagents for analyzing cell surface and
cell components in bacteria, yeast, protozoa and higher microorganisms (reviewed
by 44, 45). They play a role in biological recognition phenomena and the
interaction of lectins with the surfaces of microorganisms has been widely applied
for typing bacteria and protists (reviewed by 46, 47). In a pioneer paper, Costas &
Lopez-Rodas (1994) (48) demonstrated that different species and strains of
marine dinoflagellates could be identified microscopically using fluorescent
lectins. This lectin-binding procedure is also able to discriminate between toxin-
producing and non-toxic strains of marine dinoflagellates of genus Gymnodinium.
This ability of lectins to bind non-covalently to sugars of surface cells has received
early attention in phycological studies. Lectins have been used to differentiate
species and strains of several microalgal species (49-51) including toxic
dinoflagellates (52, 53) and domoic-acid producing diatoms (54). Lectins were also
effective probes for differentiating between different species and strains of
Microcystis sp (55, 56) and other toxic cyanobacteria species (57). These results
indicate that lectins could be useful tools in discriminating species and strains of
toxic cyanobacteria.

In this regard, Kehr et al. (2006) (58) report the discovery of a new lectin,
microvirin (MVN), isolated from M. aeruginosa strain PCC7806, which is involved
in cell-cell attachment of M. aeruginosa. Apparently, MVN lectin is differentially
expressed in microcystin-producing wild type genotypes and mutants lacking the
microcystin.

In this study, we analyze the usefulness of fluorescent-labeled lectin assays
to microscopically differentiate strains of M. aeruginosa that occurs simultaneously
within the same and between blooms. Three M. aeruginosa blooms in water supply
reservoirs of Spain as well as one bloom, which caused mass mortality of wildlife
in Dofiana National Park (Spain) were analysed. The results suggest that
fluorescent lectins are a rapid procedure to microscopically characterize strains
and to discriminate between toxic and non-toxic strains of M. aeruginosa.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Experimental organisms and growth conditions

Experiments were carried out using thirty-five strains of Microcystis
aeruginosa (Kitzing) Kiitzing from the Algal Culture -collection, Genetics
laboratory, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid, Spain.
Strains were collected from water samples of four M. aeruginosa blooms. Three
blooms occurred in the water supply reservoirs of El Gergal, La Minilla and Cuerda
del Pozo (Andalusia, Spain) and the other bloom occurred in Dofiana National Park
(Spain) causing mass mortality of wildlife (data in 16, 30, 37). These water supply
reservoirs provide water to more than 1.5 millions people in Spain. Dofiana
National Park is classified as a Special Protection Area by the European Union
under Directive 79/409, because of its ecological value and international
relevance.

Isolation of cells and colonies was made using a Zeiss-Eppendorf
micromanipulator-microinjector and each strain was obtained from a single
vegetative cell separated from a M. aeruginosa colony. Cultures were grown
axenically in tissue culture flasks (Greiner, Bio-One Inc. Longwood, NJ, USA)
containing 20 ml of cyanobacterial BG-11 medium (Sigma, Aldrich Chemie,
Taufkierchen, Germany), at 22°C and 120 umol m-2 s-1 over waveband supplied
by daylight fluorescent tubes. Clones were maintained in mid-log exponential
growth by serial transfers of an inoculum to fresh medium once every two weeks.
Under these conditions, all the cultures grew asexually. The absence of bacteria
was tested periodically by epifluorescence observation after staining with acridine
orange. Only cultures lacking bacteria were employed.

2.2. Measurement of toxicity

The toxin production of the different strains was measured as previously
described (29, 34). Two quantitative tests for the detection of microcystins
residues in water were employed. A microcystin-specific enzyme-linked
immunoabsorbent (ELISA) test was used (EnviroGard Microcystin Quantitube Test
Kit; Strategic Diagnostic, Newark, N.J., USA) as well as a phosphatase-inhibition
based test for the detection of microcystins (Microcystest, ZEU-Immunotech,
Zaragoza, Spain), according to the manufacturer’s recommendations. The cells of
each aliquot were broken by freezing, sonication, and intense agitation. The
insoluble cell debris was removed by centrifugation (2500 x g, 10 min.). Six
measurements of each strain were run to estimate confidence intervals.
Additionally, the toxicity of the water samples from the four different blooms was
also measured using the same procedure.
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2.3. Lectin-binding pattern

Lectin-binding was developed using different eight FITC-labelled lectins
showed in Table 1 (Sigma Chemical Company, USA). Each of the 35 strains was
treated with the lectin at a 0.1 uM dilution as previously described (48, 50 56).
Cells were centrifugated, in order to separate the supernatant and collected the
pellet (2500 x g, 20 min), rinsed with BSA to prevent nonspecific lectin binding,
and aliquots of 105 + 103 cells were incubated with each fluorescent lectin for 1 h
at 202C. Subsequently, cells were washed three times in PBS. Additionally, water
samples from the four different M. aeruginosa blooms were treated with the lectins
employing the same procedure.

Table 1.- Lectins used in this study.

‘ Lectin Abbreviation Specificity

Arachis hypogaea  PNA GalNAc
Canavalia ensiformis ConA Man, Glc
Glycine maxima SBA GalNAc, Gal
Phytolacca americana PWM GIcNAc
Pisum sativum PEA Man, Glc
Psophocarpus PTA Gal
tetragonolobus
Triticum vulgaris WGA (GIcNAC)1-3
Ulex europaeus 1 UEA-I Fuc

The washed cells were evaluated through a Zeiss Axiovert microscope with
FITC filter set (450-490 nm excitation and 520-560 nm emission) for epi-
fluorescence. All tests were read “blind”: the person reading the test results did not
know the origin of the tested material. Three different observers read all samples.
In all cases, positive (cells stained with acridine orange) and negative (cells
incubated with FITC non-labelled lectins) controls were used.

Images of lecting binding were captured using a digital camera (Canon EOS
450d) connected to a microscopy and were processed using an image analysis
programme.

In addition, Statically analysis were done by calculating a non linear
regression analysis between toxin production (in pg microcystin LR-equivalent per
cell) versus the number of lectin that positively label the strain, using the computer
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software package GraphPad Instat 3.0 (Graph-Pad Software Inc, USA). Differences
were considered to be significant P < 0.01).

Lastly, a dendrogram was realised using a binary hierarchical cluster
analysis (method average linkage using SPSS software; 0 for negative and 1 for
positive lectin binding respectively).

3. RESULTS

The results confirmed that optical examination under an epi-fluorescence
microscope is a rapid and precise procedure to evaluate the lectin-binding activity.
The green fluorescence observed was very intense in the colonies positively
labeled with lectins, both at the cell surface as well as on inter-cellular matrix. In
additon, a similar staining pattern is shown by all the M. aeruginosa colonies from
a same strain (as well as all the cells of the same colony).

Experiments assessing presented that several lectins (Con-A, WGA) are able
to bind most of M. aeruginosa strains. In contrast, other lectins (PNA, SBA) bind to
only a limited number of strains. Moreover, the results also confirmed that lectin-
binding pattern could allow differentiation among the different strains isolated
from a same bloom (Table 2).

A very interesting result was that the lectin-binding pattern and toxin
production was related. Lectins are found to be useful tools for differentiating
clones of M. aeruginosa between toxic and non-toxic strains within a pool of 35
different clones isolated from four different blooms (with a great variety in toxin
production). In this sense, lectin from Ulex europaeus (UEA-1) showed the most
important result: all non-toxic M. aeruginosa strains were positively binding with
UEA-1 lectin. Contrarily, lectin from Canavalia ensiformis (ConA) was able to bind
to all clones except the three most toxic (MaD7, MaG8 and MaD1). The other six
lectins used in this study demonstrated non-significant affinities to discriminate
between toxic or non-toxic clones.

The results reported here indicated that the most toxic strains were labelled
by very few lectins. In contrast, non-toxic strains were tagged by numerous strains
of lectins. Statistically significant regression was found between toxin production
(in fg microcystin LR-equivalent per cell) and the number of lectin that positively
label the strain (slope + se = -0.0434 + 0.0044; correlation coefficient r = -0. 8677;
P<0.001).

A hierarchical cluster analysis showed three differentiated alignments
(Figure 2). These alignments were directly related with the toxin production of
each strain. In short, all the non-toxic strains were included in the first alignment.
The strains with a moderate microcystin production (from 0.02 to 0.17 pg
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microcystin LR equivalent) were integrated in the second alignment. Finally, the
four strains with higher microcystin production (more than 25 pg) are included in

the third alignment.

Table 2.- Lectins binding patterns and toxin production (in pg microcystin-LR equivalent per cell) of 35

strains of Microcystis aeruginosa isolated from 4 different blooms.

Strain UEA-1 ConA PEA WGA PNA SBA PWM PTA  Toxin |
MaD7 - - - - - - - - 0.33 £ 0.03
MaG8 - - - - - - - - 0.31 +0.03
MaD1 - - - - - - - - 0.28 + 0.04
MacC5 - + - - - - - - 0.26 + 0.08
MaD8 - + - - - - - + 0.17 £ 0.04
MaG4 - + - + - - - 0.16 = 0.03
MaG3 - + + + - - - - 0.15 + 0.04
MaD2 - + - + - - - + 0.12 £ 0.03
MaD5 - + - + - - - + 0.11 £ 0.04
MaG6 - + - + - - - - 0.10 £ 0.03
MaG>5 - + - + - - - - 0.09 + 0.02
MaM4 - + + + - - - + 0.09 £ 0.03
MaG7 - + + + - - - 1 0.07 £ 0.02
MaM3 - + + + - - - + 0.07 £ 0.03
MaD6 - + - + - - - + 0.06 £ 0.03
MaM9 - + + + + - - - 0.05 +0.03
MaD4 - + - + - - - + 0.04 £ 0.02
MaM11 - + + + - - - + 0.04 £ 0.03
MaC1 - + + + - - - - 0.04 + 0.03
MaM6 - + + + - - + 0.02 £ 0.01
MaM10 - + + + - - - 1 0.02 + 0.02
MaD3 + + + + - + + + Undetectable
MaD9 + + + + - + - + Undetectable
MaG2 + + + + - - - - Undetectable
MaG9 + + + + - + + + Undetectable
MaG15 + + + + = - - + Undetectable
MaG16 + + + + - - + + Undetectable
MaM1 + + + + = - - + Undetectable
MaM5 + + + + - - - - Undetectable
MaM2 + + + + - + + + Undetectable
MaM13 + + + + - - - - Undetectable
MaM14 + + + + - - - - Undetectable
MaC3 + + + + = - - + Undetectable
MacC4 + + + + - - + + Undetectable
MacCé6 + + + + - - - + Undetectable

procedure could also works in field samples, the percentage of M. aeruginosa
colonies negatively labelled by UEA-1 lectin and the water toxicity of each bloom
sample were studied. The blooms with less amount of microcystin showed the
highest percentage of M. aeruginosa colonies positively labelled by UEA-1 lectin

In an attempt to raise the knowledge and test whether this discrimination
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(Table 3). In contrast, the blooms with higher amount of microcystin exhibited the
lowest percentage of UEA-1 labelled colonies.

Table 3.- Relation between the percentage of M. aeruginosa colonies negatively labelled by UEA-1
lectin from each bloom and the water toxicity observed in each blooms.

Bloom from % of colonies with negative = Water toxicity (in
label by UEA-1 lectin ng/L microcystin
(microcystin-produccing) LR equivalent)
El Gergal 9% 0.4
La Minilla 4% 0.1
Cuerda del Pozo 29% 1.9
Dofiana National Park 63% 4.3
4. DISCUSSION

During the last decades numerous fields of microbiology have been
increased use of lectins. The interactions of lectins with microorganisms have been
widely applied for the examining of bacteria and protists (47).

Despite little is known about the biological function of lectins in
cyanobacteria. Apparently, Microcystis lectins seem to play a role in cell-cell
recognition and aggregation of single cells to colonies (58). There also appears to
be a functional association between microcystin production and lectins. In
particular, microcystin has an impact on the expression of MNV lectin of
Microcystis (58).

Despite of our lack of knowledge about numerous details concerning the
biological function of lectins in cyanobacteria, the property of lectins to bind non-
covalently to simple sugar and polysaccharides could be a practical method to
discriminate among different cyanobacteria strains as well as to discriminate
between toxin-produccing and non-toxic M. aeruginosa strains. Ever since Costas
and Lopez-Rodas (1994) (48), the importance of lectins distinguish toxic and non-
toxic PSP-producing strains of marine dinoflagellates is well known, despite
biological function of lectins in toxic dinoflagellates was not completely elucidated
at this moment. Despite the promising results obtained from the use of lectins
differing clones of cyanobacteria, this procedure is not currently a routine
technique in water supply enterprises (56, 57).

Several works characterizing lectin-binding pattern show that M.
aeruginosa strains differ in their surfaces properties (59-61). It has been observed
that M. aeruginosa populations could comprise large clonal families, anywhere
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from a few to a hundred strains, differing in a wide range of properties. Since
asexual reproduction prevails with blooms, clones of ancient divergence can be
quite different from one another due to mutations, selection, chance and history
(reviewed in 62, 63). Little is known about the inheritance of these cell surface
glycans, which are lectin-binding sites in cyanobacteria, although apparently these
glycans show genetic polymorphism and Mendelian inheritance in algae (56).
Moreover, strains of ancient divergence apparently show more differences for a
lectin-binding pattern that clones of contemporary divergence (56, 64).

After analyzing four distinct blooms, differences in the lectin-binding
patterns were found among the diverse strains isolated from a same bloom as well
as among the different colonies directly analysed from the same water samples. In
this context, this would demonstrate that M. aeruginosa blooms are constituted by
different strains that differ in composition of cell surface glycans.

From a practical point of view, the most relevant question is elucidating the
relationship between microcystin production and lectin-binding pattern. It is well
establish that not all M. aeruginosa cells of a bloom are toxic and cell density
cannot be directly related to toxicity. Thus, it would be extremely useful to identify
the abundance of toxic cells in a bloom during routine observation of
phytoplankton under microscopy that performs most of water supply enterprises,
since the visual examination of lectin-binding activity by optical staining quality is
a rapid, straightforward and easy method to differentiate M. aeruginosa strains.
This method could provide an operative typing of M. aeruginosa colonies directly
collected from the environment.

A significant regression between toxin production and the number of lectin
was observed, suggesting that positively lectins-labelled could be a promising way
to discriminate between toxic and non-toxic M. aeruginosa cells. Since, the most
toxic strains are labelled by very few lectins whereas non-toxic strains are labelled
by the most of lectins. Thus, it could be assumed that the absence of lectins that
label the three most toxic strains indicates a scarce presence of lectin binding sites
in the most toxic M. aeruginosa strains.

Previous studies have characterized morphospecies and strains of
Microcystis sp. using lectins (56); however, they did not show the important
relationships between lectin-binding pattern and microcystin production.
Hierarchical cluster analysis (Figure 1) reveals that lectin-binding pattern of each
strain is close related to its microcystin production. Lectin-binding pattern classify
the different strains into three different alignments. Firstly, the four strains with
higher microcystin production are separated and next separating non-toxic from
moderately toxin-producing strains. Taking into account only one strain appears
incorrectly aligned strengh of this alignment is evident.
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UEA-1 lectin seems to be specific enough to bind only to non-toxic M.
aeruginosa cells. Figure 2 shows the lectin binding activity observed using an epi-
fluorescence microscope. Colonies positive for lectin binding showed intense green
fluorescence on the cell surface (thin arrows) as well as on inter-cellular matrix
(wide arrows) non-toxic M. aeruginosa cells. This procedure is extremely useful to
identify the abundance of toxic cells in a bloom. It as easy as collected a single
water sample directly from a bloom and make a rapid staining procedure and a
straightforward observation under an epi-fluorescence microscope is sufficient.
With this experimental procedure we were able to successfully separate non toxic
and toxic M. aeruginosa strains in several water samples from different blooms. As
a rule, a larger amount of microcystin indicates more percentage of unmarked
colonies by UEA-1 lectin.

TOXIN STRAIN
0.00 MaC3
0.00 MaCé6
0.00 MaG15
0.00 MaM1
0.00 MaD9
0.00 MaM13
0.00 MaM14
0.00 MaG2
0.00 MaM5
0.00 MaG1l6
0.00 MaC4
0.00 MaG9
0.00 MaM2
0.00 MaD3
0.10 MaG6
0.09 MaG5
0.16 MaG4
0.15 MaG3
0.04 MaCl
0.05 MaM9
0.02 MaM10
0.02 MaM6
0.07 MaG7
0.07 MaM3
0.04 M11
0.09 MaM4
0.06 MaD6
0.04 MaD4
0.15 MaD2
0.11 MaD5
0.17 MaD8
0.28 MaD1

0.31 MaG8
0.33 MaD7
0.26 MaC5

Figure 1.- Hierarchical cluster analysis (dendrogram using a binary average linkage). (MaD-
strains from a bloom in Dofiana National Park; MaG- strains from bloom in water supply reservoir
of El Gergal; MaM- strain from a bloom in water supply reservoir of La Minilla.; MaC- strain from a
bloom in water supply reservoir of Cuerda del Pozo. Toxin production of each strain (in fg
microcystin-LR equivalent per cell) is also summarized.

In this study, 8 lectins and 35 strains from four M. aeruginosa blooms from
a restricted geographical range (Spain) were used. Although this work, to the best
of our knowledge, is the most extensive lectin-binding study performed on M.
aeruginosa (by number of lectins, strains, blooms and field samples analysed) is a
work limited to M. aeruginosa blooms from Spain. Spain is the second biggest
European country (and the country with more problems caused for M. aeruginosa
blooms). Important Spanish water supply enterprises as well as the toxin
cyanobacteria-monitoring program of Doflana National Park (which support more
than 85% of water-birds European biodiversity) are successfully using this
procedure. However, the Microcystis problem is a global problem that implicates
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other Microcystis species (i.e. M. viridis, M. wesenbergii, M. floos-aquae, with
scarce occurrence in Spain) as well as other countless unstudied M. aeruginosa
strains from American, Australian, Asia and Africa. Consequently, more work is
necessary, mainly analyzing many Microcystis samples from different geographical
origin to assure that lectins are a single procedure that can universally
differentiate toxic and non-toxic Microcystis cells. Finally, these results could lead
to affirm that lectin-labeling seems to be a hopeful method for the aforementioned
procedures.

Figure 2.- Lectin binding activity observed using epi-fluorescence microscopy. Positive colonies
for lectin binding showed intense green fluorescence on the cell surface (thin arrows), as well as on
the inter-cellular matrix (wide arrow).

From an ecological point of view, it has been showed that lectin-binding
pattern confirms that each M aeruginosa bloom is composed by different strains.
Toxic and non-toxic strains occur together in the same bloom. The blooms with
less amount of microcystin show high percentage of non-toxic M. aeruginosa
colonies positively labelled by UEA-1 lectin. In contrast, the blooms with a greater
more quantity of microcystin show a low percentage of non-toxic M. aeruginosa
colonies. As such, lectins seem to be useful tools for analysing changes in the
density of toxic and non-toxic colonies over time during the developmental,
stationary phase and collapse within the same bloom.
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5. CONCLUSIONS

1.- The optical examination of the lectin-binding pattern observed under a
fluorescence microscope is rapid assay that allows an operative typing of M.
aeruginosa colonies directly collected from the environment or from cultures.

2.- The lectin-binding pattern allows differentiating among M. aeruginosa strains
with a great variety in toxin production isolated from different blooms. All the M.
aeruginosa colonies from the same strain (as well as all the cells of the same
colony) showed similar labeling. This lectin-binding pattern of each strain is close
related with its microcystin production. A cluster classified based on lectin binding
pattern separates M. aeruginosa strains into three different groups: non-toxic,
moderate toxicity and high toxicity.

3.- Non-toxic M. aeruginosa strains were positively bound with UEA-1 lectin. In
contrast, the most toxic strains remain unbound. This procedure also was
successful in field samples from M. aeruginosa blooms.
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FE DE ERRATAS

ANALES VOL 3 2011

Los autores del trabajo “Estudio comparativo de disgregaciéon de
diferentes formulaciones de olanzapina”, Guillermo Torrado Duran, Maria del
Rosario Aberturas Ramos, Jesus Molpeceres Garcia del Pozo, M2 Angeles Pefna
Fernandez y Alicia Villarubia Penedo, han observado los siguientes errores:

“En ese trabajo comparativo de disgregacién de diferentes formulaciones de
olanzapina, en el que se estudiaron las diferencias entre los genéricos
bucodispersables de olanzapina comercialmente disponibles en Espana hasta Junio
de 2011 y Zyprexa Velotab, de forma errénea (dado que no se trata de un
comprimido bucodispersable) se incluyé informacién referente a Arenbil 10 mg
comprimidos recubiertos con pelicula EFG (Qualigén) en las tablas 1, 3, 4 y 5 asi
como en un video demostrativo. Por lo tanto, debe de eliminarse la informacion
concerniente a Arenbil 10 mg comprimidos recubiertos tanto del texto como de
las tablas, graficos, fotografias y videos acompafnantes”.

ANALES VOL 4 2011

Los autores del trabajo “The effect of drug loading in different type of
lipid formulation and the fate of paclitaxel after dispersion in aqueous media”,
Kazi Mohsin y Fars Alanazi, solicitaron la retirada de su trabajo, debido a la gran
cantidad de errores que contenia. La editorial acepto y se suprimié de la edicién on
line, no debiendo ser considerado en la edicién en CD digital.
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