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EDITORIAL

La préoxima monografia de la Real Academia Nacional de
Farmacia, testimonio de la ciencia biomédica en Espaia

Ana M2 Pascual-Leone Pascual

Académica de numero de la Real Academia Nacional de Farmacia. Editora de la
monografia

Recibido el 10 de septiembre de 2012

e-mail: edicion@ranf.com

Esta obra recoge veinte testimonios de investigadores cientificos espanoles,
en la vertiente biomédica, diez y ocho de los cuales realizaron su trabajo en la
postguerra civil, y dos de ellos actualmente.

Entre los autores, han testimoniado eminentes cientificos y profesores
universitarios que fueron claves, en diferentes vertientes, en el desarrollo
cientifico biomédico en Espafia como los Dres. Segovia de Arana, Rodriguez
Villanueva, Gertrudis de la Fuente, Fernandez de Heredia, Mayor Zaragoza,
Subirana, Sentandreu, Gabriela Morreale, Margarita Salas o Emilio Mufioz y, en
general, todos los componentes del libro trabajaron en circunstancias muy duras
y, con su cooperacion y esfuerzo, lograron sentar las bases del nivel investigador
actual. Sin su testimonio esta obra no hubiera podido realizarse, por ello les
agradezco a todos, profundamente, su desinteresada colaboracidn.

El fin de esta publicacion, es mostrar a la poblacion espafiola y a los poderes
publicos, con vivencias y ejemplos reales, las caracteristicas y dificultades
especiales del trabajo de investigacion. A la vez que destacar como, en etapas muy
dificiles para nuestro pais, fue posible tejer las redes necesarias para que la
Investigacion Espafiola haya llegado, actualmente, en muchas vertientes, a niveles
de excelencia internacionales. Esta dedicado a "todos los Investigadores Cientificos
espafioles, de cualquier temdtica, que trabajaron en la postguerra civil’ ya que si

4 ”n

bien "son todos los que estan” es imposible abarcar a “ todos los que son”.

El libro, pues, trata de mostrar, con experiencias vividas, las caracteristicas
especiales de la investigacion cientifica, en un momento en que los politicos, de
cualquier tendencia, dada la crisis econdmica que padecemos, parecen volver sus
expectativas a la investigacion cientifica y a remodelar la economia del pais hacia
trabajos creativos propios del siglo XXI. Hacia el llamado I+D+i
(investigacién+desarrollo+innovacidon) cuyo basamento requiere una decidida
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politica de desarrollo de la investigacidon basica, extendida de forma global por
toda la geografia espafiola.

Por ello, esta obra pretende ser una ventana a la que asomarse para poder
observar como en etapas muy dificiles de este pais se tejieron las redes que nos
han llevado a los niveles actuales de investigacion. ;Qué defectos se cometieron,
;qué aciertos?, ;como se hizo?, ;qué piensan los que lo vivieron y trabajaron en
ello? Parece que su testimonio puede ayudar y, en gran manera, ser decisivo para
no cometer torpezas en el futuro.

Este libro muestra que en un pais destruido por una guerra interna se pudo
crear el germen de la investigacion espafiola, que hoy ha demostrado que puede
llegar, muchas veces, a niveles de excelencia. El desarrollo alcanzado actualmente,
estd palpable en los ultimos testimonios, puesto que estan ordenados en el libro
por orden descendente de la fecha de nacimiento de sus autores Y en estos ultimos
testimonios se percibe, también, grandemente, el miedo, en los investigadores
actuales, de que los recortes econdmicos acaben con el desarrollo logrado.

La investigacion cientifica es un proceso lento, cuya interrupcion puede
llevar, rapidamente a un retroceso de nivel; el cual ha costado mucho esfuerzo e
inversion econdmica alcanzar. También trasciende en los testimonios, la falta de
conocimiento y amparo social que siempre ha tenido en Espafia esta profesion,
quiza por falta de tradicion en ella.

En el libro, se pretende también hacer un homenaje a todos los
investigadores y profesores universitarios que ya no existen y que nos guiaron y
condujeron en nuestra vocacion investigadora a todos los que testificamos en el
libro.

Para concretar y centrar los fines y el interés de su contenido se ha
realizado, una introduccién y un epilogo; intentando, en este ultimo, recopilar lo
mas fundamental de las reflexiones y sugerencias de cada capitulo.

El libro comprende una Presentacién por la Excma Sra. Presidente de la
Real Academia Nacional de Farmacia, M2 Teresa Miras Portugal y un Prologo
escrito por el Prof. Federico Mayor Menéndez, Catedratico de Bioquimica y
Biologia Molecular de la Universidad Auténoma de Madrid y Presidente Electo de
la Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia Molecular (SEBBM), a quienes
damos las gracias por ello. Su publicacién. ha sido subvencionada, totalmente, por
la Fundacion Areces a la cual agradecemos profundamente su ayuda.
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Excmo. Sr. D. Benito del Castillo Garcia

Académico de Numero de la Real Academia
Nacional de Farmacia

Posiblemente, en este tercer trimestre de 2012, Colombia ha sido el pais
iberoamericano que mas reuniones cientificas y actividades farmacéuticas ha
desarrollado. En agosto en Cartagena y en septiembre en Medellin.

El Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos de Colombia ha celebrado
sus 75 afios “trabajando en pro de la profesion”, y ha unido su celebracion con la
Federacion Farmacéutica Sudamericana (FEFAS) asi como con la Asociacion
Colombiana de Ciencia y Tecnologia Cosmética.

Fruto de esta simbiosis, han tenido lugar en Cartagena de Indias tres
congresos simultaneos con un denso programa de ambito internacional. Su lema
comun ha sido “Disefiando el futuro: estrategia del mafiana”, a fin de que los
futuros colegas estén orgullosos de ser farmacéuticos.

Durante los dias 16, 17 y18 de agosto, se han reunido en la historica ciudad
numerosos profesionales y cientificos farmacéuticos de Brasil, Suecia, Colombia,
Espafia, México, Paraguay, Argentina, Perd, Chile, Uruguay, Cuba, Ecuador,
Venezuela, Paraguay y EE UU. La participacion mayoritaria ha sido obviamente
colombiana. Es también de agradecer el mecenazgo de 32 instituciones. Asi, cabe
destacar la participacion de 16 conferenciantes internacionales y 8 colombianos,
que junto con 61 posters de temas cientificos, 34 de atencion farmacéutica y 27
profesionales, han cubierto un amplio abanico de presentaciones que ha permitido
mostrar la actualidad profesional en la Universidad, la industria farmacéutica,
farmacia hospitalaria y comunitaria, asi como en la gestion farmacéutica. Ademas,
para relacionar estas actividades, se organizaron 5 mesas de debate, que permitié
discutir, en un agradable ambiente internacional, numerosos temas de actualidad
farmacéutica. Los ponentes en forma de panel, se disputaron 8 premios, bien
dotados econdmicamente, la mitad de ellos reservados para temas de atencion
farmacéutica.
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Previo al XV Congreso de FEFAS, tuvieron lugar 2 cursos, uno de “Mentes
creativas” y otro a base de conferencias magistrales de “Oncologia farmacéutica”
(El cancer como problema de salud, Diagnostico diferencial del cancer,
Farmacoterapia del paciente -Antineoplasicos, Terapia hormonal, Inhibidores
especificos, Anticuerpos, Modificadores de la respuesta bioldgica-, Impacto de la
evaluacion de la seguridad en el paciente, Seguridad de las terapias con
radionuclidos, Seguimiento y seguridad de la farmacoterapia de apoyo,
Tratamiento del dolor y de la emesis.

En su conjunto, se debe destacar el “Foro de Politica Farmacéutica en las
Américas”, en que diversas autoridades de Colombia (Direccién General de
Medicamentos y Tecnologias en Salud), Brasil (Asistencia Farmacéutica, Ministerio
de Salud) y Suecia (Instituto Karolinska, de Estocolmo), aportaron su experiencia y
presentaron nuevas lineas de actuacion futura.

La principal participacion espafiola, en las diferentes conferencias, se centré
en temas de Innovaciéon Farmacéutica y Productos Naturales (Universidad de
Salamanca), Retos del Farmacéutico Comunitario (Universidad de Granada) y La
Historia de la Farmacia, una disciplina cargada de futuro (UCM).

[gualmente, fueron muy valiosas las presentaciones de la actual Presidenta
de la Federacion Farmacéutica Sudamericana y del anterior Presidente de la FIP.

El “Foro de Tecnologias en Salud”, presenté importantes trabajos de
Colombia, EE UU y Banco Interamericano de Desarrollo.

Asimismo, por parte de la Organizaciéon Panamericana de Salud (OPS), se
aport6 un sugerente “Perfil Farmacéutico Mundial”.

El dltimo dia, se desarrollé el “Foro de Atencion Primaria en Salud en
Latinoamérica”, con especiales aportaciones de Costa Rica, Brasil y OPS. También
se expuso por parte de Colombia su “Centro de Informacién de Medicamentos”.
[gualmente, se presentd un interesante trabajo mexicano sobre “Las buenas
practicas de manufactura - Norma 059 vs FDA”.

El “Foro de Estrategias Gerenciales del Farmacéutico” fue liderado por
profesionales de Paraguay y Colombia.

Es digno de resefiar, las interesantes conferencias del Secretario de
Relacionales Interinstitucionales de la FIP sobre “Falsificacion Farmacéutica” y por
parte colombiana sobre el “Uso Racional de Medicamente en las Américas”. Por
Argentina, se expuso un interesante trabajo sobre “Neuromarketing farmacéutico”.

Diversos trabajos sobre microparticulas, nanoparticulas, sistemas de
liberacion liposomal y estudios de biodisponibilidad fueron presentados por

271




BENITO DEL CASTILLO

docentes universitarios bogotanos. I[gualmente las aportaciones farmacogndsticas
y fisicoquimicas fueron de indudable valor cientifico.

Mencién especial debe hacerse de la conferencia magistral sobre
“Validacion de sistemas computacionales”, brillante aportacién mexicana.

También considero dignos de resaltar los trabajos sobre la “Vigilancia
intensiva del Hospital Universitario de Uruguay”, el proyecto ecuatoriano de
“Atencion Farmacéutica para pacientes hipertensos crénicos” y el “Impacto
econdmico y en la salud del tratamiento antirretroviral para el VIH/SIDA con
medicamentos nacionales en Cuba”. Otro tanto se ha de decir del trabajo realizado
en la Universidad Nacional de Colombia, sobre “Citotoxicidad y actividad
leismanicida”, asi como los trabajos chilenos del Centro de Atenciéon Primaria de
Salud Familiar, sobre permanencia de inventarios de farmacia asistencial.

La numerosa aportacion colombiana, no dejo de lado temas profesionales
tales como “Perfil ocupacional y salarial de los farmacéuticos graduados en la
ultima década”, los “Sistemas de Regulacion de Precios de Medicamentos”, “La
atencion farmacéutica en pacientes diabéticos” “Caracterizacion de sistemas
coralinos”, “Antivenenos”, “Compuestos naturales con actividad antiplasmédica” o
“Modelos antitumorales in vitro”.

Del largo centenar de trabajos presentados a este congreso, la revista
“Farmacia Sudamericana”, 6rgano de difusion de FEFAS, ha seleccionado 10
articulos que han visto la luz recientemente, junto con las palabras de presentacion
de la Presidenta de la Federacion y del Presidente del Congreso.

Los trabajos elegidos son:

1.- “Servicios Farmacéuticos basados en Atencion Primaria de la Salud
(APS): del Medicamento a las personas”, elaborado por la Asesora Regional de
Politicas Farmacéuticas de la OPS/OMS, de Washington. Establece una propuesta
de cambio de paradigma que beneficia a la poblacion y es una oportunidad para el
desarrollo del profesional farmacéutico.

2.- “Foro Farmacéutico de las Américas: Promoviendo el cambio en los
Servicios Farmacéuticos en las Américas”. Este organismo, creado en el afio 2000,
fue precedido por el de Europa (1992) y seguido de los del Sudeste Asiatico
(2001), Pacifico Occidental (2001), Mediterraneo Este (2002) y Africa (2004),
propiciados por la OMS y la FIP. El comtin denominador de todos ellos es la mejora
de la salud, mediante el desarrollo y perfeccionamiento del ejercicio profesional
farmacéutico, fortaleciendo la practica farmacéutica a través de la promocion y
coordinacion de actividades y proyectos en las diversas politicas nacionales de
salud publica. En la actualidad el Foro de las Américas, viene trabajando
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activamente en un modelo especifico, organizando grupos técnicos de educacion
farmacéutica.

3.- “El Control de Quimicos y Precursores de Drogas Ilegales”. La
fiscalizacion. Las Naciones Unidas y las Convenciones (1961, 1971, 1988). La
problematica en Suramérica. La Unién Europea y la Oficina de las Naciones Unidas
contra la Droga y el Delito. El Proyecto Regional para la Prevencion del Desvio de
Sustancias Precursoras de Drogas en los Paises de América Latina y el Caribe
(Pert, México, Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Panamaj,
Trinidad y Tobago, Venezuela y Jamaica). El Sector empresarial y su rol en la
prevencidn, proteccion y control en las empresas. Cooperacion en la fiscalizacion.
Propuesta del concepto de responsabilidad compartida y responsabilidad social.

4.- “La Farmacopea Argentina y el Proceso de Armonizacidon Regional como
herramienta de calidad”. Consenso para la construccion de la Farmacopea Regional
(Argentina, Brasil, Uruguay y Paraguay); Politica de medicamentos, contenidos de
la Farmacopea, selecciéon de ensayos y metodologia de analisis de medicamentos y
productos sanitarios. Desarrollo de Sustancias de Referencia.- Ingredientes
Farmacéuticos Activos, Vacunas, Hemoderivados, Productos Biolégicos, Drogas
Vegetales y Productos Radiofarmacéuticos.

5.- “La Farmacopea Argentina en pos de la creacion de la Farmacopea
Mercosur”. Seguin su Secretaria Técnica y la Direccidn Ejecutiva, se afirma que la
Farmacopea no debe de ser estatica sino que debe mantener un continuo estado de
actualizacion, convirtiéndose en un tratado que construye calidad, de la mano de
los adelantos tecnoldgicos en constante revision”. Esta iniciativa se viene
desarrollando desde 2008 con continuas reuniones, que han alcanzado, en agosto
de 2011, sustanciosos avances, que se estan plasmando en la actualidad.

6.- “Productos Biologicos: Tecnologia Diversa, Estado y Perspectiva Global”.
Produccion de bioldgicos. Biofabricas. Biosensores. Oligoterapia. Terapias
Epigenéticas.

7.- “Biofarmacos en Chile, Requisitos Regulatorios y Farmacopeicos para el
Registro, la Comercializacion y la Farmacovigilancia”.- Aspectos regulatorios.
Propuesta normativa. Calidad: requisitos y especificaciones. Riesgos. Ensayos
preclinicos y clinicos.

8.- “Anticuerpos monoclonales: Bases, Desarrollo y Aplicaciones”.
Desarrollo y evolucién de los anticuerpos monoclonales. Sistemas de produccion.
Usos y mercados. Regulacion. Estrategias genéticas.

9.- “Consideraciones ante la decision de ser Empresario Farmacéutico”.-
Sobre el empresario: Preparacién académica. Acumulacién de experiencia.
Definicion del tipo de empresa y sector. Sobre la empresa: La integralidad. El
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talento humano. Orden. Asesoramiento. El servicio al cliente. La gradualidad. Sobre
los socios y entorno: Aprovechamiento de las oportunidades. Asociacion.
Conocimiento del entorno. Alianzas estratégicas. Sobre la ubicacion en el mercado:
Reiniciacion de productos a vender. Diferenciacion. Posicionamiento. Aspectos
regulatorios. Sobre la credibilidad: Excelentes relaciones y cercania con los
farmacéuticos.

10.- “La Crisis Global de la Salud y la Profesion Farmacéutica”. Reformas en
salud finalizando el siglo XX. La Organizacion Mundial del Comercio. Sistemas de
Salud: avances o retrocesos. Actualidad: de nuevo reformas. Sobre las crisis. Retos
profesionales.

En la dltima decena de septiembre se ha desarrollado en la Universidad de
Antioquia, en Medellin (Colombia) un magno acontecimiento profesional y
académico, en los ambitos de la Farmacia y la Alimentacién, promovido por las
autoridades académicas de esta prestigiosa Universidad publica y la Conferencia
Iberoamericana de Facultades de Farmacia (COIFFA), a través de su Comision
Permanente, con la activa participacion de varios Académicos de la RANF.

El 24 y 25 de septiembre en la Universidad de Cartagena (Colombia), los
Profesores Ortega Ortiz de Apodaca, Garcia Asuero y quien suscribe, participaron
en una reuniéon de “Telefarmacia y telemedicina”, organizada por el Prof. Pomares,
en que farmacéuticos colombianos, tanto del ambito académico, hospitalario,
comunitario y analitico-clinico, desarrollan un encomiable programa sanitario,
fundamentalmente en areas desasistidas, por el aislamiento social o geografico.
Gracias al uso de las telecomunicaciones y las tecnologias de la informacion, se ha
logrado un eficiente sistema de atencion primaria, evitando numerosos problemas
relacionados con medicamentos.

Asi pues, se ha optimizado la atencion farmacéutica, sin la presencia fisica
del farmacéutico y el médico, pero aportando innegables beneficios de salud al
paciente. Esta visidn de futuro surgié pujante tras el 702 Congreso de la FIP.

Posteriormente, del 29 al 29 de septiembre, se celebr6 en la centenaria
Universidad de Antioquia, en Medellin (Colombia), organizado por la Conferencia
Iberoamericana de Facultades de Farmacia (COIFFA), la Facultad de Quimica
Farmacéutica y el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos de Colombia,
coincidiendo con la XV Reunién de la Comisién Permanente de COIFFA, el
[ Simposio Internacional de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias, cuyo lema ha
sido “Identificando propuestas para la solucién de problemas prioritarios en los
sectores farmacéutico y alimentario, de cuya Comision organizadora internacional
formé parte.
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Con wuna nutrida participacion de congresistas de 14 paises
iberoamericanos, Alemania y EEUU, se han desarrollado cuatro conferencias
plenarias de interés comun para los sectores farmacéutico y alimentario, 4 mesas
de debate especificas en los ejes tematicos definidos en cada uno de los sectores de
la reuniéon, 1 mesa orientada a la formacion farmacéutica y alimentaria y 11
presentaciones de trabajo de investigacion seleccionados por el Comité Académico.

La reunidn de COIFFA, fue dirigida por su Presidente, el Prof. José Morais,
de la Universidad de Lisboa; se abordaron numerosos temas académicos y
administrativos, asi como la recepcion de las actividades anuales de los distintos
miembros y comisiones sectoriales, cronograma del trabajo para 2013-2015, etc.

Quien suscribe, present6 el trabajo desarrollado sobre armonizacion de
terminologia académica, cientifica y profesional farmacéutica, en los idiomas
espafol y portugués (Espafa, Argentina, México; Portugal, Brasil). Asimismo, se
definio la programacion de la proxima Asamblea General, a celebrar en Brasilia en
junio de 2013, que estara centrado en la formacion, innovaciéon y servicios
farmacéuticos. El altimo dia de la reunion, se convocé una sesion extraordinaria
para analizar el seguimiento de la futura reunion en Brasil.

Durante el dia 26, en la sede de la Facultad de Quimica Farmacéutica y
previo al Simposio, desarrollamos un curso, a cargo de los Doctores Agustin Garcia
Asuero (Universidad de Sevilla), Carlos Castafio (Universidad de Antioquia) y yo
mismo sobre “Historia de la Quimica y de la Farmacia”.

Los dias siguientes fueron dedicados sucesivamente a mesas sobre
“Produccion, regulacion y comercializacion de productos biolégicos vy
biotecnolégicos”,  “Inmunogenicidad”,  “Comercializacion = de  productos
biotecnoldgicos para terapias celulares” y “Nuevos desarrollos en medicina
personalizada.

En la primera jornada, también se dicté la conferencia plenaria titulada
“Compuestos polifenodlicos en la industria farmacéutica y alimentaria” (EE UU). Fue
seguida de cuatro presentaciones colombianas sobre “Quimica computacional”,
“Tendencias y futuro en la investigacion en polifenoles”, “Uso de plantas como
opcion terapéutica en mordedura de serpientes” y “Quimica computacional en la
identificacion de principios activos”.

El segundo dia, se impartid la conferencia plenaria “La biotecnologia como
herramienta en el sector alimentario y farmacéutico” (UN, Colombia). A
continuacidn se presentaron tres avances sobre “Liberacion modificada basada en
sistemas portadores de farmacos (UNC, Argentina), “Microalgas cultivadas en
biorreactores con fuente de compuestos bioactivos de interés farmacéutico y
alimentario” y “Nanotubos de carbono como vectores especificos, una opcion
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viable para el tratamiento del cancer”, ambas aportaciones de la Universidad de
Antioquia.

La mesa sobre “Disefio y desarrollo de medicamentos”, conté con cuatro
importantes presentaciones: “Sistemas innovadores aplicables al desarrollo de
medicamentos” (UN Cordoba, Argentina), “Disefio de formas de dosificacion “ (UA,
Colombia), “Desarrollo de medicamentos para registro sanitario en Europa
(Universidad de Coimbra, Portugal) y “Biofarmacia y disefio de medicamentos”
(Universidad de Valencia, Espafia).

Seguidamente se pronuncio la conferencia plenaria titulada “Reologia en el
disefio de un suplemento nutricional para enfermos disfagicos” (Alemania). A
continuacidn se presentaron tres trabajos sobre “Propiedad intelectual y sistema
de patentes en el sector farmacéutico” (UNAM, México), “Caracteristicas
fisicoquimicas de las aguas envasadas y su influencia en la salud” (ULA, Venezuela)
y “Vida util de alimentos funcionales” (UA, Colombia).

Mas tarde, concluyd la jornada con una mesa de debate, moderada por el
director del departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Sevilla, sobre
“Educacion farmacéutica y alimentaria”, en la que se presentaron tres interesantes
ponencias: “Programa curricular de Quimica Farmacéutica de la Universidad de
Antioquia: una respuesta a los requisitos de formacién en Colombia”, “Formacién y
perfil profesional del Ingeniero de Alimentos en Latinoamérica” (UTFD, Chile) y
“Directrices de COIFFA en la formacion y perfil profesional del farmacéutica (UAM-

X, México).

El dltimo dia principié con la mesa sobre “Utilizacion adecuada de
medicamentos”, con los trabajos sobre “Utilizacion de indicadores en programas
de atencion farmacéutica” (Universidad de Panama), “Promocion del uso adecuado
de los medicamentos en Latinoamérica” (UPAGU, Pert), “Papel del farmacéutico en
el uso adecuado de medicamentos” (Universidad de Puerto Rico) y “Papel del
farmacéutico en la prevencion y control del dolor en enfermedades croénicas
(Universidad de Panama).

También fueron presentados dos avances fueron sobre: “Importancia de la
vida util sensorial en el desarrollo de un alimento funcional” (UA, Colombia) y
“Evaluaciones de tecnologias sanitarias como herramienta para mejorar la
eficiencia de los sistemas de salud en Latinoamérica” (UCV, Venezuela). La
conferencia de clausura fue un brillante broche sobre “Innovacién como
herramienta para la competitividad de tiempos de cambio” (UVG, Guatemala).

Las cuatro mesas de debate en el sector alimentario fueron también muy
variadas e interesantes. La primera sobre “Nanotecnologia y su aplicaciéon en
alimentos”, contd con tres sugerentes exposiciones: “Nanocompuestos de fuentes
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naturales o sintéticas para uso en alimentos y otras aplicaciones” (UA, Colombia),
“Inspeccion de la maduracién de frutos por analisis nano-estructural” (UI,
Colombia) y “Aplicaciones de la nanotecnologia en alimentos: estado actual y
perspectivas” (ULS, Colombia). La segunda se centr6 en “Los compuestos
bioactivos de interés alimentario”, con aportaciones sobre “Antioxidantes en frutas
colombianas” (UA, Colombia), “Alimentos funcionales y salud: el caso de los
fitoesteroles”, (Universidad de Coimbra) y “Disefio de alimentos funcionales” (UA,
Colombia). La tercera mesa conté con cuatro conferenciantes: “Tecnologias
emergentes en la transformacion de alimentos” (UTFS, Chile), “La transformacion
de alimentos y el cambio en sus propiedades termo-fisicas” (UT, Colombia),
“Método de impregnacion al vacio” (UN, Colombia) y “Efectos del procesamientos
de alimentos en los compuestos polifenoles” (UO, EEUU). La ultima tuvo como
lema la “Globalizacion Alimentaria: Un reto para todos”, con presentaciones sobre
“Tendencias en la investigacion de alimentos funcionales (CINSB, Colombia),
“Protocolos de declaracion de salud en alimentos” (IPF, Colombia),
“Microorganismos viables no cultivables y su impacto en la transmision de
enfermedades de origen alimentario” (ULA, Venezuela), “Seguridad alimentaria y
estdndares de calidad, en términos de la Unién Europea” (GASA, Colombia) y
“Transculturizacién alimentaria y su efecto en la nutricibon de comunidades
vulnerables (Uch, México).

Finalmente, deseo concluir esta exposicion recogiendo un singular mensaje
que he recibido de un entrafable colega peruano, que a continuacidn transcribo.

HIMNO FARMACEUTICO DEL PERU

Antigua profesién, como la humanidad
es la Farmacia digna Ciencia,
Artey Técnica de la preparacién
y administracién de medicinas para toda
curacion.

Abnegada y valiosa profesion social
su influencia en la industria es sin duda
promotora unidad de desarrollo
eficiente en el control de produccion final.
En la esfera de la investigacién
es también importante elemento vital.
Todos somos farmacéuticos dignos,
Laboramos con gran pundonor.

iVamos colegas a triunfar! En nuestra honrosa profesion
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del cumplimiento del deber precisa la comunidad.
A la Farmacia Nacional perfeccionemos sin cesar
A trabajar, por nuestro ideal de engrandecer
nuestro Pert.

Profesion de innegable proyeccién mundial.
Los tres reinos de la naturaleza
proporcionan los recursos necesarios
permitiendo el crecimiento econémico.
Profesién tan humana como no hay otra igual
paradigma de gran superacion.

Nuestro gremio orgulloso le ofrece
su promesa de gran unidad

iVamos colegas a triunfar!
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Antonio L. Doadrio Villarejo

Académico de numero de la Real Academia Nacional de Farmacia
e-mail: edicion@ranf.com

Debido al pardn veraniego, no ha habido actividad académica durante los
meses de julio y agosto. Reanudadas éstas, el mes de septiembre tuvimos tres
sesiones solemnes de tomas de posesidon de Académicos Correspondientes, las de
los Dres. Francisco Bolas Fernandez, Eduardo Costas Costas y Cecilio Giménez
Martin, realizadas el 13, 20 y 27, respectivamente.

Francisco Bolas, Catedratico de Parasitologia en la Facultad de Farmacia de
la UCM, fue presentado por el Excmo. Sr. D. Antonio R. Martinez Fernandez,
Vicepresidente de la Corporacion, que ademas es su maestro. Su laudatio estuvo
mediatizada por este hecho, dandonos una bella lecciéon de la correspondencia
entre maestro y discipulo, relatada con emocion y orgullo de quien es su hijo
cientifico. El Dr. Bolas, pronuncié su discurso titulado: "Trichinella y el musculo
esquelético: paradigma del parasitismo".

El género Trichinella representa un linaje monofilético dentro de la
superfamilia Trichinelloidea, cuyos ancestros alcanzaron el parasitismo
probablemente en el Paleozoico. La superfamilia, se define filogenéticamente por
la presencia del esticosoma, una region especializada del es6fago glandular, que
junto con las glandulas bacilares constituyen estructuras exclusivas de este grupo
de nematodos.

Otra particularidad diagnoéstica, es la posesion de un ciclo bioldgico
parasitario que transcurre enteramente en el interior de un Unico hospedador
vertebrado (autoheteroxeno), con desarrollo y establecimiento de estados adultos
en la mucosa intestinal e implantacion sucesiva de larvas de primer estado (L-1) en
el tejido muscular esquelético, bien protegidas por una capsula de colageno
generada en torno a ellas o en ausencia de la misma. Su transmision zoonética esta
asegurada por el carrofierismo y la depredacion, garantizando asi su éxito
adaptativo.

Actualmente, el género esta representado por 12 genotipos, de los cuales 8
ostentan rango de especie, circulando en mamiferos, aves y reptiles, en las diversas
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areas zoogeograficas del planeta. Dentro del hospedador, el embrién recién nacido
de Trichinella muestra una selectividad exclusiva por el musculo esquelético al que
accede desde el torrente circulatorio y en el que penetra activamente para luego
crecer hasta llegar a L-1 y establecerse, a la vez que inducir profundos cambios
estructurales y fisiologicos que determinan la trasformacion de la fibra muscular
en una nueva entidad independiente denominada “célula nodriza” que, a modo de
placenta, se encargara de nutrir y detoxificar a la larva L-1 instalada en este nicho
hasta su transmision al siguiente hospedador.

El Ilmo. Sr. D. Eduardo Costas Costas, Catedratico de Genética en la Facultad
de Veterinaria de la UCM, fue entronizado por la Excma. Sra. Dfia. Maria Teresa
Miras Portugal, Presidente de la RANF, quien con su gracejo gallego caracteristico
nos hizo un simpatica, a la vez que profunda, presentacion del recipiendario, al que
alab6 como uno de los mejores cientificos de este pais. Eduardo Costas, nos hablé
de: "Océanos, clima, energia y fitoplacton en tiempos de crisis".

Vivimos en una época de cambio global brusco (el Antropoceno), inmersos
en una crisis planetaria: pérdida de biodiversidad, cambio climatico,
contaminacion, agotamiento de recursos... Y en buena medida es una crisis por
falta de conocimientos.

La Tierra, es el Uinico planeta conocido que tiene la mayoria de su superficie
cubierta por océanos de agua liquida. Durante los primeros 1.500 millones de afios,
las arqueobacterias oceanicas liberaron ingentes cantidades de metano a la
atmdsfera. Pero hace 3.000 millones de afios, aparecido el fitoplancton,
descubriendo la fotosintesis con liberacion de O:. El O; termin6 acumulandose en
la atmosfera y surgio el Planeta Azul que conocemos. Desde entonces, el
fitoplancton ha sido vital controlando el balance energético y climatico de la Tierra.

En su larga historia, el fitoplancton se enfrent6 a grandes desafios (p.ej. las 6
grandes extinciones que asolaron el Planeta), siendo capaces de superarlos en el
mayor ejemplo de éxito evolutivo, como al principio del proterozoico en que una
glaciacion global afect6 al Planeta (el hielo llegé al Ecuador y todo el océano quedo
congelado). Sin embargo, el fitoplancton sobrevivio en fuentes termales que
actuaron como “arcas de Noé”, pese a las condiciones extremas de dichas fuentes
(pH=2, metales pesados, elevadas temperaturas...), o también, durante el Pérmico
cuando una pluma de manto generd una actividad volcanica extraordinaria
produciendo la desaparicion del 96% de las especies marinas; el fitoplancton
también se adapt6é sin problemas. Hoy en dia, se adaptan exitosamente a
ambientes naturales extremos (como el de Rio Tinto), a contaminantes
antropogénicos (herbicidas, petroleo, actividad minera...) y al calentamiento
global.
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Sin embargo, la adaptacion de las microalgas esta cambiando nuestras ideas
preconcebidas. Se asume que la adaptaciéon a ambientes extremos es un proceso
gradual y lento que origina organismos extremofilos. Pero en los organismos
fitoplancténicos no es asi, se adaptan muy rapido como consecuencia de
mutaciones que aparecen espontaneamente antes de la exposicion al ambiente
extremo. Posteriormente, ya en el ambiente extremo, la seleccion de nuevas
mutaciones les permiten una adaptacion mas eficiente. Sus peculiares
caracteristicas poblacionales (organismos haploides, reproduccién asexual,
poblaciones ingentes, tasa de mutacion muy elevadas...) aseguran la aparicion de
resistentes.

También desde un punto de vista aplicado, estos organismos pueden ser
muy importantes para nuestro futuro porque sus peculiares caracteristicas
genéticas permiten usar microalgas en aplicaciones biotecnoldgicas punteras
(biosensores, biorremediacion, bioacumulacién de sustancias de interés,
biocombustibles...) que podrian mitigar la crisis.

Como anécdota, tal fue la repercusion de su discurso, que nuestro servidor
sufri6 una caida durante 1 hora, debido al gran nimero de visitas que tuvo su
conferencia en diferido. Todo un éxito mediatico.

Por ultimo, el llmo. Sr. D. Cecilio Giménez Martin, Catedratico de Bioquimica
y Biologia Molecular en la Facultad de Ciencias de la UAM, también presentado por
nuestra Presidente, disertaré sobre: "Bases Moleculares de la Esquizofrenia”.

La esquizofrenia es una enfermedad compleja que afecta a alrededor del 1%
de la poblacion mundial y constituye una de las mas importantes causas de
discapacidad crénica. Aunque su etiologia es desconocida, la enfermedad implica
diversas anomalias neuromorfoldgicas y neuroquimicas y se acepta que factores
genéticos, bien solos o potenciados por factores ambientales y epigenéticos juegan
un papel importante en su patogénesis. Numerosos estudios realizados durante los
ultimos cuarenta aifios, han relacionado a alteraciones en la neurotransmision
mediada por aminas bidgenas, la neurotransmision glutamatérgica y gabaérgica
con la patologia de las psicosis esquizofrénicas.

Recientemente, a través del conocimiento de genes se susceptibilidad asi
como de proteinas implicados en la patologia de la enfermedad, estan permitiendo
un diagnostico precoz de la misma y el desarrollo de una nueva generaciéon de
compuestos que puedan actuar como antipsicéticos de una forma mas selectiva.

Por otra parte, destacaremos las declaraciones de nuestra Presidente, M2
Teresa Miras Portugal al periddico El Mundo, durante los Cursos de Verano de la
Universidad Complutense de Madrid en San Lorenzo de El Escorial. El contenido
integro se puede leer en:

http: //www.elmundo.es/elmundosalud/2012/07 /03 /noticias/1341316115.html
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Ademas, el Académico de numero Dr. Joan Guinovart Cirera, ha sido
nombrado recientemente Presidente de la "International Union of Biochemistry
and Molecular Biology". Tiene un gran significado para la ciencia espafiola, pues se
trata del segundo espafiol Presidente de dicha Sociedad, de la que también lo fue el
Premio Nobel Severo Ochoa.

Joan Guinovart, es Director General del “Parc Cientific de Barcelona” y del
“Institut de Recerca Biomeédica de Barcelona, IRBB-PCB”. Su actividad
investigadora, esta centrada en el metabolismo del glucégeno, con especial énfasis
en el estudio de las alteraciones del metabolismo hepatico de los carbohidratos en
la diabetes. Fue galardonado con los premios: "Leandre Cervera" (1979 y 1985) y
"August Pi i Sunyer"” (1983) del "Institut d'Estudis Catalans"; el "Novo-Nordisk" en
Investigacion Diabetologica Basica de la "Sociedad Espafiola de Diabetes" (1996),
de Investigaciéon Cientifica "Ciudad de Barcelona"(1998) y Premio "Conferencia
PABMB", San Francisco, CA (1999). Esta en posesion de la Medalla de la "Société
Francaise de Biochimie et Biologie Moléculaire” (1998) y la Medalla “Narcis
Monturiol” de la Generalidad de Catalufia al mérito cientifico y tecnologico (1999).

El Académico de numero Dr. Victor Jiménez Torres y su equipo, han sido
galardonados con el Segundo Premio 2012 a la "Innovacion en Farmacia
Hospitalaria", promocionado por Laboratorios Janssen - Cilag.

Victor Jiménez, es Catedratico de Biofarmacia y Farmacocinética de la
Universidad de Valencia. Tiene cuatro lineas de investigacion: la primera, es la
referente a Nutricién Artificial. La segunda, se centra en el establecimiento de
directrices farmacoterapéuticas a través de la Farmacocinética Clinica y
Poblacional con objeto de disefiar pautas posoldgicas individualizadas (financiada
con fondos FIS). La seguridad del paciente, desde la perspectiva de la Calidad
Farmacoterapéutica se corresponde con la tercera linea, que ha exigido la
implantaciéon de diferentes herramientas metodolégicas (financiada con Fondos
Feder), como la aplicaciéon de métodos de aprendizaje maquina (redes neuronales
y aprendizaje reforzado pioneros a nivel internacional). La cuarta linea de
investigacion, se centra en la mejora de la utilizaciéon de farmacos antineoplasicos.
Los pacientes con cancer presentan una alta variabilidad en su respuesta y
pequefias variaciones en su perfil farmacocinético-farmacodinamico, bien por
necesidad de reduccion de dosis por toxicidad o cambios en su comportamiento,
podria explicar el diferente resultado en los pacientes. El objetivo es alcanzar y
mantener la maxima eficacia en todos los ciclos de tratamiento, a fin de lograr la
remision o el maximo tiempo libre de enfermedad.

Asimismo, se le ha concedido el Premio Méritos 2012 de la Sociedad
Espafiola de Farmacia Hospitalaria, que le sera entregado en el 572 Congreso
Nacional de la Especialidad, a celebrar del dos al cinco de octubre préximo en
Bilbao.
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Por ultimo, el académico correspondiente Jesus Pintor Joust, ha sido
nombrado miembro del Editorial Board de la revista cientifica "The Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics".

JPTE es una publicacién de la American Society for Pharmacology and
Experimental Therapeutics, fundada por John J. Abel en 1908 y es una de las mas
prestigiosas y antiguas revistas de farmacologia. Su nombramiento, es un
reconocimiento al excelente curriculo cientifico y al desarrollo de una nueva
farmacologia ocular realizada por el Dr. Pintor.

Noticias completas en: http://rss.ranf.com/index.php

Sesiones en diferido en: http://www.mediaranf.com/
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El Proyecto ENCODE y su trascendencia biomédica. Adaptado de Science,
septiembre 7 (2012)

Cuando hace algunos afos los investigadores secuenciaron el primer
genoma humano, resulté una sorpresa comprobar, en primer lugar, que éste
contenia muchos menos genes (codificantes de proteinas) de los esperados, en
relacidon con su tamafio total. En segundo lugar, se encontro, que estos genes, se
encontraban distribuidos ( no concentrados) a lo largo de los 3000 millones de
bases que constituye el DNA del genoma humano . Asi pues, en lugar de los
esperados 100.000 genes o mas, se encontraron que solo habia unos 35.000 e
incluso este numero se redujo posteriormente hasta unos 21.000. Entre ellos, se
encontraban por tanto, millones de bases sin funcion aparente, y a este DNA sin
funcion se le consider6 como “DNA basura”.

Recientemente, la publicaciéon en las revistas Science y Nature de los
resultados iniciales de un proyecto que lleva ya 10 afios de trabajos denominado
ENCODE( Enciclopedia de Elementos de DNA) ha venido a revelar, que
contrariamente a lo que se habia pensado inicialmente, cerca de un 80% del
genoma humano tienen una funcién importante, aunque no codifique proteinas.

Ademas de definir mejor las regiones codificantes de proteinas, las nuevas
bases funcionales reveladas por ENCODE especifican sitios de interacciéon de
proteinas con el genoma que influencian la actividad de los genes, tiras de RNA
con miles de funciones desconocidas, o simplemente lugares en los que
modificaciones quimicas sirven para silenciar fragmentos de nuestros
cromosomas .

Tal vez lo mas importante de los datos proporcionados por el programa
ENCODE, es que van a servir para clarificar factores de riesgo genéticos para una
gran variedad de enfermedades y el ofrecer una mejor comprension de la
regulacion y funcion de los genes.

En conjunto, el proyecto ENCODE ha revelado que la regulacion genética es
mas compleja que lo que se habia pensado inicialmente, y que esta influenciada
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por multiples secuencias de DNA regulador, que se localizan unas veces cerca y
otras lejos de cada gen, asi como por cadenas de RNA no traducidas.

Durante los afios 1990 varios investigadores habian llamado ya la atencion,
sobre la idea, de que el llamado “DNA basura” no era tal. Con la secuencia del
genoma humano ya establecida, el Instituto de Investigaciéon sobre el Genoma
Humano de Bethesda ( Maryland) decidi6 hace afios investigar sobre cuanto de
nuestro genoma, era en realidad basura y por tanto sin funcion. En el afio 2003, se
comenzd asi el proyecto ENCODE en el que 35 grupos de investigacion conectados
entre si, proyectaron analizar 44 regiones del genoma (30 millones de bases)
como proyecto piloto. Esto significaba aproximadamente un 1% de todo el
genoma. En el afio 2007, el proyecto piloto revel6 ya que mucha de esta secuencia
de DNA era activa de alguna manera, y la cuestion que se plante6 entonces era
conocer si el resto del genoma se comportaba como ese 1%.

Desde entonces, grupos pertenecientes a 32 instituciones de investigacion
repartidas por todo el mundo, han generado miles de conjuntos de datos. Mientras
que los estudios piloto se llevaron a cabo por medio de una técnica llamada de
microarrays basada en la comparacion para analizar muestras de DNA, la fase
mas amplia de la investigacion ahora revelada se ha beneficiado de las nuevas
tecnologias de secuenciacion, que se han abaratado mucho, y han permitido
avanzar mas rapidamente en este proceso .

Debido a que las partes del genoma a estudiar difieren en diferentes tipos
celulares, el proyecto necesitaba ser capaz de estudiar la funciéon del DNA en
muchos tipos de células y tejidos. Al principio, el objetivo se centré en el estudio
del genoma de solo tres tipos de células. Una de ellas, es una linea de leucocitos
inmadura, llamada GM12878 que se ha utilizado también en un proyecto paralelo
llamado el “proyecto de los 1000 genomas” que tenia por objeto caracterizar las
variaciones genéticas entre humanos. En segundo lugar, la célula K562 de
leucemia, y en tercer lugar la célula madre embrionaria, h1-ESC.

A medida que el proyecto se iba desarrollando los costes de secuenciacion
se fueron abaratando de tal manera, que se hizo posible el incorporar la
secuenciacion de nuevas lineas celulares. Se afiadio asi la linea celular de cancer
hepatico HepG2 y la famosa y tradicional linea cancerosa de laboratorio, HeLaS3,
asi como tejido de cordon umbilical. Finalmente, otros 140 tipos de células se
estudiaron también aunque en menor grado de detalle .

En todas estas células los investigadores han examinado qué bases del DNA
se transcriben en RNA y si estas cadenas de RNA se transcriben en proteinas,
verificando los genes codificantes de proteinas ya conocidos previamente, y
localizando con mayor precision el comienzo, el final y la region codificante de
cada gen. Esta nueva reconsideracion de la capacidad codificante del genoma
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humano arroja ahora la cifra de que 3% del genoma contiene genes que codifica
proteinas. Otros 11.224 fragmentos de DNA se clasifican como “seudogenes”, es
decir, genes que han funcionado como tales en algin momento de la evolucion,
pero que ya no estan activos y sin embargo lo estan en algunos tipos celulares o en
algunos individuos.

El proyecto ENCODE ha revelado también el resultado de que hay muchos
otros “genes” en los que el DNA codifica RNA pero este no se traduce en proteina
como producto final. La gran sorpresa, es que 93% de las bases estudiadas son
transcritas como RNA. En el genoma total, aproximadamente un 76% del mismo es
transcrito en RNA. De todos estos RNA transcritos, 8800 transcritos, se conocen
como “pequefios RNAs” y 9900 como” largos RNAs” no codificante, y cada uno de
ellos contiene aproximadamente 200 bases. Se ha llegado a conocer también, que
varios de estos RNAs, se localizan en la célula en lugares determinados. Asi,
algunos se encuentran en el nucleo, otros en el nucleolo, otros en el citoplasma etc.
A consecuencia de todo ello, algunos investigadores proponen que la unidad
fundamental del genoma y por tanto la unidad basica de la herencia debe ser “el
transcrito”,es decir, los fragmentos de RNA y no el “gen”.

Otra manera de probar la funcionalidad del DNA es evaluar si secuencias de
bases especificas estan conservadas o no entre especies. Estudios previos habian
mostrado que 5% del genoma humano esta conservado entre mamiferos. Algunas
secuencias no conservadas entre humanos y otros mamiferos se han encontrado
conservadas entre mucha gente, indicando, que un 4% adicional del genoma esta
bajo seleccidon, nuevamente, en el linaje humano, y algunas de estas regiones han
podido ser relacionados con trazos distintivos de la especie humana.

Ademas de intervenir en el proceso de la transcripcion, las bases del DNA
funcionan en regulaciéon genética a través de interacciones con factores de
transcripcion y otras proteinas. Diversos subprogramas han permitido localizar
3,9 millones de regiones donde los factores de transcripcion se unen al genoma.

Asimismo, se ha revelado, que las nuevas regiones funcionales descubiertas
solapan con bases especificas del DNA asociadas con mayor o menor frecuencia
con enfermedades. Este trabajo demuestra pues, que se puede usar los datos de
ENCODE para establecer nuevas hipotesis sobre la conexidén entre genética y
enfermedades. Asi el laboratorio del Dr. Stamatoyananapoulus por ejemplo ha
conseguido establecer una relaciéon entre regiones reguladoras y sus genes
especificos, localizando las variaciones en estas regiones reguladoras que
incrementan riesgo de padecer una u otra enfermedad. Por ejemplo, el analisis
apunta a dos tipos de células T como patogénicas en la enfermedad de Crohn, y el
hecho, de que ambas estan implicadas este trastorno inflamatorio del intestino.
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Es de esperar que este tipo de correlaciones se pueda ir extendiendo a otras
muchas enfermedades genéticamente complejas y con ello poder ir definiendo
mejor los llamados factores de riesgo.
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“Towards a new tuberculosis drug: pyridomycin-nature’s isoniazid”, Hartkoorn
et al.,, EMBO Mol. Med.,, 4, 1-11 (2012)

La tuberculosis (TB), una enfermedad producida por el bacilo
Mycobacterium tuberculosis, ha producido a lo largo de la historia la muerte de
millones de personas sin distincién de clase social. Antes de que apareciera la
estreptomicina, el primer farmaco antituberculoso (1), el tratamiento de la TB
consistia en el ingreso en un sanatorio a fin de descansar, tomar aire fresco, y
seguir una buena dieta. La estreptomicina, se utilizé a partir de los afios 1940 junto
con ciertos farmacos de sintesis de baja actividad, como el acido p-aminosalicilico
(PAS) o las tiosemicarbazonas, pero pronto se observo que era demasiado toxica y
provocaba la aparicion de cepas resistentes. Cuando en 1945, se descubrid que la
nicotinamida era algo activa frente al bacilo tuberculoso (2), se empezaron a
sintetizar estructuras analogas a esta vitamina, asi como distintas
tiosemicarbazonas. De este modo, surgieron la pirazinamida y las
tiosemicarbazonas de piridina-3(6 4)-carbaldehido. En el afio 1952, se descubrié
que un intermedio en la sintesis de estas ultimas, la hidrazida del acido
isonicotinico (isoniazida, INH), era extraordinariamente activa y muy superior a
los compuestos naturales o sintéticos utilizados anteriormente, siendo desde
entonces un farmaco de primera linea para el tratamiento de esta enfermedad (3).
A pesar de su sencilla estructura, el mecanismo por el que INH mata a M.
tuberculosis ha sido controvertido debido a su complejidad, y su entendimiento ha
requerido mas de 50 afios de estudios incluyendo el uso de herramientas genéticas
(4).

Uno de los hallazgos mas importantes en este sentido se produjo en 1970,
cuando se descubri6 que INH inhibe la biosintesis de acidos micélicos (5),
componentes esenciales de la pared celular de las micobacterias. Estos acidos
poseen cadenas de 70 a 90 atomos de carbono en las que el grupo carboxilo se
sitda en un carbono secundario con un grupo hidroxilo en la posicion 3 (Figura 1).
La inhibicion de su biosintesis provoca la acumulacién de acidos grasos de cadena
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larga y la muerte celular (6). En 1979, se observo que dicha inhibicion afectaba a la
sintesis de acidos grasos monoinsaturados de 24 y 26 atomos de carbono (7).

H3C—(CH3)¢7 \A/(CHz)'lZv\(CH )
2/16

H3C —(CHs)23 CO,H
OCHs

H3C—(CH3)17 CHy)y
V\CHz)w
H3C—(CH3)2 ICozH

H3C—(CHg), \HK/CHz v\
j[coz

H3C—(CH3)2

Figura 1.- Estructuras de algunos acidos micélicos.

Paralelamente a estos hallazgos, se descubrié que INH es un profarmaco
que requiere la bioactivacion por la enzima bacteriana KatG. Este descubrimiento
comenzd en 1954 cuando se observé que la mayoria de las cepas resistentes a INH
eran catalasa-inactivas (8). En 1973, se demostré que habia un determinado gen
que estaba implicado en la resistencia de los bacilos tuberculosos a INH (9),
aunque no pudo identificarse por la ausencia de técnicas de secuenciacion de ADN.
Posteriormente, el desarrollo de mutantes revel6 que es el gen katK el que
transfiere la susceptibilidad a INH a las cepas de M. tuberculosis resistentes (10), y
diferentes estudios bioquimicos demostraron que la catalasa-peroxidasa KatG
codificada por dicho gen cataliza la conversion de Mn(II) en Mn(IIl) y éste es
probablemente capaz de oxidar la isoniazida produciendo una serie de especies
activas. Algunas de éstas, como el radical del acido isonicotinico, son capaces de
acilar diferentes compuestos (11, 12) a través de un mecanismo que ya se habia
sugerido en 1960 (13).

Por otra parte, en los afios 60 se observo que los bacilos resistentes a INH lo
eran también a etionamida (ETH), aunque no hubieran sido previamente tratados
con ETH, y la semejanza estructural entre ambos sugirié que debian compartir la
misma diana (14). Diversos experimentos con mutantes genéticamente
caracterizados, confirmaron que el gen inhA codifica una diana comun para INH y
ETH, y que la mutacién que causaba la sustitucion de aminoacidos S94A es
suficiente para producir la resistencia a ambos profarmacos (15, 16). InhA, la
enzima codificada por dicho gen, es una enoil-reductasa de la sintasa de acidos
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grasos tipo II (FASII) implicada en la biosintesis de acidos micdlicos, y es también
la diana de otro farmaco antituberculoso: el triclosan (17) (Figura 2).
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Figura 2.- Compuestos inhibidores de la enzima InhA

La cristalizacion de InhA en presencia de INH, Mn?* y NADH, permiti
descubrir que INH no es el ligando de la enzima InhA, sino que éste es el aducto
covalente INH-NAD (18). En resumen, el mecanismo propuesto para INH comienza
con la reaccién catalizada por KatG y la formacion de un hipotético radical acilo
derivado del acido isonicotinico que se enlaza a NAD (NAD* o NAD"), y el aducto
resultante inhibe a la reductasa InhA (Figura 3).
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Figura 3.- Mecanismo propuesto para INH (ACP: acyl carrier protein).
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Otra posible diana de INH, es la 3-cetoacil ACP sintasa (KasA) (19), pero los
datos bioquimicos y genéticos no apoyan esta propuesta. Por otra parte, se ha
demostrado que la forma activa de INH, también forma con NADP+ el aducto INH-
NADP que inhibe la dihidrofolato reductasa (DHFR) de M. tuberculosis con una
gran afinidad. Sin embargo, no se ha demostrado que la sobreexpresion del gen
dhfr confiera resistencia a INH en micobacterias (20). Tampoco se ha demostrado
que la supuesta interaccién con enzimas respiratorias de los radicales NO* que
podrian originarse cuando INH se activa por KatG, sea responsable en parte de la
actividad bactericida (21).

Tan controvertidos como los mecanismos para explicar la accién
bactericida de INH sobre M. tuberculosis, son los propuestos para explicar las
resistencias a este farmaco. En su mayoria, se asocian a mutaciones del gen katG,
con la consiguiente pérdida de actividad de la enzima KatG y, por tanto, de la
formacion del aducto INH-NAD inhibidor de InhA. De las mas de 130 mutaciones
de katG conocidas, la mas comun es la S315T. Otra mutacion frecuente del gen
inhA en cepas resistentes, es la S944, que se localiza en el bolsillo de unién de InhA
con NADH, reduciendo la afinidad entre la enzima y el cofactor. Datos
cristalograficos de rayos X, indican que esta mutacién distorsiona la red de enlaces
de hidrogeno, por lo que el valor K; para el aducto INH-NAD es mayor (22).

Otras mutaciones de la enzima InhA que afectan al lugar de unién del
cofactor NADH, como son 121V, 147T, y S94A, producen un gran reduccién en la
afinidad de éste por la enzima pero influyen muy poco en la afinidad del aducto
INH-NAD, lo que hace pensar que son poco importantes para la resistencia a INH.
Ahora bien, como estos estudios se realizan con enzimas aisladas, es posible que
las interacciones entre InhA y otras proteinas del Mycobacterium sean criticas para
modular su actividad in vivo. Es un hecho, que varios componentes del proceso
FAS-II se asocian entre si y que la inhibiciéon de InhA en sus mutantes produce
cambios conformacionales significativos (23).

En varias cepas de laboratorio resistentes a INH, se han encontrado
mutaciones en el gen ndh que codifica la NADH deshidrogensa Ndhll, de forma que
el NADH acumulado compite con el aducto INH-NAD para interaccionar con la
enzima InhA (24). Sin embargo, son raras las mutaciones de ndh encontradas en
micobacterias resistentes aisladas en la clinica. En éstas, se han encontrado
ademas de los ya mencionados, algunos mecanismos de resistencia asociados a
mutaciones katG como las que afectan al gen kasA y a la sobreexpresion de la
enzima N-acetiltransferasa (Nat), que cataliza la N-acetilacion de INH impidiendo
su activacién por KatG (Figura 4).
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Figura 4.- N-acetilacién de INH.

Como vemos, los estudios genéticos y bioquimicos y la cristalografia de
rayos X han permitido disponer de un modelo que permite comprender la
actividad y las resistencias de INH frente a M. tuberculosis. Desde el punto de vista
practico hay un hecho claro: puesto que la gran mayoria de las cepas resistentes a
INH poseen mutaciones en la enzima KatG, serian deseables farmacos que no
requieran ser bioactivados por esta enzima. Sin embargo, todos estos datos no han
aportado mucho al disefio de nuevos farmacos activos frente a las cepas
resistentes a INH, y la tuberculosis se esta convirtiendo en una enfermedad
intratable. De ahi la trascendencia mediatica que esta teniendo la noticia que nos
ocupa, ya que en ella se demuestra que el antibidtico piridomicina es activo frente
a muchos tipos de Mycobacterium tuberculosis resistentes al tratamiento con INH
(25).

Este hallazgo, podria aliviar en un futuro la acuciante necesidad de nuevos
farmacos para los enfermos tuberculosos infectados con cepas que se han hecho
resistentes a multiples farmacos (MDRTB), y en especial a los farmacos hasta hace
poco tiempo mas efectivos: isoniazida y rifampicina (un inhibidor de polimerasas
de ARN), en los que la mortalidad se aproxima al 100%. Estas circunstancias, junto
a la larga duracion de los tratamientos y la susceptibilidad de los individuos VIH-
positivos, justifica que el nimero de muertes al afio debidas a la tuberculosis sea
actualmente superior a dos millones (26).

¢UN NUEVO FARMACO ANTITUBERCULOSO?

En realidad, la piridomicina y su actividad frente a diferentes micobacterias
incluyendo M. tuberculosis se conocen desde que se aislo de Streptomyces
pyridomiceticus en 1953 (27). Posteriormente, se aisl6 también de
Dactilosporangium fulvum (28). Es un ciclodepsipéptido de 12 eslabones que
contiene fragmentos de N-3-hidroxipicolinil-l-treonina, 3-(3-piridil)-L-alanina,
acido propionico, y acido 2-hidroxi-3-metilpent-2-enoico (Figura 5).
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Piridomicina

Figura 5.. Estructura del antibiético piridomicina.

De los estudios realizados acerca de su biosinteis, destaca uno reciente en el
que se ha clonado y caracterizado el cluster que codifica las enzimas que lo
biosintetizan en Streptomyces pyridomyceticus (NRRL B-2517): poliquétido
sintetasas (PKS) y péptido sintetasas no-ribosémicas (NRPS). Sin embargo, su
mecanismo de accién y su eficacia frente a M. tuberculosis no se habian establecido
previamente, aunque su escasa o nula actividad frente otras bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas sugeria que la diana de la piridomicina es un
componente de las micobacterias que es muy diferente o esta ausente en otros
géneros.

La publicacion que nos ocupa, ha utilizado el antibiotico producido por
Dactilosporangium fulvum (NRRL B-16292) debido a la baja produccién obtenida a
partir de Streptomyces pyridomyceticus (NRRL B-2517), corroborandose primero
su baja toxicidad en diferentes lineas celulares humanas y estableciéndose la
susceptibilidad de M. tuberculosis, M. bovis BCG y M. smegmatis, asi como su
capacidad para penetrar en los macréfagos y detener la replicaciéon bacteriana.

Para identificar su diana terapéutica, se seleccioné y desarroll6 a partir de
la cepa H37Rv, un mutante resistente a piridomicina y sensible a isoniazida,
moxifloxacina y rifampicina: la cepa PYR7. Cuando se secuenciaron casi por
completo los genomas de ambas cepas y se comprobé la correspondencia del de la
cepa original con el genoma de referencia para H37Rv (30), se compararon los
genomas de la cepa salvaje y la resistente. De los polimorfismos de un unico
nucleédtido (SNPs) encontrados, se desecharon los que correspondian a familias
multigénicas o a sinébnimos (que no alteran la naturaleza del aminoacido que
codifican). Asi qued6é una mutacién del gen inhA que supone la sustitucion del
acido aspartico en la posicion 148 de InhA por glicina (D148G), hecho que se
corroboro por el clasico método de secuenciacion de Sanger. Hay que mencionar,
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que segun varias publicaciones acerca de esta enzima, el aminoacido Asp148 se
localiza cerca del bolsillo al que se enlaza el cofactor NADH.

La enzima InhA, se validé como diana de la piridomicina genéticamente,
transformando la cepa H37Rv con un plasmido portador del gen inhA a fin de
comprobar que la sobreexpresion de este gen en la cepa salvaje de M. tuberculosis
provoca resistencia al antibiético. Todos los datos obtenidos en éste y otros
experimentos, corroboraron que la mutacion D148G de la enzima InhA es la
responsable de la resistencia a piridomicina y de la disminucion de afinidad del
cofactor NADH, sin afectar a la actividad de isoniazida e isotiazida.

Puesto que piridomicina e isoniazida tienen la misma diana, se hizo
necesario estudiar si los bacilos resistentes a INH procedentes de la clinica
retenian la susceptibilidad frente a piridomicina. Ya se ha dicho, que las
mutaciones mas frecuentes asociadas a las resistencias a INH se encuentran en el
gen katG que cataliza la catalasa-peroxidasa requerida para su bioactivacion,
observandose con menor frecuencia mutaciones en la region promotora del gen
inhA que aumentan la expresion de la diana. De las ocho muestras resistentes a
INH analizadas en este estudio, cuatro presentaron mutaciones en el gen katG
(S315T), tres en la region promotora de inhA4, y en una se encontraron ambas. La
susceptibilidad a moxifloxacina fue semejante en todas las cepas, incluida la
salvaje. Las cuatro con mutaciones en katG mostraron, en comparacion con la cepa
H37Rv, una gran resistencia a INH pero ninguna resistencia a piridomicina,
mientras que la mutacion en el promotor inhA produjo una resistencia intermedia
a INH y un aumento en la resistencia a piridomicina. Asi pues, los mutantes katG
(S315T), que son los que producen con mayor frecuencia resistencias a INH
retienen totalmente la sensibilidad frente a piridomicina. También se ha
demostrado en este trabajo que este antibidtico es un farmaco que no requiere ser
bioactivado, y que la inhibicion de InhA que origina tiene las mismas
consecuencias bioquimicas que produce INH: la reduccion de la sintesis de acidos
micolicos.

En resumen, la cepa resistente PYR7 con la mutacién D148G en InhA, no
muestra resistencia cruzada a isoniazida ni a etionamida mientras que, por el
contrario, la mutacién S94A responsable de la resistencia a isoniazida mantiene la
sensibilidad a la piridomicina. Esto sugiere que ambos compuestos son inhibidores
competitivos de NADH y que se enlazan al mismo bolsillo pero de diferente forma.
También tiene interés la ausencia de resistencia cruzada con triclosan, porque
demuestra que se puede inhibir la enzima de varias maneras sin que se produzcan
resistencias cruzadas.

La definicion a nivel molecular del enlace entre la piridomicina y la enzima
InhA no ha sido posible de forma directa hasta el momento, porque a pesar de un
ingente trabajo no se ha encontrado todavia una técnica que permita la obtencion
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de cristales de InhA, NADH y piridomicina utiles para el estudio del complejo
formado por difraccién de rayos X. Lo que si se ha resuelto es la estructura
cristalina del complejo InhA (D148G):NADH, la cual se ha comparado con las de los
complejos InhA:(NADH) e InhA (S94A):NADH. Superponiendo las tres estructuras,
se ha observado que en InhA (D148G):NADH la cadena lateral del residuo Phe149
estd rotada alrededor de 90°. Sin embargo, si se superpone la estructura de los
complejos InhA (D148G):NADH e InhA:NADH:INH los residuos Phe149 ocupan la
misma posicidn, lo que explica por qué la enzima mutada resistente a piridomicina
[InhA(D148G)] es todavia sensible y puede ser inhibida por INH. La rotacién de
Phe149 origina la apertura de un canal que permite la adicién de dos moléculas de
agua en el sitio activo y un aumento en la distancia entre NADH y el anillo de
Phe149, con la consiguiente disminucion de la afinidad por el cofactor, lo que esta
de acuerdo con los estudios cinéticos. Estos cambios estructurales podrian
también explicar la menor sensibilidad a piridomicina de InhA(D148G) comparada
con la de la enzima salvaje, puesto que NADH y piridomicina comparten el mismo
bolsillo de enlace.

Conclusion

Desentrafar los hechos que afectan a los complejos procesos bioldgicos,
incluyendo los que se originan como consecuencia de la accion de los farmacos, es
con frecuencia lenta y penosa, aunque en los ultimos afios se estan produciendo
avances mucho mas rapidos gracias fundamentalmente al uso de herramientas
genomicas. Sin embargo, la enorme cantidad de informacion que se va adquiriendo
no se refleja todavia con la velocidad que seria deseable en la aparicidon de nuevas
terapias.

Hoy sabemos que las dianas para los farmacos antituberculosos son escasas,
y que la mas importante parece ser InhA (31), siendo la piridomicina el producto
natural mas potente para inhibirla.

Una vez mas, se pone de manifiesto la importancia de los productos
naturales como fuente de nuevos farmacos, posiblemente porque aquéllos son el
resultado de una seleccion a lo largo de la evolucion de las especies. Esperemos
que este importante estudio permita desarrollar un nuevo farmaco para resolver,
al menos por un tiempo, el tratamiento de MDRTB.

Referencias

1. Schatz, A.; Waksman, S. A.; (1944) “Effect of streptomycin and other antibiotic substances on
Mycobacterium tuberculosis and related organisms”, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 57, 244-248.

295




M. C. AVENDANO

2. Chorine, V.; (1945) "Action of nicotinamide on bacilli of the species Mycobacterium”, C. R. Acad.
Sci. 220, 150-151.

3. Fox, H. H.; (1952) “The chemical approach to the control of tuberculosis”, Science 116, 129-134.

4. Vilcheze, C.; Jacobs, W. R.; (2007) “The Mechanism of Isoniazid Killing: Clarity Through the
Scope of Genetics”, Annu. Rev. Microbiol,, 61, 35-50.

5. Winder, F. G.; Collins, P. B,; (1970) “Inhibition by isoniazid of synthesis of mycolic acids in
Mycobacterium tuberculosis”, ]. Gen. Microbiol. 63, 41-48.

6. Takayama, K.; Wang, L.; David, H. L.; (1972) “Effect of isoniazid on the in vivo mycolic acid
synthesis, cell growth, and viability of Mycobacterium tuberculosis”, Antimicrob. Agents
Chemother. 2, 29-35.

7. Davidson, L. A.; Takayama, K.; (1979) “Isoniazid inhibition of the synthesis of monounsaturated
long-chain fatty acids in Mycobacterium tuberculosis H37Ra”, Antimicrob. Agents Chemother. 16,
104-105.

8. Middlebrook, G.; (1954) “Isoniazid resistance and catalase activity of tubercle bacilli”, Am. Rev.
Tuberc., 69, 471-472.

9. Saroja. D.; Gopinathan, K. P.; (1973) “Transduction of isoniazid susceptibility-resistance and
streptomycin resistance in mycobacteria”, Antimicrob. Agents Chemother., 4, 643-645.

10. Zhang, Y.; Heym, B.; Allen, B.; Young, D.; Cole, S.; (1992) “The catalase-peroxidase gene and
isoniazid resistance of Mycobacterium tuberculosis”; Nature, 358, 591-593.

11. Jonson, K.; Schultz, P. G.; (1994) “Mechanistic studies of the oxidation of isoniazid by the
catalase peroxidase from Mycobacterium tuberculosis”, ]. Am. Chem. Soc., 116, 7425-7426.

12. Lei, B.; Wei, C. ].; Ty, S. C.; (2000) “Action mechanism of antitubercular isoniazid. Activation by
Mycobacterium tuberculosis KatG, isolation, and characterization of inhA inhibitor”, J. Biol. Chem.,
275,2520-2526.

13. Winder, F.; (1960) “Catalase and peroxidase in mycobacteria. Possible relationship to the
mode of action of isoniazid”, Am. Rev. Respir. Dis., 81, 68-78.

14. Hok, T. T,; (1964) “A comparative study of the susceptibility to ethionamide,
thiosemicarbazone, and isoniazid of tubercle bacilli from patients never treated with ethionamide
or thiosemicarbazone”, Am. Rev. Respir. Dis., 90, 468-469.

15. Larsen, M. H.; Vilcheze, C.; Kremer, L.; Besra, G. S.; Parsons, L.; et al.; (2002) “Overexpression of
inhA, but not kasA, confers resistance to isoniazid and ethionamide in Mycobacterium smegmatis,
M. bovis BCG and M. tuberculosis”, Mol. Microbiol., 46, 453-466.

16. Morlock, G. P.; Metchock, B-; Sikes, D.; Crawford, ]. T.; Cooksey, R. C.; (2003) “eth4, inhA, and
katG loci of ethionamide-resistant clinical Mycobacterium tuberculosis isolates”, Antimicrob.
Agents Chemother., 47, 3799-3805.

17. Parikh, S. L.; Xiao, G.; Tonge, P. J.; (2000) “Inhibition of InhA, the enoyl reductase from
Mycobacterium tuberculosis, by triclosan and isoniazid”, Biochemistry, 39, 7645-7650.

18. Rozwarski, D. A.; Grant, G. A.; Barton, D. H.; Jacobs, W. R.; Sacchettini, ]. C.; (1998) “Modification
of the NADH of the isoniazid target (InhA) from Mycobacterium tuberculosis”, Science 279, 98-102.

19. Mdluli, K;; Slayden, R. A;; Zhu, Y.; Ramaswamy, S.; Pan, X,; et al; (1998) “Inhibition of a
Mycobacterium tuberculosis beta-ketoacyl ACP synthase by isoniazid”, Science, 280, 1607-1610.

20. Argyrou, A.; Vetting, M. W.; Aladegbami, B.; Blanchard, J. S.; (2006) “Mycobacterium tuberculosis
dihydrofolate reductase is a target for isoniazid”, Nat. Struct. Mol. Biol., 13, 408-413.

21. Timmins, G. S.; Master, S.; Rusnak, F.; Deretic, V.; (2004) “Nitric oxide generated from isoniazid
activation by KatG: source of nitric oxide and activity against Mycobacterium tuberculosis”;
Antimicrob. Agents Chemother., 48, 3006-3009.

22. Vilcheze, C.; Wang, F.; Arai, M.; Hazbon, M. H.; Colangeli, R;; et al.; (2006) “Transfer of a point
mutation in Mycobacterium tuberculosis inhA resolves the target of isoniazid”, Nat. Med., 12, 1027-
1029.

296




NOTICIAS CIENTIFICAS...

23. Kruh, N. A;; Rawat, R; Ruzsicska, B. P.; Tonge, P. ].; (2007) “Probing mechanisms of resistance
to the tuberculosis drug isoniazid: Conformational changes caused by inhibition of InhA, the enoyl
reductase from Mycobacterium tuberculosis”, Protein Science, 16, 1617-1627.

24. Vilcheze, C., Weisbrod, T. R.,; Chen, B.; Kremer, L.; Hazbon, M. H.; et al; (2005) “Altered
NADH/NAD+ ratio mediates coresistance to isoniazid and ethionamide in mycobacteria”,
Antimicrob. Agents Chemother., 49, 708-720.

25. Hartkoorn, R. C,; Sala, C.; Neres, |.; Pojer, F.; Magnet, S.; Mukherjee, R.; Uplekar, S.; Boy-Rottger,
S.; Altmann, K.-H.; Cole, S. T.; (2012) “Towards a new tuberculosis drug: pyridomycin-nature’s
isoniazid”, EMBO Mol. Med., 4, 1-11.

26. Glaziou, P.; Floyd, K.; Raviglione, M.; (2009) “Global burden and epidemiology of tuberculosis”,
Clin. Chest Med., 30, 621-636.

27. Maeda, K.; Kosaka, H.; Okami, Y.; Umezawa, H.; (1953) “A new antibiotic, pyridomycin”, J.
Antibiot., 7, 140.

28. Shomura, T.; Amano, S.; Yoshida, ].; Kojima, M.; (1986) “Dactylosporangiurn fulvum sp. nov.” Int.
J. Syst. Bacterial,, 166-169.

29. Huang, T.; Wang, Y.; Yin, ].; Du, Y.; Tao, M.: et al.; (2011) “Identification and Characterization of
the Pyridomycin Biosynthetic Gene Cluster of Streptomyces pyridomyceticus NRRL B-2517”, ]. Biol.
Chem., 286, 20648-20657.

30. Cole, S. T.; Brosch, R.; Parkhill, J.; Garnier, T.; Churcher, C.; Harris, D.; Gordon, S. V.; Eiglmeier,
K. Gas, S.; Barry, C. E.; et al; (1998) “Deciphering the biology of Mycobacterium tuberculosis from
the complete genome sequence”, Nature, 393, 537-544.

31. Lamichhane, G.; (2011) “Novel targets in M. tuberculosis: search for new drugs”, Trends Mol.
Med., 17, 25-33.

297




REVISION

Enfermedad de Chagas: El desenlace de un conflicto entre el
Parasito y el Sistema Inmunitario

José Antonio Escario Garcia-Trevijano, Alicia Gomez Barrio

Departamento de Parasitologia. Facultad de Farmacia. Ciudad Universitaria s/n. Universidad
Complutense. 28040 Madrid.
e-mail: escario@farm.ucm.es

RESUMEN

Transcurridos méas de cien afios de su descubrimiento, la patogénesis de la
enfermedad de Chagas sigue siendo un tema controvertido. Durante décadas se
ha dado mayor relevancia a las consecuencias de la respuesta inmunitaria, hasta
el punto de estar considerada como una enfermedad autoinmune. EI mimetismo
molecular entre antigenos del parasito y del hospedador, la diseminacion de
epitopos y la activacién policlonal son algunos de los mecanismos que explicarian
el caracter autoinmune de la enfermedad. Sin embargo, en los altimos afios, el
interés vuelve a centrarse en el parasito. La utilizacion de técnicas mas sensibles
no sélo ha puesto en evidencia su presencia en tejidos, sino que se ha demostrado
que existe una correlacion entre inflamacion y antigenos y/o ADN parasitario. En
base a ello, sin descartar la importancia de la respuesta inmune, la necesidad de
que persista el parasito esta inclinando la balanza hacia consideracion como
enfermedad parasitaria. Este articulo resume y analiza la participacion del
parésito, del sistema inmune, asi como la influencia de otros factores, como
cambios microvasculares o alteraciones neurogénicas, en la patogénesis de una
enfermedad que apasiona a parasitélogos e inmundlogos.

Palabras clave: Chagas; Patologia; Patogénesis; Trypanosoma cruzi; Autoinmunidad.

ABSTRACT

Chagas’ Disease: the outcome of a conflict between the Parasite and the
Immune System

Chagas” disease was described more than one hundred years ago, but its
pathogenesis remains controversial. For several decades it has been considered
as an autoimmune disease. Molecular mimicry responsible for anti-parasite-
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responses that *“crossreact” with self-molecules in Trypanosoma cruzi-infected
host, epitopes dissemination and polyclonal activation support the autoimmune
etiology of the disease. However, in the last years, parasites have been detected in
tissues of hosts with chronic infections by using more sensitive techniques and also
a correlation among inflammation and parasite antigens and/or DNA has been
demonstrated. So, rather than discarding the autoimmune hypothesis, Chagas’
disease is considered as a parasite-induced disorder. This review resumes and
analyzes the role of the persistence of parasites, the autoimmunity, as well as other
factors possibly involved as microvascular changes and neurogenic alterations, in
such a disease that interest both parasitologists and immunologists.

Keywords: Chagas” disease; Pathology; Pathogenesis; Trypanosoma cruzi;
Autoimmunity.

1. INTRODUCCION

La reciente conmemoracion del centenario del descubrimiento de la
enfermedad de Chagas (Chagas, 1909) ha puesto en evidencia el entusiasmo de los
parasitologos en el esclarecimiento de su patogénesis. Se trata de una parasitosis
que ha estado desde su descubrimiento envuelta en la incertidumbre. Desde su
denominacidn inicial como “tiroiditis parasitaria” por su errénea relacién con el
bocio y el cretinismo, ala consideracion del agente etiolégico (Trypanosoma cruzi)
como un saprofito, su descripcidon ha estado rodeada de numerosos errores y ha
suscitado las mas variadas polémicas.

Con el transcurso de los afios, se han producido importantes avances, que
han permitido el conocimiento de todas las intrincadas fases del peculiar ciclo
bioldgico del parasito, el desciframiento de su genoma (1), el éxito de las campafias
de control basadas en la eliminacion del vector o la aplicacion de técnicas
moleculares al diagndstico. Sin embargo, el desarrollo de nuevos medicamentos y
la patogénesis de la enfermedad contintan siendo asignaturas pendientes, se
siguen utilizando los mismos farmacos, nifurtimox y benznidazol, ambos de
eficacia dudosa y manifiesta toxicidad, y sigue sin dilucidarse si es el parasito, el
sistema inmune, o la actuacién conjunta de ambos, la causa de una patologia que
con frecuencia acompafa al hospedador toda la vida. Al igual que durante el
prolongado conflicto armado (“Guerra de los cien afios”) entre Francia e Inglaterra,
hubo tiempo de batallas y acuerdos, enfrentamientos y treguas, en los mas de cien
afios de contienda entre parasito y hospedador, se han ido sucediendo ataques y
contraataques, respuestas del sistema inmune y mecanismos de evasion del
parasito, cuyo desenlace ha sido el desarrollo de las intrigantes secuelas de la
enfermedad.

Esta revision pretende contribuir si no al entendimiento, cuanto menos al
conocimiento, de la patogénesis de una enfermedad que apasiona a inmunoélogos y

299




JOSE ANTONIO ESCARIO & ALICIA GOMEZ

parasitdlogos y que sirve de modelo para comprender la relevancia de la
asociacién patologia/respuesta inmune.

2. PATOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS

Clasicamente se ha considerado la sucesion de una fase aguda y una cronica.
El desarrollo de las técnicas diagndsticas permitido detectar altas tasas de
anticuerpos especificos en pacientes asintomaticos, algunos de los cuales
desarrollaban los sintomas tipicos de la fase créonica. Esta fase intermedia de la
enfermedad se conoce como fase indeterminada.

Figura 1.- Periodos de incubacién segtin la via de infeccidn.

La fase aguda presenta sintomatologia acusada o grave en sélo el 5% de los
casos, con un 0,1% de letalidad en los casos no tratados. Casi el 70% de las
manifestaciones clinicas ocurren en poblacion infantil. La desaparicion de los
sintomas marca el inicio de la fase indeterminada, que en un 70 % de los pacientes
permanece de por vida, desarrollando el 30% restante una fase cronica.

El periodo de incubacion (Figura 1) varia de 5 a 110 dias dependiendo de la
via de infeccién. En la forma mas frecuente de infeccion, los tripomas tigotes
metaciclicos eliminados en las heces del insecto vector (Triatoma infestans y otros
triatominos) penetran en macrofagos, donde se transforman y multiplican como
amastigotes, para como tripomastigotes invadir la corriente sanguinea y linfatica, y
desde ahi alcanzar células de diferentes tejidos, donde pueden repetir un ciclo
similar de multiplicacion intracelular. Son frecuentes las infecciones en el tejido
muscular, y menos en médula dsea, sistema fagocitico y génadas, aunque la
localizacion varia segun el aislamiento, indicando la existencia de un tropismo
tisular. Raramente se encuentran afectadas las células nerviosas y si el parasito
llega a esta zona se ubica en astrocitos. La infeccién aguda va acompafada de una
excesiva activacion de sistema inmune, incluyendo citoquinemia, intensa
activacion de linfocitos T y B, linfoadenopatia, esplenomegalia y un intenso
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proceso inflamatorio difuso o local asociado a los “nidos de amastigotes” tisulares,
y a la miocitolisis inducida por el parasito.

La fase indeterminada viene definida por (a) deteccion de Ig G especificas
y/o hallazgo del parasito, (b) ausencia de signos y sintomas de Chagas, (c) ausencia
de anomalias del electrocardiograma, y (d) tamafio normal de corazon, esofago y
colon por rayos X; si bien es cierto que el avance en las técnicas de diagnostico ha
permitido detectar anomalias y lesiones que antes pasaban desapercibidas. Asi, en
un estudio sobre 505 casos en fase indeterminada, el 13,8% presentaban lesiones
en los segmentos cardiacos en ecografias bidimensionales (2). El doppler ecocar-
diografico sobre tejidos en pacientes con ecocardiografia normal demostrd
asimismo alteraciones en la contractilidad (tabique intraventricular), y disfuncién
izquierda ventricular. Por técnicas de resonancia magnética se han detectado
areas de fibrosis cardiaca en un 20% de los pacientes (3). Y se sabe que la
extension de la fibrosis en pacientes sintomaticos se relaciona con la severidad de
las lesiones cardiacas. Los casos de muerte subita se han relacionado con esta fase
de la enfermedad (4).

En dos tercios de los pacientes en fase indeterminada, la enfermedad no
progresa, aunque se pueden presentar lesiones inflamatorias de caracter leve en el
corazon y tracto digestivo. Del resto, 2/3 desarrollan alguna forma cardiacay 1/3
terminan con una patologia gastrointestinal (5).

La enfermedad crénica se caracteriza por una reaccion inflamatoria
fibrotica que dafia el musculo cardiaco y la red de conduccidn y el sistema nervioso
entérico. La fibrosis cardiaca progresa localizdndose generalmente en la region
posteroinferior y apical del ventriculo izquierdo, el nédulo sinusal, y el sistema de
conduccion por debajo del haz de His. De acuerdo con Gascén et al. (6), es una
cardiopatia dilatada con tendencia a formar aneurismas, sobre todo apicales, con
gran potencial arritmo-génico, siendo frecuentes las arritmias ventriculares, mu-
chas veces asociadas a bradiarritmias (de origen sinusal y/o auriculoventricular).
Conlleva una elevada frecuencia de fen6menos tromboembdlicos, y puede
presentarse como dolor precordial, generalmente atipico, aunque eventualmente
puede simular una cardiopatia isquémica.

En los casos de desenlace fatal, éste ocurre en los 5 afios después de los
primeros signos de fallo cardiaco. El peso del corazén puede aumentar hasta los
600 g. Aunque estudios clinicos del afio 2000 detectaron una baja incidencia de
accidentes cerebro-vasculares en pacientes cronicos (7), en estudios mas recientes
se afirma que esos accidentes son mas comunes en la cardiopatia por Chagas que
en otras etiologias (8), y se sefiala como uno de los primeros signos de diagnostico
de enfermedad de Chagas en pacientes asintomaticos (9).
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En la forma digestiva, el megaeséfago puede manifestarse ya en nifios de 2
afios, aunque es mas frecuente en pacientes de 20 a 40 anos. El megacolon suele
desarrollarse con posterioridad al megaes6fago. La razon principal son las
lesiones inflamatorias en ganglios parasimpaticos, plexos de Auerbach y Meissner
de las visceras huecas, que lleva a ganglionitis y desconexiones neuronales; esto,
junto con la inflamacién de estas visceras conduce a constipacidn. La progresiva
retencion de heces lleva a la dilatacion y engrosamiento de la pared del colon,
especialmente sigmoides, y recto. Aunque la prevalencia es bastante inferior,
también se han descrito algunos megasindromes afectando a estomago, duodeno,
vesicula biliar y bronquios (10).

3. ELENFRENTAMIENTO PARASITO-HOSPEDADOR

Después de mas de 100 afos de descubrimiento de la enfermedad, la
patogénesis de fase cronica continua siendo un enigma, y los cientificos siguen con
la duda de si es la persistencia de la infeccion la causa de las alteraciones
patoldgicas (11, 12), se trata de una enfermedad autoinmune (13, 14), o como
parece probable son factores de indole diversa, tanto parasitarios como
inmunolégicos (15), los responsables de la clinica de la enfermedad. Sélo
profundizando en el estudio de las interacciones que se producen entre el parasito
y el hospedador, se puede inferir el peso especifico de cada uno de los factores. En
principio, el porvenir de los tripomastigotes en el organismo, dado que la
multiplicacion es exclusivamente intracelular, depende del éxito de ese primer
contacto parasito-célula hospedadora, por lo que los mecanismos de
reconocimiento y adhesion celular resultan vitales para garantizar la penetracion
en la célula, y el establecimiento de la infeccion. A continuacién se aborda el
estudio, en primer lugar, de los factores propios del parasito, para a continuacion
revisar los factores dependientes del hospedador, lo que conduce a considerar la
repuesta inmune, y en definitiva sus implicaciones en la patogenia de la
enfermedad de Chagas.

3.1. LAS ARMAS DEL PARASITO: Invasion celular

Durante el contacto hospedador-parasito intervienen moléculas
superficiales de ambas células que interaccionan entre si. Muchas de las moléculas
del parasito, que en general se hallan ancladas a la membrana plasmatica por
gluco-fosfatidil-inositol (GPI), han sido caracterizadas y definida su funcion. Entre
las glicoproteinas de membrana de T. cruzi, uno de los grupos mas importantes son
las mucinas. Son parecidas a las adhesinas involucradas en el trafico linfocitario, y
estdn constituidas por un nucleo peptidico de 35 a 200 aminodacidos, con
abundantes residuos de serina y treonina, que son precisamente los lugares de
unién de O-oligosacaridos. Precisamente estos restos glucosidicos, participan junto
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a las transialidasas (TS) en la protecciéon del parasito de la accion litica del
complemento.

Figura 2.- Genes de mucinas del parasito expresados en el hospedador vertebrado y en el vector.

Las mucinas se dividen en dos grandes grupos (Figura 2), segin sean
expresadas en el hospedador vertebrado (TcMUC) o en el vector (TcSMUG). La
region central de la familia TcMUC, que es variable, las divide a su vez en dos
grandes grupos: TcMUC I y TcMUC II. Esta region genética esta ligada a la region
que codifica las TS, seguramente para asegurar la expresion coordinada de ambas.
El segundo grupo (TcSMUG), con una region central corta, se subdivide a su vez
en otros dos, en funcion del tamafio de su ARNm. Las presentes en el insecto, muy
homogéneas, tienen entre 35-40kDa y todas con una composicion idéntica en
cuanto a aminoacidos y carbohidratos. La diferencia entre los epimastigotes y las
formas metaciclicas reside en el ancla para GPI que cambia de un alquilglicerol a
ceramida. Las mucinas de los estadios presentes en el mamifero son mas hetero-
géneas y de peso molecular mayor, entre 60 y 200kDa, presentando algunos
aislamientos, una porcion terminal de galactosa (16). Precisamente estos epitopos
son los principales blancos de los anticuerpos anti-Gal, que al bloquear la
incorporacion de acido sialico, les hace sensibles a la accion del complemento.

Las TcSMUG tienen una funcion protectora frente a las proteasas presentes
en el intestino del vector. Las mucinas de las formas metaciclicas tienen ademas un
papel crucial en la adhesion y penetracion en las células de mamiferos, habiéndose
comprobado que su bloqueo con anticuerpos inhibe la invasion celular.

Las mucinas proporcionan lugares de unién para diversos receptores de
reconocimiento de patégenos (PRRs) (17) y también se ha descrito su union a
moléculas presentadoras tipo CD1d, capaces de reconocer antigenos glucolipidicos
(18). Su heterogenicidad ha llevado al planteamiento de una serie de cuestiones,
acerca de su papel en la interaccion parasito/ hospedador (16). Algunos autores
afirman que no tienen mas funciéon que modular o evadir la respuesta inmunitaria
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del hospedador, mientras que otros defienden que su accién es antagonizar el
desarrollo de células T efectoras por un mecanismo de ligandos peptidicos
alterados, como sucede en ciertos virus y en los estados exoeritrociticos de
Plasmodium (19). Apoyando la tesis de la evasion parasitaria, el mosaico
antigénico puede interferir la respuesta de células B induciendo anergia en
linfocitos CD4 especificos y una respuesta de anticuerpos monoespecificos, débiles
y de baja afinidad. También esa heterogenicidad podria facilitar la adhesion a
multiples lineas celulares, como sucede con Toxoplasma, un parasito promiscuo
que presenta en su superficie un mosaico antigénico muy heterogéneo (20).

Ademas de las mucinas, se han caracterizado e identificado otras glicopro-
teinas (21) relacionadas con los procesos de reconocimiento y adhesion (gp35/50
y gp83) o penetracidon (gp82, gp90 y Tc-85), asi como proteinas implicadas
también en estos procesos (penetrina, cruzipaina, oligopeptidasa B y Tc-80) o en
mecanismos de la inmunidad innata relacionados con la supervivencia del
parasito en los estadios iniciales de la infeccidn (transialidasas, Tc-52 y cruzipaina)
(22-24).

Figura 3.- Mecanismos de penetracion celular de T. Cruzi.

Entre los mecanismos utilizados por los tripomastigotes (Figura 3), el mas
comun para invadir los macrofagos es la fagocitosis. Para la invasion de las células
no fagociticas, el proceso de penetracion tiene lugar por endocitosis (25), con o sin
formacién inicial de lisosomas. En el primer caso, el proceso esta mediado por ac-
tina, y tiene lugar un reclutamiento de lisosomas al lugar de entrada, iniciado por
la movilizacion de Caz, que regula la exocitosis de los lisosomas hacia la membrana
plasmatica. En el segindo, el proceso es un mecanismo activo promovido por el
parasito, que provoca una invaginacion de la membrana (26) y la formacion de una
vacuola, que se fusiona con los lisosomas (60 min.) para formar un fagolisosoma.
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Si esta fusion no tiene lugar, el proceso es reversible y el tripomastigote podria
volver al medio extracelular.

Figura 4.- Fragmentacion de la vacuola e invasion citoplasmatica

Independientemente de cual sea el mecanismo de entrada, se forma la va-
cuola parasitéfora, cuya composicion parece ser modulada por el parasito. En este
escenario, el protagonismo corre a cargo de los lisosomas, principalmente por tres
razones: (a) son cruciales para la formacion de la membrana de la vacuola, (b) su
entorno acido proporciona el pH necesario para la fragmentacion de la membrana,
y (c) proporcionan puntos de anclaje para retener al parasito y reducir su alta mo-
vilidad, que de otro modo podria romper la célula y hacer fracasar la infeccion. En-
tre los componentes detectados en la vacuola, destacan los receptores Fc,
integrinas (1, glicoproteinas de membranas lisosomales, receptores CR3,
glioconjugados y residuos de galactosa.

A continuacion (Figura 4) tiene lugar el “escape” del parasito de la vacuola,
mediante un proceso de lisis de la membrana. Para ello, el parasito libera TS que
eliminan residuos de acido sialico de la membrana de la vacuola, y la hace sensible
a un factor secretado por el parasito denominado Tc-TOX, un péptido homologo al
componente C9 del complemento (21, 27). Las formas tripomastigote comienzan a
diferenciarse cuando aun se encuentran en el interior de la vacuola parasitéfora,
dando comienzo el proceso de fragmentacion, aproximadamente 2 horas después
de la infeccion.

Las formas amastigote comienzan a multiplicarse en el citoplasma celular
después de un periodo comprendido entre 20 y 35 horas; después de
aproximadamente nueve generaciones (26), el proceso termina con la
transformacién en formas tripomastigote en el citoplasma celular. La elevada

305




JOSE ANTONIO ESCARIO & ALICIA GOMEZ

movilidad de éstos induce la rotura de la membrana celular, liberando a los
parasitos al medio extracelular .

Aunque existen menos estudios sobre las moléculas de superficie de los
amastigotes, éstas también son capaces de invadir nuevas células, como lo
demuestra la existencia de una proteina ubicua (p21), que parece involucrada en el
proceso de invasién (28). Asimismo, los amastigotes presentan el factor Tc-TOX y
TS, lo que sugiere que también seran capaces de invadir tanto células fagociticas
como no fagociticas. La principal diferencia en el proceso de penetracion es que los
amastigotes dependen de la actina para poder efectuar la invasion, al carecer del
mecanismo activo exclusivo de los tripomastigotes.

3.2 LAS ARMAS DEL HOSPEDADOR: Respuesta inmune

Siguiendo el curso normal de la respuesta inmunitaria, el primer contacto
ocurre con los macréfagos y células dendriticas proximos al lugar de penetracidn.

Figura 5 .- Reconocimiento de PAMPs por distintos TLRs en el proceso de adhesion.

El reconocimiento del parasito (Figura 5) se efectua a través de los re-
ceptores de reconocimiento de patogenos (PRRs), especialmente del grupo de
receptores tipo Toll (TLRs). La presencia de acidos grasos saturados en las zonas
GPI de anclaje de las mucinas (29) promueve el reconocimiento de T. cruzi por los
macrofagos. Entre los TLRs involucrados en el reconocimiento de mucinas de
superficie del parasito, se encuentran el TLR2 y el conjunto TLR2-TLR6 (30).
Ademas, la proteina Tc52 secretada por el parasito, es reconocida a través de
TLR2, induciendo la secrecion de citoquinas y moléculas coestimuladoras via NF-
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kB (31). Los GPI de los tripomastigotes metaciclicos, que contienen ceramida, van a
ser reconocidos por TLR4 (32).

Figura 6.- Reconocimiento de PAMPs por receptores endocelulares.

Figura 7.- Induccion de I[FN-y por las diferentes vias activadas por el parasito.

También el ADN parasitario es un blanco de reconocimiento por el sistema
inmunitario, especialmente los motivos CpG (cuyo contenido en T. cruzi representa
un 51%). Estas regiones CpG van a ser reconocidas por los TLR9 (Figura 6) en los
lisosomas, haciéndose accesibles una vez que el parasito ha sido destruido (33).
Ademas de los TLRs, el sistema inmunitario dispone de otras vias de
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reconocimiento, como son los receptores citoplasmaticos denominados NOD, que
reconocen peptidoglicanos y muramil dipéptidos.

Los TLRs actuan utilizando el adaptador MyD88 (Figura 7), que activa el
factor de transcripcion NF-kB, que llevara a la producciéon de IL-12, y a la pola-
rizacion Th1, que inducira IFN-y. En el caso de TLR4, aunque también activa a NF-
kB, puede utilizar una ruta alternativa a través del adaptador TRIF, con la
produccion de interferones de tipo [ (IFN-f3), que a su vez estimulan a su receptor
(IFNAR), para la expresion de los genes IRG47, que son inductores de IFN-y. El
receptor NOD utiliza otro adaptador, pero también activa el factor NF-kB con
produccion de IL-12 e IFN-y.

Ademas, el parasito recurre a diversos mecanismos, como la activacion de la
via IP3 (inositol tri-P) o la intervencion de Tc52, para aumentar los niveles de
Ca?* intracelular, a fin de movilizar actina para la formacion de lisosomas y
facilitar la invasion (34). Pero esa elevacion de Ca?* activara la via calmoduli-
na/calcineurina que finalizara con la activacion de otro factor de transcripcion
nuclear, el NF-AT, que inducira directamente la produccion de IFN-y;
constituyendo asi otra via -independiente de PRRs- capaz de polarizar la respuesta
hacia un perfil Th1.

En definitiva, el hospedador dispone de una serie alternativa de caminos
redundantes, TLRs, NOD o movilizacién de Ca?*, que llevan a la produccidon de IL-
12 y/o IFN-y, para propiciar la respuesta adecuada, que esla Thl.

La susceptibilidad a la infeccion se ha estudiado en ratones knockout (Tabla
1) con las vias parcial o totalmente inhibidas. Como era légico esperar, los ratones
mas susceptibles son los que tienen inhibido el gen del IFN-y(14). De otra parte, se
ha comprobado una alta susceptibilidad en ratones que presentaban inhibida la
proteina encargada de la translocacion de TLR7 y TLR9 a los endolisosomas
(UNC93B1), lo que eleva la importancia de estos TLRs y hace a los patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPs) que reconocen (DNA y RNA), los
factores mas importantes en la activacidn de la respuesta innata (35).

Cuando los tripomastigotes son fagocitados por las células dendriticas y
procesados, el péptido generado es un péptido exdgeno, que como tal sigue la ruta
normal de presentacidn a los linfocitos CD4, via CMH II. Sin embargo, cuando los
tripomastigotes rompen la vacuola parasitéfora y se instalan en el citoplasma
transformandose en amastigotes, las proteinas procedentes del parasito,
secretadas, excretadas o producto de su lisis, son interpretadas por la célula como
proteinas endégenas y presentadas via CMH I a los linfocitos CD8.
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Tabla 1.- Susceptibilidad ala infeccién en ratones knockout.

Pérdida de: Susceptibilidad infeccion

v- IFN ++++++
MyD88,/TRIF b+
MyD88 ++++
NOD1 ++++
TLR2/ TLR9/TLR7 ++++
TLR7/TLR9 +++
IRG-47 T
TLR2 ++
TLR4 -

De hecho, esta ultima via de presentacion, parece mas importante, pues se
ha comprobado que si se inhibe la formacién de la f-microglobulina, los ratones
son incapaces de controlar la infeccién (36).

3.3. EL CONFLICTO: Evasion o victoria

Mientras el hospedador prepara una adecuada respuesta adaptativa, el pa-
rasito se defiende (Figura 8) bloqueando, al menos en parte, la IL-2 (37)
responsable de la expansion clonal de los linfocitos T. La inmunosupresion
resultante facilita su establecimiento y propagacion. Ademas, durante el proceso
de invasion, algunas cepas inducen en macrofagos y miocitos la apoptosis celular,
y se ha comprobado la autoapoptosis de amastigotes, también cepa-dependiente.
Este hecho puede contribuir a la propagacion silenciosa y a la persistencia del
parasito sin provocar una respuesta inflamatoria exagerada (38).

Figura 8. -Mecanismos defensivos de parasito frente a la respuesta inmunitaria del hospedador.
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Al igual que sucede con Leishmania, T. cruzi es capaz de provocar la
activacion alternativa de los macréfagos por induccién de arginasa, que desvia el
metabolismo de la arginina hacia la produccién de poliaminas en lugar de NO,
favoreciendo el crecimiento intracelular del parasito y su diseminacion (23).

Como la mayoria de los protozoos parasitos, T.cruzi induce una fuerte y
persistente respuesta Thl. En caso contrario, se produce una multiplicacion
masiva del parasito que suele terminar con la muerte del hospedador. El
reconocimiento de los PAMPs del parasito por parte del sistema inmunitario,
dispara los mecanismos protectores de la inmunidad innata, que logran controlar
parcialmente la infeccion, comenzando la produccion de las citoquinas
proinflamatorias IL-6 y TNF, quimioquinas quimiotacticas, como CCL5, para
linfocitos T, células NK, eosinofilos y basofilos, y moléculas de adhesion, que
sefializan la localizacion del foco inflamatorio. Todo ello tiene un triple efecto, por
un lado, preparar el terreno para la llegada a la zona de los elementos de la
inmunidad adaptativa, especialmente linfocitos T activados, por otro, aumentar el
proceso inflamatorio y el poder destructor de los componentes del sistema
inmunitario y, finalmente, dar la sefial para que las células dendriticas inicien su
proceso de migracién a los ganglios. Asimismo, los macrofagos y células
dendriticas comienzan a secretar IL-12, que inducira la produccién de IFN-y en
células NK, y proporcionara la sefial polarizante para derivar la respuesta hacia el
tipo Th1l. El IFN-y producido por LT activados y células NK induce la activacion de
las células fagociticas, que efectuaran la “explosion respiratoria” aumentando la
eficacia de la respuesta. La produccidn de IFN-y resulta crucial para el control de la
infeccion durante la fase aguda, comprobandose un agravamiento de los sintomas
y una alta mortalidad(14) tras su bloqueo. Finalmente, llegan también a la zona los
linfocitos Tc, capaces de reconocer y destruir a las células infectadas, produciendo
mas IFN-y, que derivara la respuesta ain mas hacia el perfil Th1l. Recientemente,
se ha sugerido que IL-17 juega un papel protector en las infecciones por este
parasito (39).

3.4. LAS SECUELAS DE LA BATALLA: Patogénesis

En la mayoria de los casos, todas estas acciones logran controlar, aunque no
eliminar la infeccién parasitaria. La reduccion de la poblacion parasitaria frena la
respuesta inmunitaria (Figura 9) mediante la secrecion de citoquinas antiinflama-
torias como IL-10; esto implica el cese de la respuesta Th1l, inhibiendo la accién
destructora de los macro6fagos (40), inclinando la respuesta del paciente hacia un
perfil Th2, que coincide con el inicio de la fase indeterminada (41, 42). Mientras en
la leishmaniosis, el parasito es el inductor de la producciéon de IL-10, en la enfer-
medad de Chagas no estd demostrado. La diferencia puede radicar en la fuente de
IFN-y e IL-10 en ambas infecciones; mientras en la primera son los linfocitos CD4
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(43), en la tripanosomiasis son las células NK las principales responsables de la
produccion de IFN-y (44), y los macréfagos y linfocitos T y B, de IL-10 (45).

Figura 9.- Regulacién de la respuesta inmunitaria en el hospedador.

Por razones atn no aclaradas, el inicio de la fase cronica se produce por una
disminucidén de los niveles de IL-10, que determina que el perfil revierta de nuevo
al tipo Th1, con presencia de IFN-y y supresidn de las citoquinas Th2, IL-4 e IL-10
(41, 46). Una de las razones barajadas es la existencia en el parasito de epitopos
inmunodominantes, que son presentados, via CMH I a los LTc provocando su
expansion clonal (1, 47). Esto induciria la produccion de IFN-y por estos linfocitos,
que polarizaria la respuesta hacia el tipo Th1. Pero como la respuesta se produce
frente a unos pocos epitopos, muchos de los linfocitos Tc activados en la
expansion clonal, no encontrarian al antigeno especifico, reaccionando con las
células propias del hospedador, y proporcionando a la vez al parasito un meca-
nismo de evasion (48). A su vez, la respuesta Thl, proporciona una mayor
capacidad de presentacidon y por tanto de activacién, con lo que es probable que
aumenten los clones de linfocitos activados, que producirian mas IFN-y,
introduciéndose asi respuesta en un bucle de retroalimentacion (Figura 9) para la
potenciacion de la respuesta Th1.

De este modo, la respuesta inmunitaria (Figura 10), si bien es claramente
protectora durante la fase aguda, no lo es tanto durante la fase cronica, ya que esa
reaccion inflamatoria persistente es la causante del dafio tisular que afecta a los
cardiomiocitos. Asi, se ha comprobado que las células T son una de las principales
causas de la cardiopatia chagasica, en principio, como dafio colateral en la elimina-
cion del parasito en la fase aguda, y posteriormente como consecuencia del
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mantenimiento de la respuesta Th1, seguramente por la estimulacién continua del
sistema inmunitario por parte del parasito (49). Curiosamente, los pacientes con
las cardiopatias mas severas muestran altos niveles de TNF (50, 51), citoquina mas
propia de la inmunidad innata y protagonista de los procesos inflamatorios
agudos. Asimismo se produce durante este periodo un infiltrado en el tejido

Figura 10. - Influencia de la respuesta inmune en el desarrollo de lesiones tisulares.

cardiaco de macrofagos, linfocitos CD8 y CD4, asi como un aumento local de
moléculas de adhesion (50). En definitiva, la respuesta Th1l es esencial en la
resistencia del hospedador a la infeccién, pero también en la génesis de la
miocarditis.

4. LAS EVIDENCIAS DE UNA POLEMICA: ¢SISTEMA INMUNE O PARASITO?

La induccidn de lesiones por inmunizacién adoptiva (13) y la demostraciéon
de que la genética del hospedador influye en la patogénesis de la enfermedad son
algunas de las bases que sustentan la tesis autoinmune (52). Los mecanismos que
intentan explicar el caracter autoinmune (53) de la enfermedad se resumen en la
Figura 11, muchos de ellos relacionados. En este sentido, se han identificado algu-
nos autoantigenos que dan reacciones cruzadas con antigenos del parasito, como
ocurre con la miosina, principal proteina del musculo cardiaco, y la proteina B13
de T. cruzi; asi, el 100% de los pacientes chagasicos con cardiopatia presentan esta
reaccion cruzada, mientras que sdlo aparece en el 14,5% de los asintomaticos
(54). Son también ejemplos de mimetismo molecular, las proteinas CHA y SAPA,
asi como el receptor 1l-adrenérgico y una proteina ribosomal, de hospedador y
parasito, respectivamente (50). Otro dato que apoya la teoria autoinmune, es el
hecho de que las lesiones cardiacas mas graves se observan en la fase crénica, con
aparente ausencia de parasitos. Esto reafirma la discordancia entre la presencia
del parasito y las lesiones cardiacas, y se refuerza por el hecho de encontrarse ADN

312




ENFERMEDAD DE CHAGAS.....

del parasito, pero no parasitos intactos (50). Esto unido a la induccion de lesiones
inflamatorias por homogenados de T.cruzi, apoyaria la tesis del

Figura 11.- Mecanismos implicados en la patologia autoinmune.

mimetismo molecular.

Otros mecanismos que sustentan la teoria autoinmune son la existencia de
antigenos cripticos y activacién policlonal (55), mecanismos de evasién muy
comunes entre los patéogenos. También, la denominada activacidon bystander, que
es la activacién de células T especificas frente a un antigeno durante la respuesta
inmune frente a un antigeno diferente, y puede ocurrir con o sin propagacion de
epitopos. En la enfermedad de Chagas, esta via puede ser iniciada tanto por
antigenos propios, procedentes de la destruccion tisular como por antigenos
parasitarios, en un ambiente rico en mediadores de la inflamacion;
posteriormente esas células T reaccionarian frente a antigenos propios
convirtiéndose asi en células T autorreactivas (53). El dafio tisular resultante de
esta reaccion autoinmune produciria la liberacion de nuevos antigenos propios,
cuyo procesamiento y presentacion induciria nuevas reacciones autoinmunes
frente a los nuevos epitopos. Teniendo en cuenta que la propagacion de epitopos
es el proceso por el que epitopos distintos al inductor de una respuesta se
convierten en la diana de esa respuesta, ambos mecanismos estarian directamente
relacionados.

En defensa de la relacion directa entre enfermedad e infeccién, y su
consideracion como enfermedad parasitaria, hay cada vez mas evidencias. Asi, los
neutrofilos y eosinoéfilos solo dafian a las células sanas “espectadoras” cuando se
incuban en presencia del parasito, indicando que es la interaccion con el parasito
lo que dispara la citotoxicidad (56). Ademas, la mayor sensibilidad de las técnicas
actuales basadas en PCR ha permitido detectar antigenos y ADN de T. cruzi
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escondido en diversos tejidos infectados; se estima que, aunque en escaso numero,
los parasitos podrian recircular por el sistema sanguineo y mantener la respuesta
inflamatoria, provocando el dafo tisular (57).

El desarrollo de determinadas patologias asociadas a areas geograficas
distintas, junto con el diferente tropismo tisular mostrado por distintas cepas dan
asimismo un papel preponderante al parasito (58, 59). Se ha visto que al genotipo
Tcl se asocian con mayor frecuencia alteraciones cardiacas que al genotipo Tcll
(60). También hay estudios que correlacionan la patologia con diferentes clones
(61). De otra parte, el tratamiento con benznidazol en modelos murinos y
humanos, provoca un cambio en el fenotipo de las células CD8 propias de la
infeccion persistente, hacia un fenotipo de células T de memoria, con capacidad
protectora frente a T. cruzi. Este cambio de fenotipo indica una curacién total
después del tratamiento con benznidazol, que no habia tenido lugar en la fase
cronica (62). Finalmente, los niveles de autoanticuerpos no se correlacionan con el
grado de disfuncion cardiaca en enfermos de Chagas (63).

Teorias recientes conjugan, en cierto modo, persistencia del parasito y
autoinmunidad, al demostrar la transferencia genética que ocurre desde el
parasito al genoma del hospedador. La autoinmunidad seria consecuencia de los
cambios fenotipicos inducidos por el ADN parasitario, concretamente por los
minicirculos del ADN del kinetoplasto (ADNk), retenido en el genoma del paciente
chagasico. Asi, la cardiomiopatia inflamatoria que acompafia a la enfermedad de
Chagas ha sido denominada como enfermedad autoinmune genéticamente dirigida
(64).

Independientemente del origen, autoinmune o parasitario, de las
alteraciones organicas, se han postulado varias hipotesis que intentan explicar el
desarrollo de la enfermedad. Asi, la denominada hipétesis neurogénica defiende
que es la destruccion neuronal tanto en el tejido cardiaco, como en los plexos
mesentéricos, la responsable de la descompensacion en la respuesta del simpatico,
que desencadena un efecto tdéxico neurohormonal (65). Asimismo se ha
comprobado que no hay alteraciones del control parasimpatico en los estadios
iniciales e intermedios de la enfermedad, y que la pérdida de neuronas es
insuficiente para producir manifestaciones clinicas, al contrario de los que ocurre
en fase créonica. El problema surge con la comprobacion de destruccion neuronal
también en zonas cardiacas no afectadas y la amplia variacion en nimero de
neuronas inflamadas en diferentes areas de los ganglios, especialmente los
intestinales (66). De otra parte, se sabe que las alteraciones en el simpatico y
parasimpatico van precedidas de dafio miocardico y disfuncion ventricular
izquierda (67), de modo que las alteraciones nerviosas serian la consecuencia y no
la causa del dafio cardiaco. También explicaria la pérdida de neuronas vagales y
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disfuncién parasimpatica en pacientes con cardiopatias o cardiomegalias no
chagasicas.

La hipotesis del estrés oxidativo se basa en el dafio producido en los
miocitos por intermediarios reactivos del oxigeno (IRO y NO) producidos en el
desarrollo de la respuesta inmunitaria. En este aspecto, se ha visto que los
complejos mitocondriales I y II presentan actividades bioquimicas inhibidas en el
tejido miocardico de ratones infectados con T. cruzi (68). Esos dos complejos no
solo contribuyen a la formacién y mantenimiento del gradiente de protones, que
permitiria la sintesis de ATP, sino que también producen grandes cantidades de
IROs, cuando no funcionan de forma 6ptima. La actividad supero6xido dismutasa es
ademas muy reducida en el tejido miocardico de los ratones infectados (69, 70). No
obstante, situaciones de estrés oxidativo se han documentado también en
enfermos no chagasicos (71), por lo que no se puede concluir que la cardiopatia
chagasica sea consecuencia del incremento en la producciéon de IROs. De hecho
parece mas probable que el dafio cardiaco tanto en chagasicos como en no
chagasicos promueva una modificacidn de las actividades mitocondriales, y como
en el caso anterior, no se puede asegurar si la disfuncién de la mitocondria es un
factor causante de la cardiomiopatia o es un simple indicador de la patologia.

Otros autores, defienden la denominada hipdtesis de la endotelina-1 (ET-
1), potente vasoconstrictor y estimulante de crecimiento del musculo liso. Los
niveles elevados en el plasma de ratones infectados experimentalmente con T.
cruzi, asi como su incremento en ciertas fases de la enfermedad humana, la han
implicado en esta patologia (72, 73). Esta molécula, producida por fibroblastos y
cardiomiocitos se ha ligado a patologias cardiovasculares, en lo que se denomina
como remodelacion cardiaca (74), siendo el principal factor en el curso clinico que
lleva al fallo cardiaco. Asi, se ha comprobado que se desarrolla una enfermedad de
Chagas mas leve en ratones sin gen ET-1 en sus cardiomiocitos (72). Ademas, la
inhibicion de la enzima, que da lugar a la forma activa también se traduce en una
disminucién de la patologia y un menor grado de remodelamiento cardiaco con
respecto a los controles. Todas estas observaciones son consistentes con el posible
papel de ET-1 como inductor de vasoconstricciéon y modulador de las alteraciones
vasculares observadas en la enfermedad de Chagas.

La hipoétesis de los péptidos natriuréticos, se basa en su hallazgo en
elevadas concentraciones en la circulacidon, en pacientes con enfermedad de
Chagas aguda y cronica con cardiopatia manifiesta (75). En este ultimo grupo, se
detecta ANP en los lugares donde hay lesién ventricular, pero no en focos
inflamatorios fuera de esas lesiones. Esta particular distribucion sugiere que los
péptidos natriuréticos son probablemente mas un indicador de una alteracion
cardiaca establecida, que un factor responsable de su génesis, no siendo por tanto
su presencia especifica de la enfermedad de Chagas (76). Estas conclusiones estan
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en linea con Bruggnik (77), que encuentra BNP también en células cardiacas de
pacientes no chagdasicos. Finalmente, la hipotesis de las perturbaciones
microvasculares, fue planteada a la vista de la correlacién encontrada entre la mi-
croangiopatia y el dafio tisular miocardico provocado por el parasito (78).
Asimismo se ha relacionado la formaciéon de aneurismas, uno de los signos mas
comunes en la alteracion cardiaca provocada por Chagas, con las alteraciones
microvasculares o microinfartaciones en las cuencas coronarias debido a la sobre-
estimulacién simpatica (79), constituyendo asi un puente entre esta teoria y la
neurogénica. Todo ello, unido a la hipoperfusién cardiaca observada, llevaria a la
isquemia, que seria la principal causa del dafio miocardico. La duda surge en este
caso cuando se observa isquemia en sé6lo un 10% de los pacientes chagasicos (80),
por lo que parece poco probable que sea un mecanismo general en la patogénesis
de la cardiopatia chagasica. El hallazgo de que tanto las alteraciones capilares
como la hipoperfusion no son exclusivos de la cardiopatia chagasica, induciria a
pensar que probablemente el dafio miocardico puede preceder a las per-
turbaciones microvasculares.

Considerando toda la experiencia acumulada sobre patogénesis de la
enfermedad crénica, Marin Neto et al. (73) han propuesto un cuadro resumen
(Figura 12) que conjuga las diversas teorias expuestas y que intenta explicar los
dafios miocardicos y los casos de muerte subita que se producen en esta patologia.

Figura 12.- Factores relacionados con las lesiones cardiacas en la infeccién crénica por T. Cruzi.
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5. EL DESENLACE DEL CONFLICTO

Finalmente, el andlisis de toda esta plétora de brillantes hipoétesis sobre la
patogénesis de la enfermedad de Chagas, nos induce a asumir un origen
multifactorial, con cuestiones ain no resueltas (Figura 13). Ahora bien, si como
parece es necesaria la presencia del parasito o cuanto menos la inclusion del ADN
parasitario en el genoma del hospedador para inducir la autoinmunidad, nos
inclinamos por pensar que el parasito estd lanzando “sefiuelos” biolégicos para
confundir al sistema inmunitario y evadir la respuesta inmune. En definitiva, la
enfermedad se mantiene como consecuencia de la interacciéon de dos genomas
altamente variables, y su persistencia se debe a la interaccién sostenida entre el
parasito y el sistema inmune del hospedador. Y es por tanto el parasito el principal
responsable de la patologia de la enfermedad.

Figura 13. -Sinopsis sobre el estado del conocimiento de la patogénesis de la enfermedad de Chagas.
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RESUMEN

Se propone un nuevo genosensor electroquimico para la deteccidon de una secuencia
especifica de ADN que codifica un fragmento inmunogénico de la a-2-gliadina,
proteina del gluten de trigo responsable de la celiaquia. El disefio del genosensor se
basa en la formacion de una monocapa autoensamblada de sonda de captura y un
agente bloqueante, mercaptohexanol, sobre electrodos de oro serigrafiados. Se
eligio un ensayo tipo sandwich, utilizando una sonda indicadora marcada con
biotina y el conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina como molécula de marcaje.
La deteccion del analito se basé en la medida de la corriente de oxidacion del 1-
naftol, producto formado por la hidrdlisis enzimatica del 1-naftil-fosfato, mediante
voltamperometria de pulso diferencial. Se investigaron y optimizaron los
parametros implicados en la composicion de la fase sensora mediante voltametria
ciclica, encontrandose como relacion optima sonda de captura:mercaptohexanol
2uM:9mM. Con el objetivo de minimizar las adsorciones inespecificas, se
optimizaron las concentraciones de sonda indicadora y conjugado enzima-
estreptavidina, especies involucradas en la fase de medida, obteniéndose como
valores 6ptimos 1 uM y 1,075x10° g/L respectivamente. El genosensor propuesto
presentd una respuesta lineal entre 20y 250 nM.

Palabras clave: Genosensor; Voltamperometria; Monocapa autoensamblada;
Gluten, a-2-gliadina.
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ABSTRACT

Electrochemical genosensor for indirect wheat gluten detection in food

A new electrochemical genosensor has been developed for the detection of a
specific DNA sequence that encodes for an immunogenic fragment of a-2-gliadin,
protein of gluten wheat that plays an important role in celiac disease. The
genosensor is based on a mixed self-assembled monolayer consisting on a capture
probe and a diluent molecule, mercaptohexanol, both immobilized on screen-
printed gold electrodes. A sandwich-type hybridization assay was selected, using a
signaling-DNA probe labeled with biotin and streptavidin-alkaline phosphatase as a
reporter molecule. Detection of DNA gluten is based on the measurement of the
oxidization current of 1-naphthol, product formed by a-naphthyl phosphate
enzymatic hydrolysis, by differential pulse voltammetry. Parameters involved in the
sensing phase were investigated and optimized by cyclic voltammetry. The optimal
capture probe to mercaptohexanol ratio was found to be 2 uM:9 mM. In order to
minimize unspecific adsorptions, both signaling probe and enzyme-streptavidin
conjugate concentrations (measurement phase parameters) were optimized (1 uM
and 1.075-10° g/L respectively). A linear response from 20 nM to 250 nM is
obtained with the proposed genosensor.

Keywords: Genosensor; Voltammetry; Self-assembled monolayer; Gluten, a-2-
gliadin.

1. INTRODUCCION

El gluten es un conjunto de proteinas vegetales de reserva presente en los
cereales (centeno, trigo, cebada y avena). La celiaquia es una enteropatia de base
inmunolégica debida a una intolerancia permanente al gluten, que padecen sujetos
genéticamente predispuestos provocando una lesion progresiva de las
vellosidades intestinales, cuya consecuencia mas importante es la disminucion de
la absorcion de nutrientes. Las proteinas inmunogénicas mas estudiadas son las
prolaminas, en especial las del trigo, denominadas gliadinas. La respuesta
adaptativa mas comun y mas fuerte hacia la gliadina esta dirigida contra un
fragmento de 33 aminoacidos de longitud de la a-2-gliadina (1, 2).

Aproximadamente una de cada cien personas padece esta enfermedad,
siendo la enfermedad crénica intestinal mas frecuente en Espafa (3). El dnico
tratamiento conocido es la dieta libre de gluten durante toda la vida. El etiquetado
“sin gluten” que llevan algunos alimentos, indica un contenido maximo de 20 ppm
en productos naturalmente libres de gluten y de 100 ppm para productos
procesados (4). Aunque estos niveles sean considerados aparentemente no
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dafiinos, el nivel exacto de inocuidad para los pacientes celiacos es incierto,
existiendo casos que se ven afectados con menores concentraciones.

Los métodos de deteccion de gluten mas extendidos son los basados en
ensayos ELISA. El principal inconveniente de esta metodologia es producir falsos
negativos cuando ocurre la desnaturalizacion de las proteinas por cambios de
temperatura o cuando se somete el gluten a tratamientos industriales para
aumentar la solubilidad. Ademas, se pueden producir reacciones cruzadas entre
proteinas estrechamente relacionadas, como las proteinas de la soja, muy
utilizadas como sustitutivos de las proteinas del gluten en algunos alimentos. No
obstante, se han descrito metodologias alternativas, como son: reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa (Q-PCR) (5-8), Western Blot, espectrometria de
masas y cromatografia (3, 9).

En vista de que muchos de los problemas analiticos derivan de la naturaleza
proteica de la muestra, el andlisis de secuencias especificas de ADN constituye una
alternativa interesante dado que el ADN es mas resistente a altas temperaturas
que las proteinas, y la sensibilidad y especificidad de la deteccién es mayor.

Actualmente, han surgido nuevas herramientas para la deteccion de ADN:
los genosensores. Estos son biosensores de ADN, y como tales son dispositivos
analiticos que convierten un evento biologico (hibridacién) en una sefal
cuantificable, cuyo elemento de reconocimiento biologico es una secuencia de
oligonucleétidos (sonda), complementaria a la secuencia de ADN a determinar
(analito), formandose el hibrido de Watson-Crick con elevada eficacia y extrema
selectividad en presencia de mezclas de diferentes acidos nucleicos no
complementarios (10, 11). Dentro de los posibles transductores, el electroquimico
aporta ventajas como alta sensibilidad, economia, facilidad de uso, portabilidad y
compatibilidad con las microtecnologias (12).

En este trabajo se propone el disefio y desarrollo de un genosensor
electroquimico para la determinacién indirecta de gluten, mediante la deteccion de
una secuencia de ADN especifica que codifica un fragmento proteico inmunogénico
del gluten.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Instrumentacion

Las medidas electroquimicas fueron realizadas en electrodos serigrafiados
(DropSens, Espafia) conectados a un potenciostato PGSTAT 12, controlado por el
software GPES 4.9005 (EcoChemie B.V, Holanda). La celda consta de tres
electrodos en la misma lamina de alimina (Figura 1): un electrodo de trabajo de
oro serigrafiado (diametro 4 mm), rodeado de un electrodo auxiliar también de
oro serigrafiado y uno de pseudoreferencia de plata. Previamente a su uso, los
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electrodos se limpiaron con etanol y agua Milli-Q, seguido de un pretratamiento
electroquimico mediante barridos ciclicos con H2SOs con el fin de eliminar
contaminantes y calcular el area efectiva del electrodo (13).

Todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente y cada
medida se realizé en un nuevo electrodo. Las medidas de pH se realizaron en un
pH-metro Crison micropH 2001 (Espafa).

Figura 1.- Electrodo serigrafiado (WWw.dropsens.com).

2.2. Reactivos

El Ditiotreitol (DTT), 6-mercapto-1-hexanol (MCH), fosfatasa alcalina-
estreptavidina (ALP-Strp), 1-naftilfosfato, albimina humana (BSA) y tween 20
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Espafia) y utilizados sin purificacion previa.
Las sales para la preparacion de los buffers (Tris, MgClz, KCl) y buffer 20xSSPE
(fosfato sodico salino con EDTA) pH 7,4 fueron obtenidos de Sigma-Aldrich. Etanol
al 96% e hidroquinona fueron suministrado por Panreac (Espafia), 1-naftol por
Merck (Espafa) y ferrocianuro de potasio por Probus (Espafia).

Las secuencias de oligonucledtidos utilizadas fueron suministradas por
Sigma-Genosys (Reino Unido). Todas las disoluciones de oligonucledtidos fueron
preparadas en agua Milli-Q y almacenadas a -202C.
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2.3. Procedimiento experimental

A.- Sonda de captura

Con el objetivo de reducir los enlaces disulfuro S-S, formados por la unién
de dos moléculas ADN-SH (14, 15) se procedi6 a su tratamiento con DTT. Para ello
se disolvid el contenido del vial (63,6 nmol de sonda de captura) en 100 pL de una
disolucion acuosa de DTT 0,1 M y se dejé a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. A continuacion, la sonda tiolada fue purificada por elucién
en una columna NAP-10 de Sephadex G-25 (lecho de dextrano) con 1,5 mL de agua
Milli-Q. Se determind la concentracion real midiendo su absorbancia a 260 nm,
encontrandose un 97 % de recuperacion respecto a la cantidad inicial del vial. Esta
disolucion fue almacenada en el congelador.

B.- Preparacion del sensor
Preparacion de la fase sensora.

Inmovilizacion de la sonda de captura mediante quimisorcion (unién
covalente ADN-SH - Au). Se depositan sobre el electrodo 40 pL de una disolucién
de la sonda de captura en buffer 2xSSPE pH 7,4 (buffer de hibridaciéon y de
inmovilizacion) dejandose en atmoésfera cerrada y saturada con agua durante 1 h'y
lavado.

Bloqueo electrédico

Se adicionan 40 pL de una disoluciéon de MCH en buffer 2xSSPE, dejandose
30 min, seguido de lavados.

Etapa de hibridacién

* Homogénea. Se mezcla la disolucion del analito con la sonda indicadora en
buffer 2xSSPE (Figura 2A), calentando durante 5 min a 100 2C y
sumergiendo 5 min en hielo.

* Heterogénea. Se depositan 40 pL de la disoluciéon anterior sobre la fase
sensora. Se espera 1 hora y se lava (Figura 2B).

Marcaje enzimadtico y deteccion electroquimica

Concluida la hibridacién, sobre la fase sensora se afiaden 40 pL de
disolucion del conjugado ALP-Strp en buffer bloqueante o de incubacion (5xSSPE
pH 7,4, 2% BSA 'y 0,1% Tween 20 (Figura 2C), se deja 10 min y se lava. Se afiaden
40 pL de 1-naftilfosfato 4 mM en buffer de medida (0,5 M Tris-HCl, 1 mM MgCl, 0,1
M KCl, pH 9,8). Transcurridos 10 min de incubacion, se realiza la medida
voltamperométrica (DPV) de 0 a +0,6 V (amplitud de pulso 20 mV y velocidad de
barrido 10 mV/s) (Figura 2D y E), desechando el electrodo tras la medida.
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Figura 2. -Esquema del ensayo tipo sdndwich.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Diserio propuesto

El disefio del genosensor se basa en la formacién de una monocapa
autoensamblada compuesta por sonda de captura y un agente bloqueante. Se
propone un ensayo tipo sandwich en el cual parte de la secuencia del analito es
complementaria con la sonda de captura y parte con una sonda indicadora, esta
ultima marcada con una molécula de biotina en su extremo 3’ para su posterior
uniéon al conjugado estreptavidina-enzima a través del enlace de alta afinidad
biotina-estreptavidina. Con este ensayo se evita la necesidad de marcar al analito.
La enzima utilizada, fosfatasa alcalina (ALP), cataliza la conversion de 1-
naftilfosfato a 1-naftol, producto electroactivo de estructura plana heterociclica
capaz de intercalarse en la monocapa de ADN, cuya oxidacion se mide mediante
voltamperometria de pulso diferencial (DPV).

3.2. Eleccién de la sonda de captura

Debido a la capacidad antigénica demostrada del segmento de 33-mer de la
proteina a-2-gliadina, se seleccion6 la secuencia de 99 nucleétidos que codifica
para este fragmento proteico, para ser utilizada como analito.
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Con el fin de conocer la especificidad de la secuencia elegida como analito
se utilizé el programa BLAST (16) comprobandose que solo tiene homologias con
secuencias especificas de trigo y no con otras especies como hongos y bacterias
ambientales, que podrian generar interferencias en el analisis.

Para predecir las posibles estructuras secundarias del fragmento de ADN y
su hibridacion con la sonda de captura e indicadora, se utilizé una base de datos
llamada Mfold web Server (17). La estructura secundaria tipo mango-bucle de la
sonda de captura presenta una energia libre AG=-10,7 Kcal/mol. La formacién del
hibrido analito-sonda de captura presenta una AGagpex= -49,8 kcal/mol,
demostrando la apertura espontanea de la sonda en presencia de analito. El analito
y sonda indicadora poseen una estructura secundaria cuya formacién presenta
valores de AG =-12,5 Kcal/mol y AG = -13,2 Kcal/mol respectivamente, superiores
a la energia del hibrido analito-sonda indicadora (AG = -113,1 Kcal/mol), lo que
indica la hibridaciéon espontanea de la sonda indicadora con el hibrido analito-
sonda de captura.

3.3. Caracterizacion de los electrodos serigrafiados

Para comprobar reproducibilidad de la superficie electrddica, se realizaron
voltamperometrias ciclicas entre +0,6 a -0,1 V (60 mV/s, 10 barridos) con
ferrocianuro de potasio 0,5 mM en buffer 2xSSPE (18, 19). Se midio la intensidad
del pico de oxidacion para 10 electrodos pretratados con H2S04, y obteniéndose un
coeficiente de variacién de 5,7%, confirmando la adecuada reproducibilidad del
proceso de serigrafiado.

3.4. Ensayos preliminares de respuesta del genosensor

Se estudi6 la interaccion entre la sonda de captura y el hibrido analito-
sonda indicadora y se evalud la especificidad de esta interaccion mediante el uso
de una secuencia no complementaria. Para determinar el ruido de fondo originado
en parte por las uniones inespecificas a la superficie electrodica de los reactivos
utilizados, se realiz6 un ensayo del blanco. Estos ensayos se realizaron con sonda
horquilla 2 uM; MCH 4,5 mM; sonda indicadora 2 pM; ALP-Strp 4,3-103g/Ly 1-
naftil-P 4 mM.

El ensayo con la sonda no complementaria dio una intensidad de 1,1 pA
similar a la obtenida en el ensayo del blanco. En estas mismas condiciones
experimentales, una concentracion de analito 1 pM dio una intensidad de 9,54 pA
(Figura 3), aproximadamente 9 veces superior al blanco y al ensayo negativo. Estos
resultados muestran la especificidad del método propuesto.
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Figura 3.- Voltamperogramas obtenidos en los ensayos positivo, negativo y blanco.

Con el fin de averiguar la relacion existente entre la sefial y la concentraciéon
de analito se midieron disoluciones de concentraciones comprendidas entre 0,2 y
10 pM del mismo. Sorprendentemente, se obtuvo la maxima respuesta para la
menor concentracion de analito. Es posible que estos resultados se atribuyan a la
baja concentracion de algunos de los reactivos implicados en las reacciones de
hibridacién o amplificaciéon enzimatica, y por ello se estudié de forma individual
cada etapa del proceso.

Para conocer la influencia de la sonda indicadora, se repiti6 la experiencia
anterior utilizando una concentraciéon de 10 uM de dicha sonda, observandose una
relacidon proporcional entre la respuesta y la concentracién de analito hasta 5 pM
(Figura 4). Estos resultados dejan patente la importancia de este parametro, ya
que amplia el limite lineal superior sin olvidar su efecto negativo en la sefial del
blanco.

A continuacion, se aument6 la concentracién de conjugado ALP-Strp. Al
utilizar una concentraciéon de enzima de 8,6 x 10-3 g/L, se obtuvieron sefales
proporcionales a la concentracion de analito hasta 10 puM (Figura 5),
confirmandose también el efecto de este parametro en la respuesta. Mayores
concentraciones de enzima (17,2 x 10-3 g/L) dieron curvas voltamperométricas
distorsionadas y blancos anormalmente altos, resultados que confirman la
adsorcion inespecifica de este reactivo sobre la fase sensora.
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Figura 4.- Respuesta del genosensor con sonda indicadora 10 pM. Inlet: Relaciéon Imax-
concentracion de analito.

Considerando que un aumento de la concentracién de sonda indicadora y
enzima conlleva un aumento en el intervalo lineal pero también origina un
aumento de la sefial del blanco, y dado que nuestro objetivo es la deteccién de
concentraciones de analito inferiores a 1 uM, comenzaremos utilizando de las
minimas concentraciones estudiadas (4,3- 103 g/L de ALP-Strp y 2 uM de sonda
indicadora).

3.5. Optimizacion de la fase sensora

La optimizacion de la fase sensora (sonda de captura y MCH inmovilizados
sobre la superficie del electrodo de trabajo) es necesaria para obtener una
monocapa homogénea que favorezca la hibridacién pero no tan compacta que
genere repulsiones electroestaticas y electroestéricas (20).

La funciéon del MCH es disponer adecuadamente las hebras de ADN
quimisorbidas, algunas inicialmente inclinadas, situandolas de manera
perpendicular a la superficie (11). El MCH se intercala entre las hebras de ADN y se
obtiene asi una monocapa mixta organizada, en la que las cadenas se orientan
paralelas entre si y perpendiculares a la superficie electrodica (Figura 6),
aumentando la eficiencia de hibridacion.
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Figura 5.- Respuesta del genosensor con ALP-Strp 8,6 x 103 g/L. Inlet: Relaciéon Imax-
concentracion analito.

En la Figura 7, se comparan las respuestas obtenidas con sensores que
contienen 4,5 mM y 9 mM de MCH. Al aumentar la concentraciéon de MCH se
observa un descenso de la sefial generada por el blanco que permite detectar 0,1
uM de analito.

Aunque el aumento de la concentracion de MCH mejora la relacion
sefial/ruido, deben estudiarse mas a fondo las caracteristicas de la monocapa
formada sobre el electrodo en estas condiciones. La densidad de sonda
inmovilizada es un factor decisivo en la eficiencia de la reaccién de hibridacion.

A B
Sonda de ) MCH ®)

captura tiolada

Electrodo
de Au

Figura 6. -Formacién de monocapa autoensamblada mixta con MCH en electrodos de oro.

332




DISENO DE UN GENOSENSOR...

1,0E-05
8,0E-06
® blanco
g 6,0E-06
é = analito 0,1 uM
— 4,0E-06
Hanalitol pM
2,0E-06 |
MCH45 mM MCH9 mM

Figura 7.- Efecto de la concentracién MCH sobre la intensidad de corriente.

Para obtener informacion acerca de la densidad de empaquetamiento de la
monocapa, se estudiéo el comportamiento electroquimico de distintas especies
electroactivas neutras, para evitar posibles interacciones electrostaticas, como
hidroquinona (HQ), ferrocianuro y 1-naftol mediante voltamperometria ciclica
(-0,3Va+0,6 V Vparrido = 50 mV/s).

3.5.1. Hidroquinona

El proceso redox de la HQ se ve modificado respecto al electrodo desnudo al
inmovilizar sobre la superficie del electrodo s6lo MCH de 1 a 9 mM, solo horquilla
0,02 uM a 2 uM o ambos simultaneamente.

Este cambio se acentia a medida que aumenta la complejidad de la
monocapa observandose un descenso en la intensidad y un aumento del caracter
irreversible del proceso redox.

La presencia de MCH, independientemente de su concentracion, cambia el
perfil redox de la HQ. Por el contrario, la presencia de la sonda de captura solo
afecta al comportamiento de la HQ a partir de 0,2 pM. Debido a que interesa
inmovilizar la mayor cantidad posible de sonda (horquilla), ya que la hibridacién
en superficie se encuentra mas dificultada que la homogénea (hibridacion
disolucion), se selecciond una concentracion 2 uM de sonda de captura.

Tal y como se muestra en la Figura 8, el cambio en el comportamiento
electroquimico de la HQ una vez formada la monocapa (2 uM horquilla y 9 mM
MCH) demuestra el adecuado recubrimiento del electrodo. El desplazamiento de
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los potenciales se atribuye a la orientacion de la HQ en la monocapa, que favorece
su proceso redox.

9,0E-05
6,0E-05 |
3,0E-05 /
__0,0E+00 -
<
= -
-3,0E-05 |
== c¢lectrodo desnudo
-6,0E-05 |
2 uM horquillay 9 mM MCH
-9,0E-05 |
_1’2E_04 1 1 1 1 1 )
04 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
E(V)

Figura 8. - Voltamperometria ciclica de hidroquinona sobre electrodo desnudo y modificado.

3.5.2. Ferrocianuro

El ferrocianuro es una molécula algo mas compleja que la HQ, electroactiva,
cuyo proceso redox reversible es muy conocido, y no se ve tan afectada por
cambios de pH (18). En esta experiencia se procedi6 de igual forma que en el caso
de la HQ.

En la Figura 9, se muestra el comportamiento redox del ferrocianuro (0,5
mM) en el electrodo desnudo, con un potencial de oxidacion a ~0,5 V e intensidad
aproximada de 50 pA. Al modificar el electrodo con horquilla 2 uM disminuyen las
intensidades de los picos anddico y catédico como con la HQ, pero, a diferencia de
la HQ aumenta la diferencia entre potenciales, ya que esta molécula no es tan facil
de orientar como aquella dentro de la monocapa. Este cambio se acentiia en
presencia de la monocapa mixta, observidndose un recubrimiento efectivo al
utilizar 2 pM de horquilla y 9 mM de MCH.
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Figura 9.- Voltamperometria ciclica de ferrocianuro potasico sobre electrodo desnudo y
modificado.

3.5.3. Naftol

Por ultimo, se estudié el comportamiento electroquimico del 1-naftol (2
mM) en funciéon de la complejidad de la monocapa por tratarse de la especie
electroactiva utilizada en el genosensor propuesto. En esta experiencia se
ensayaron dos configuraciones de sonda de captura tipo horquilla y lineal con la
misma secuencia de nucleétidos. También se comprob6 que el sustrato enzimatico
1-naftilfosfato, no sufre proceso alguno sobre el electrodo.

En la Figura 10, se aprecia que en un electrodo modificado con horquilla el
paso del naftol se ve dificultado requiriendo mayor potencial de oxidacién que en
el electrodo desnudo. Al inmovilizar tanto sonda como MCH el potencial requerido
fue alin mayor.

Posteriormente, se procedid a la modificacion de los electrodos con 2 uM de
horquilla y concentraciones variables de MCH, dado que este ultimo es el
responsable de la organizacion de la monocapa y de la orientacién vertical de las
hebras de ADN sobre la superficie electrddica, contribuyendo a la orientacion del
1-naftol y su adsorcién al electrodo.
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Figura 10- Voltamperometria ciclica de 1-naftol sobre electrodo desnudo y modificado.

Como se muestra en la Figura 11, al aumentar la concentracion de MCH el
potencial de oxidaciéon aumenta. La maxima intensidad se obtuvo con 9 mM de
MCH y 2 uM de hoquilla, disminuyendo al utilizar MCH 13 mM, debido a que la
monocapa formada es tan compacta que el paso del 1-naftol se ve muy dificultado.
Con concentraciones inferiores a 9 mM de MCH se obtiene una monocapa
desorganizada, disminuyendo la capacidad del 1-naftol de intercalarse y
adsorberse en el electrodo.

Por ello, se seleccion6 9 mM como concentracion 6ptima de MCH para
obtener una monocapa mixta organizada y asi conseguir la maxima sefial analitica.

La sonda lineal provocé el mismo cambio en el potencial del pico de
oxidacion del 1-naftol respecto al electrodo desnudo (Figura 12), pero la
intensidad sufrié un descenso significativo.

3.6. Optimizacion de la fase de medida

Una vez definidas las concentraciones 6ptimas de sonda de captura y de
MCH, se procedid a la optimizacidn de la fase de medida con el objetivo de mejorar
la sensibilidad y disminuir la sefial del blanco.
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Figura 11.- Voltamperometria ciclica con 1-naftol para electrodos modificados con fase sensora.
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Figura 12.- Voltamperometria ciclica con 1-naftol para electrodos preparados con sonda horquilla
y sonda lineal.
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Se estudi6é la influencia de la concentracion de sonda indicadora y
conjugado enzimatico ya que el ruido se debe fundamentalmente a la adsorcién
inespecifica de ambas especies. La primera se encuentra sobre la superficie
electrodica durante la etapa de hibridacion heterogénea siendo probable su
absorcion al electrodo a través de sus bases nitrogenadas. Algo similar puede
ocurrir con la enzima afiadida al medio catalizar la conversién del sustrato
enzimatico a producto electroactivo.

Se estudiaron conjuntamente tres niveles de concentraciéon de sonda
indicadora (2, 1 y 0,5 uM) y cuatro niveles de enzima ALP-Strp (4,3-10-3 g/L;
2,15-103 g/L;1,075-103 g/Ly 5,375-10* g/L).

La intensidad del blanco se hace menor conforme disminuye la
concentracion de sonda indicadora y de enzima siendo el efecto de ésta mas
pronunciado (Figura 13).

Como se observa en la Figura 14, el blanco dio la minima sefial en presencia
de la menor concentracion de enzima estudiada (5,375-10# g/L). Sin embargo, en
estas condiciones la sefial del blanco no se vio afectada por la concentracion de
sonda indicadora. Segun estos resultados, el efecto de la sonda indicadora en el
ruido parece menor que el de la enzima.

. - 1,E-06 -
1E-06 [, uM de indicadora 0537 mlL 1pM de indicadora 0,537 mg/L
8,E-07 1,075 mg/L 8,E-07 | 1,075 mg/L
-#-2,15mg/L -0-2,15mg/L
2 6,E-07 —-43mg/L 26£—07 r —%4,3mg/L
T 4,E-07 T4E-07
2,E-07 2,E-07
0,E+00 0,E+00
0 0,2 0,4 0,6 0,8 0 0,2 0,4 0,6 0,8
E(V) E(V)
1,E-06
0,5pnuMde indicadora 0,537 mg/L
8,E-07 -#-1,075mg/L
——2,15mg/L
e 6.E-07 | 4,3mg/L
~ 4,E-07
2,E07 - }'\ .
0,E+00 ¢ - :
0 0,2 0,4 0,6 0,8
E(V)

Figura 13.- Influencia de la adsorcidn inespecifica de la enzima en el ruido de fondo.
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Figura 14.- Influencia de sonda indicadora en la sefial blanco para diferentes concentraciones de
enzima.

Disminuir la cantidad de estos reactivos podria afectar a la sensibilidad del
ensayo ya que constituyen dos de las etapas clave del marcaje y amplificacion de la
reaccion de hibridacion. Es necesario llegar a una situacion de compromiso en
donde la intensidad del blanco sea lo menor posible, sin disminuir la intensidad
que origina el analito.

La experiencia siguiente, se realizd para evaluar si las condiciones
experimentales 6ptimas permitian la determinacidn de diferentes concentraciones
de analito. Se seleccion6 una concentracion de sonda indicadora de 1 pM, en
exceso respecto al analito. Para esta concentracion de sonda, la intensidad
generada por el blanco fue similar cuando las concentraciones de enzima fueron
5,375-10# g/L y 1,075-10-3 g/L. Para asegurar que el conjugado enzimatico no
fuera un reactivo limitante del diseno se tomd como valor de estudio 1,075-10-3

g/L.

En la Figura 15, se muestra la respuesta de distintas concentraciones de
analito en estas condiciones experimentales. Se observa una gran diferencia entre
el blanco y 0,001 uM de analito.
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Figura 15.- Voltamperogramas obtenidos en condiciones 6ptimas:1puM de sonda indicadora y
1,075-10-3 g/L de enzima.

3.7. Respuesta del genosensor

Una vez optimizadas las condiciones experimentales, se procedio6 a evaluar
la respuesta del genosensor propuesto.

Se evalué la precision del método en términos de repetibilidad y
reproducibilidad.

Se realizaron estudios de repetibilidad utilizando un mismo genosensor
para la realizacién de determinaciones de analito sucesivas, tras una etapa de
lavado con buffer 2x SSPE. En la Figura 16 se aprecia una disminucion del 80% de
la intensidad de corriente en la cuarta utilizaciéon del dispositivo, y de hasta el 95%
en la sexta medida, lo que sugiere la formacion, por parte del producto de
oxidacion electroquimica del 1-naftol, de una capa polimérica pasivante sobre la
superficie del electrodo limitandolos a un solo uso. La formacién del polimero a
partir del 1-naftol oxidado desactiva la superficie electrddica, efecto que se acentua
al realizar medidas sucesivas, lo cual no es un inconveniente importante teniendo
en cuenta el caracter desechable del formato de los electrodos utilizados
(serigrafiados de bajo coste).
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Figura 16.- Respuesta en funcién del nimero de utilizaciones de un mismo genosensor.

Para el estudio de reproducibilidad, se prepararon seis genosensores y se
midié la sefial generada por una disolucién de analito 0,1 uM. Se obtuvo un
coeficiente de variacion del 22,92% (n=6) en las medidas de intensidad, que
interpretamos como una reproducibilidad aceptable, pero susceptible de mejora.

Utilizando las condiciones 6ptimas de la fase sensora y etapa de medida, se
obtuvo respuesta lineal hasta una concentracién de analito de 250 nM como se
observa en la Figura 17. La relacion entre la intensidad de corriente y la
concentracion de analito para un intervalo de concentraciones comprendido entre
20 nM y 250 nM viene dada por la siguiente ecuacion: Imax (A) = 1,21467-107 +
2,18207 x concentracion (M) r=0994

Figura 17.- Curva de calibrado con condiciones éptimas.

341




B. MARTIN & col

4. CONCLUSIONES

El genosensor electroquimico propuesto para la deteccion de gluten basado
en un ensayo tipo sandwich, se fabric6 sobre un electrodo de oro serigrafiado
mediante la formacién de una monocapa autoensamblada mixta. Una vez
optimizadas todas las condiciones experimentales implicadas en el disefio del
genosensor y en la etapa de medida se obtuvo una sefal analitica proporcional a la
concentracion de analito lo que demuestra la validez del genosensor propuesto.
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RESUMEN

El disefio de sistemas transportadores basados en nanoparticulas magnéticas
pretende la acumulacién en el tejido tumoral de la dosis de farmaco administrada.
Asi debe obtenerse una mejora significativa del efecto anticanceroso, junto con la
minimizacion de la toxicidad asociada. En este contexto, desarrollamos una
metodologia reproducible de formulacion de nanoparticulas constituidas por
nucleos de o6xido de hierro (magnetita) embebidos en una matriz de poli(e-
caprolactona). La extensa caracterizacion fisicoquimica de estos nanocompuestos
permitio definir las condiciones 6ptimas de formulacion para asegurar el transporte
eficaz de farmacos. Se estudié la capacidad de la nanoplataforma para desarrollar
un efecto antitumoral de hipertermia, su compatibilidad sanguinea y su utilizacién
por via intravenosa como sistema transportador de doxorrubicina hasta el tejido
canceroso. Las nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona) presentaron una
adecuada vehiculizacion de este farmaco, junto con una muy significativa
susceptibilidad magnética. Finalmente, se analizé la actividad antitumoral de los
nanocompuestos cargados con doxorrubicina en un modelo de tumor subcutaneo
EMTG6 inducido en ratones. Se observé que éstos presentaban un marcado efecto
quimioterapico en comparacion con tratamientos alternativos (p.ej., la
administracion de estas nanoparticulas sin guiado magnético hasta la masa tumoral,
o el tratamiento con una solucién intravenosa de doxorrubicina). Los resultados
obtenidos resaltan las interesantes propiedades que presenta la nanoformulacion
disefiada para el desarrollo de una terapia eficaz contra el cancer.

Palabras clave: Cancer; Hipertermia; Nanoparticulas compuestas; Nanoparticulas
magneéticas; Transporte de farmacos.
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ABSTRACT

Improvement of the antitumor activity of doxorubicin by the use of magnetic
nanoplatforms

The introduction of magnetic nanoplatforms in the cancer arena is intended to
optimize the accumulation of the drug dose into the tumor interstitium with the
help of a magnetic gradient. As a result, the chemotherapeutic agent may exhibit an
enhanced anticancer efficacy and a negligible systemic toxicity. In these contexts,
we have developed a reproducible methodology for the design of magnetite/poly
(e-caprolactone) core/shell nanoparticles. A detailed physicochemical
characterization of these nanocomposites suggested that their heterogeneous
structure allows their use in drug delivery, thanks to an excellent responsiveness to
magnetic gradients. In vitro heating characteristics (hyperthermia inducing
capability) of the core/shell nanoparticles were investigated in a high frequency
alternating magnetic gradient. Blood compatibility of the nanoformulation was
defined in vitro. Finally, this nanodevice was used to enhance the intravenous
delivery of the anticancer agent doxorubicin to the tumor tissue. The
nanocomposites were characterized by an adequate doxorubicin loading, a
significant magnetic susceptibility, and a low burst drug release. When injected to
the EMT6 subcutaneous mice tumor model, these doxorubicin-loaded core/shell
nanoparticles were magnetically guided, and they displayed considerably greater
anticancer activity than the other anticancer treatments (i.e., doxorubicin-loaded
nanocomposites non-magnetically guided, or doxorubicin free in solution). Thus, the
here-described stimuli-sensitive nanomedicine possesses important characteristics
for effective therapy of cancer.

Keywords: Cancer; Drug delivery; Hyperthermia; Magnetic nanoparticles;
Nanocomposites.

1. INTRODUCCION

La necesidad de encontrar tratamientos quimioterapicos eficaces ha hecho
que se incrementen las lineas de investigacion en esta materia. Esto ha permitido
un mayor conocimiento de los origenes moleculares del cancer, con la consiguiente
identificacion de novedosas aproximaciones terapéuticas y el desarrollo de un
amplio arsenal de moléculas antitumorales. Sin embargo, los agentes
quimioterapicos utilizados en clinica suelen presentar importantes limitaciones
que determinan el habitual fracaso del tratamiento incluso en aquellos tipos de
cancer tedricamente mas sensibles (1). Un claro ejemplo lo constituye la baja
respuesta global (* 10 %) alcanzada con la utilizaciéon de 5-fluorouracilo en el
tratamiento del cancer colorrectal avanzado. Ademas, se ha descrito que la
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combinacién de este agente con otros anticancerosos sdlo permite mejorar la
eficacia antitumoral = 45 % de los casos (2).

Entre las principales razones que justifican el fracaso del tratamiento
antitumoral destacan (3): i) la farmacocinética desfavorable del agente
anticanceroso (rapido aclaramiento plasmatico, rapida biodegradacién y corta
semivida plasmatica) determina el uso de dosis altamente téxicas y una rigurosa
pauta de tratamiento para conseguir el efecto terapéutico deseado; ii) la extensa
biodistribucion y extravasacion de la molécula antitumoral en zonas no deseadas
determina una elevada toxicidad; iii) la selectividad del fArmaco por las células
malignas generalmente es muy pobre; iv) la susceptibilidad de desarrollar
resistencia a los anticancerosos por parte de las células tumorales; y, v) las
propiedades fisicoquimicas desfavorables de los agentes quimioterapicos, por
ejemplo su hidrofobia, induce una escasa acumulacion en el lugar de accion.

Con el objetivo de solucionar estos problemas se han asociado moléculas
antitumorales con coloides para el tratamiento del cancer. Esta asociacion
pretende aumentar la acumulacion especifica del farmaco en la zona tumoral, e
incrementar el tiempo de exposicion de las células cancerosa al principio activo (3,
4). De esta manera, numerosas investigaciones han perseguido la formulacién de
coloides, basados principalmente en nanomateriales vesiculares o poliméricos,
para conseguir el transporte eficaz de cualquier antitumoral a la zona diana (1, 3-
5). Sin embargo, recientes estudios han probado que esta simple asociaciéon no
siempre resulta suficiente para dirigir especificamente un farmaco a cualquier
zona del organismo, mas alla de los drganos pertenecientes al sistema reticulo
endotelial (3). Este hecho ha determinado que las investigaciones cientificas en
este terreno se hallan enfocado al disefio de nanoparticulas segin novedosas
estrategias de transporte pasivos de farmacos (basadas en el efecto de permeacion
y retencion incrementada propio de la masa tumoral) y de transporte activo de
farmacos (fundamentadas en interacciones ligando-receptor, y en el uso de
nanomateriales sensibles a estimulos externos) (3, 4).

Quizas los coloides magnéticos sean uno de los sistemas que mas
interesantes posibilidades ofrece en el transporte y liberacion controlada de
farmacos antitumorales. De forma general, las nanoparticulas magnéticas estan
constituidas por un nucleo magnético englobado en una matriz organica (p.ej., un
polimero) o inorganica (p.ej., silice). Se ha descrito que las caracteristicas de estos
coloides pueden modificarse mediante un procedimiento de sintesis adecuado
para definir unas propiedades fisicoquimicas y una capacidad de respuesta a
gradientes magnéticos aplicados, que permitan controlar eficazmente su
distribucién (y asi la del farmaco vehiculizado) hasta el tejido tumoral (6). Los
coloides magnéticos presentan numerosas posibilidades en biomedicina ya que
pueden (6-9): i) ser visualizados mediante resonancia magnética nuclear y, por lo
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tanto, ser utilizados como agentes de contraste debido a su capacidad para reducir
los tiempos de relajacion T1*, T2*; ii) transportar y acumular un farmaco en el
lugar diana mediante la utilizacion de un gradiente magnético adecuado,
aumentando el tiempo de exposicion de las células diana al agente quimioterapico;
y, iii) producir un efecto de hipertermia en el lugar deseado, ya que generan calor
bajo la accion de un gradiente electromagnético alterno.

En el presente trabajo describimos una metodologia de sintesis
reproducible para la formulacién de nanoparticulas constituidas por nucleos de
oxido de hierro (magnetita) embebidos en una matriz de poli(e-caprolactona),
como sistemas transportadores del agente quimioterapico doxorrubicina. A pesar
de su notable actividad antitumoral, la utilizacién clinica de esta antraciclina se
encuentra seriamente limitada por sus importantes efectos adversos (p.ej.
cardiotoxicidad severa) y por el desarrollo de resistencias por las células
tumorales (10, 11). La extensa caracterizacion fisicoquimica a realizar de los
nanocompuestos magnéticos permitira optimizar la eficacia de la estrategia de
sintesis desarrollada. La compatibilidad sanguinea de las nanoparticulas se
investigd in vitro en muestras de sangre mediante el analisis del efecto que ejerce
el coloide magnético sobre los procesos de hemolisis, activacion plaquetaria y
activacion del complemento. Se analizaron dos estrategias de vehiculizacion de
doxorrubicina: adsorcion superficial e incorporacién en matriz (absorcion), asi
como los principales factores implicados en el proceso, utilizando para ello la
técnica de espectrofotometria ultravioleta-visible. A continuacion, se investigd in
vitro el proceso de liberacién de doxorrubicina desde las nanoparticulas. El estudio
de las propiedades magnéticas de los nanocompuestos permitio definir su
capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados y de desarrollar un
efecto antitumoral de hipertermia. Finalmente, se analiz6 la actividad
anticancerosa de las nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona) cargadas con
doxorrubicina en un modelo de tumor subcutaneo EMT6 inducido en ratones.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Material

Todos los reactivos quimicos utilizados tenian calidad analitica (Sigma-
Aldrich, Alemania). El agua utilizada en los experimentos fue desionizada y filtrada
previamente con un sistema Milli-Q Academic (Millipore, Francia).

2.2. Métodos

2.2.1. Sintesis de las nanoparticulas magnetita/poli(s-caprolactona)

La sintesis que proponemos esta basada en el método de disposicion
interfacial de la poli(e-caprolactona), utilizado en la sintesis de nanoparticulas de
este polimero (véanse, p.ej. las referencias 12 y 13). Basicamente, se trata de
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provocar la precipitacion de la poli(e-caprolactona) en un medio acuoso que
contiene los nucleos del 6xido de hierro (magnetita), para que asi éstos queden
embebidos en la matriz polimérica que se genera. Las nanoparticulas de magnetita
que constituyen los nucleos magnéticos de los nanocompuestos se prepararon
segun el método de co-precipitacidn en solucion (14).

El proceso de sintesis de las nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona)
comienza con la adicién de 10 mL de una solucién al 0,3 % (p/v) de polimero en
diclorometano sobre 50 mL de una suspension acuosa de nanoparticulas de
magnetita (0,3 %, p/v) que contiene una concentracion de pluronic® F-68 del 2 %
(p/v). La adiccidn de la fase organica sobre la fase acuosa se realizé bajo agitacion
mecanica (1200 rpm), la cual se mantuvo durante 1 hora mas. Finalmente, la
limpieza de los nanocompuestos magnéticos obtenidos se realizé mediante
sedimentacién magnética. Para ello, la suspension fue sometida a ciclos
consecutivos de exposicion a un iman de 400 mT durante 5 minutos, procediendo
a la eliminacion del sobrenadante tras este tiempo, y a la redispersion del
sedimento en agua bidestilada. Esta rutina finaliz6 cuando el sobrenadante
obtenido era transparente y presentaba una conductividad < 10 pS/cm.

Finalmente, con el objetivo de establecer comparaciones durante la
caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas magnetita/poli(e-
caprolactona), realizamos también la sintesis de nanoparticulas de polimero segin
la metodologia indicada en el parrafo anterior, pero sin la utilizacion de los nucleos
de 6xido de hierro.

2.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas magnetita/poli(s-caprolactona)

La geometria (forma y tamafio) de las particulas de magnetita (Fe304),
poli(e-caprolactona) (PCL) y magnetita/poli(e-caprolactona) (Fe304/PCL) fue
estudiada mediante microscopia electronica de transmisiéon de alta resolucion
(HRTEM) [microscopio STEM PHILIPS CM20, Holanda] y mediante microscopia
electronica de barrido de alta resolucion (FeSEM) [microscopio Zeiss DSM 950,
Alemania]. La determinacion del tamafio de particula medio (* desviacion
estdndar) se abord6 mediante espectroscopia de correlaciéon de fotones (PCS)
[Malvern 4700 analyzer, Malvern Instruments, Inglaterra].

La caracterizacion de las nanoparticulas Fe304/PCL ademas incluyo:
difractometria de rayos X, espectroscopia de infrarrojos por transformada de
Fourier, propiedades eléctricas superficiales (electroforesis: dependencia del
potencial zeta con el pH y la fuerza i6nica) y termodindmica superficial (analisis de
la naturaleza hidréfila/hidréfoba). En primer lugar, realizamos un difractograma
de rayos X de los tres tipos de nanoparticulas (Fe304, PCL y Fe304/PCL), empleando
el método de Debye-Scherrer. El dispositivo utilizado fue un difractémetro Philips
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PW1710 (Holanda), y se fij6 una longitud de onda de 1,5405 A (Cu-K.). La masa
utilizada en el analisis fue la misma para todos los materiales (0,5 g).

Para la preparacidn de las muestras a analizar mediante espectroscopia de
infrarrojos por transformada de Fourier, tomamos 1 mg de material sélido y lo
mezclamos con 100 mg de bromuro potasico pulverizado y seco. A continuacion,
prensamos el material a 15000 kPa para obtener un disco transparente. La
obtencion del interferograma se realizo utilizando un espectrofotometro de
infrarrojos (Nicolet 20 SXB, EE.UU.), con una resolucién de 2 cm1.

El estudio de las propiedades eléctricas superficiales de las nanoparticulas
(v su estabilidad en el tiempo a pH 7,4) se basé en la técnica de electroforesis. La
determinacion de las movilidades electroforéticas (ue) de las distintas
suspensiones acuosas se llevo a cabo utilizando un dispositivo Malvern Zetasizer
2000 (Malvern Instruments, Inglaterra). Este tipo de caracterizacion ya ha sido
ampliamente descrita en bibliografia (13, 15, 16). Se utiliz6 la teoria de O’Brien y
White (17) para convertir los valores de u. en potencial zeta (). Finalmente,
utilizamos la técnica de electroforesis para evaluar la velocidad a la que la PCL se
degrada y deja zonas cada vez mayores de magnetita expuestas al medio de
dispersion. Las medidas electroforéticas de las suspensiones acuosas de
nanoparticulas (concentracién =0,1 %, p/v) se realizaron reproduciendo las
condiciones fisiolégicas que se encontraran éstas tras su administracion
intravenosa (pH 7,4 + 0,1, y 37,0 £ 0,5 2C). El experimento se considero finalizado
cuando los valores de u. de las nanoparticulas Fe304/PCL coincidian con los de la
Fe304, sefial inequivoca de la pérdida del recubrimiento polimérico (15).

El analisis termodinamico superficial de las nanoparticulas se basé en el
modelo desarrollado por van Oss (15, 18).

2.2.3. Propiedades magnéticas y andlisis del efecto de hipertermia

Las propiedades magnéticas de la magnetita y de los nanocompuestos
Fe304/PCL se definen perfectamente mediante el ciclo de histéresis. Esta
caracterizacion macroscopica del comportamiento magnético de los coloides se
realizé a 25,0 = 0,5 2C con la ayuda de un magnetémetro-susceptibilimetro Manics
DSM-8 (Francia). Ademas, la capacidad de respuesta a gradientes magnéticos
aplicados fue analizada cualitativamente mediante visualizacion del efecto que
ejerce un iman permanente en una suspension de nanoparticulas. Para ello, se
prepararon sendas suspensiones acuosas con una concentracion del 0,1 % (p/v). A
una temperatura de 25,0 + 0,5 2C, se puso en contacto la suspension de Fe304 y la
de Fe304/PCL con un gradiente magnético de 400 mT, y se sigui6 la respuesta de
las nanoparticulas en funcién del tiempo. Finalmente, el analisis del
comportamiento microscopico de las suspensiones de nanocompuestos se llevé a
cabo mediante microscopia dptica (magnificacion: 40X), y bajo las mismas
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condiciones experimentales ya descritas. Con este objetivo, se deposit6 una gota de
suspension de nanocompuestos en un portaobjetos y, a continuacion, se localizd el
iman en diferentes posiciones con respecto a la suspension.

La capacidad de generar calor de las nanoparticulas Fe304/PCL bajo la
accion de un gradiente electromagnético alterno se estudio in vitro y por triplicado
a 25,0 £ 0,5 2C. Para ello, se prepararon 5 mL de una suspension acuosa de
nanoparticulas (10 mg/mL). La frecuencia y la intensidad del gradiente magnético
utilizado fueron 250 kHz y 4 kA/m, respectivamente.

2.2.4. Compatibilidad sanguinea

Quizas una de las principales dificultades a la hora de abordar el disefio
de un coloide para el transporte de farmacos sea su reducida estabilidad en
contacto con la sangre y su rapido aclaramiento plasmatico por el sistema
reticulo endotelial. Ambas circunstancias determinan que el coloide no logre
mejorar la actividad del farmaco vehiculizado (3, 6). Por este motivo,
decidimos investigar la interacciéon que se produce entre las nanoparticulas
Fe304/PCL y los componentes sanguineos. Para ello, se tomaron muestras de
sangre de cinco mujeres adultas sanas (edad: 28-40 afos), las cuales fueron
procesadas segun una técnica ampliamente descrita que permite elucidar el efecto
que un coloide ejerce sobre los eritrocitos, la coagulacion y el sistema del
complemento (19, 20). En estos experimentos (realizados por triplicado) se utilizé
un tampan fosfato salino (PBS) como solucién control.

2.2.5. Andlisis de la capacidad de vehiculizacién de doxorrubicina

El disefio de nanocompuestos Fe304/PCL con el agente quimioterapico
doxorrubicina incorporado se basé en dos metodologias clasicas de vehiculizacion
de farmacos. En concreto: i) la adsorcion superficial tras la formacidén e incubacion
de las nanoparticulas en una disolucidn de principio activo (método de adsorcion);
y, ii) la incorporacion del farmaco en el medio donde se generan las
nanoparticulas, de forma que quede atrapado principalmente en la matriz de éstas
(método de absorcion). La cuantificacidon de la vehiculizacion de doxorrubicina en
los nanocompuestos se realiz6 mediante espectrofotometria ultravioleta-visible.
Los experimentos se realizaron por triplicado para cada una de las
concentraciones molares de farmaco ensayadas (10, 10% y 10-3). Estas
metodologias se encuentran detalladas en diversos trabajos de investigacion
(véase, p.ej., la referencia 13). La cantidad de farmaco incorporado en los
nanocompuestos se expreso en términos de eficacia de atrapamiento (entrapment
efficiency, EE) (%) [(farmaco vehiculizado (mg) / cantidad total de farmaco
utilizada (mg)) x 100] y de carga de farmaco (drug loading, DL) (%) [(farmaco
vehiculizado (mg) / masa total utilizada de nanoparticulas (mg)) x 100].
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Los ensayos de liberacidn in vitro de doxorrubicina se realizaron utilizando
las nanoparticulas Fe304/PCL formuladas bajos las condiciones oOptimas de
vehiculizacion de este farmaco (ver seccion 3.8.). Este ensayo se realizd por
triplicado a 37,0 + 0,5 2C, utilizando el método de dialisis, y un tampén NaOH-
KH2PO4 (pH = 7,4 £ 0,1) como medio de liberacion. Brevemente, las bolsas de
dialisis (Spectrum® Spectra/Por 6, EE.UU.) se dejaron sumergidas en agua
bidestilada durante 12 horas antes de comenzar el ensayo. Estas bolsas se
caracterizan por un tamafio de poro de 2000 Da, que permite retener las
nanoparticulas en su interior, dejando pasar unicamente la doxorrubicina cedida
por las nanoparticulas hasta el medio de liberacién. Las muestras del medio de
liberacion (1 mL) se recogieron segun el siguiente intervalo de tiempos: 0,08, 0,25,
05,0751,2,3,4,5 6,9y 12 horas,y 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12,13, 14 y 15
dias. Las muestras fueron analizadas mediante espectrofotometria ultravioleta-
visible a la longitud de onda de maxima absorbancia de la doxorrubicina (481 nm).
Debe tenerse en cuenta que, para mantener las condiciones sink, es preciso
reponer el medio de liberacion tras cada toma de muestra con un volumen igual de
la solucién tampon, conservado a la misma temperatura.

2.2.6. Evaluacion de la actividad antitumoral in vivo de las nanoparticulas
magnetita/poli(e-caprolactona) con doxorrubicina vehiculizada

En este estudio se investigo la actividad antitumoral que se obtiene tras la
administracion intravenosa de una suspension de nanoparticulas Fe304/PCL con
doxorrubicina incorporada (dosis equivalente de farmaco: 8 mg/Kg), las cuales son
guiadas magnéticamente hasta el tejido tumoral mediante un iman permanente de
400 mT. Para ello, se utiliz6 un modelo de ratones Balb/c con tumor subcutaneo
inducido con células murinas EMT6 de cancer de pulmon.

Los experimentos se realizaron segin la normativa europea sobre el
cuidado y utilizacion de animales de experimentacion. Se utilizaron ratones Balb/c
de 4 - 5 semanas de edad y con un peso medio = 15 gramos, los cuales disponian
de agua y comida estandar para raton ad libitum. El desarrollo del modelo de
tumor subcutaneo en los animales implicé la inyeccidon subcutanea (zona dorsal
superior derecha) de células murinas EMT6 (10° células en una suspension acuosa
de Matrigel™ enriquecida con factores de crecimiento). Una vez que los ratones
desarrollaron un tumor subcutaneo palpable (tras 5 dias), éstos se dividieron en 6
grupos de tratamiento con 6 animales por grupo. En concreto: grupo control (sin
tratamiento), grupo tratado con una solucién acuosa de doxorrubicina (dosis: 8
mg/Kg), grupo (placebo) tratado con nanoparticulas Fe304/PCL sin farmaco
cargado y guiadas mediante un iman permanente de 400 mT (misma dosis de
nanoparticulas y esquema de tratamiento), grupo tratado con nanoparticulas
Fe304/PCL con doxorrubicina incorporada (dosis equivalente de doxorrubicina: 8
mg/Kg) pero sin ser guiadas magnéticamente, y grupo tratado con nanoparticulas
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Fe304/PCL con doxorrubicina incorporada (dosis equivalente de doxorrubicina: 8
mg/Kg) y guiadas mediante un iman permanente de 400 mT hasta la masa
cancerosa. Todos los grupos de ratones (excepto el grupo control) recibieron el
mismo esquema de tratamiento: 4 dosis intravenosas de un bolo de las
formulaciones (dias 6, 9, 13 y 16 tras la implantacion del tumor). El iman
permanente se localizé directamente sobre el tumor subcutdneo durante 2 horas, a
contar desde el momento de administracion de las formulaciones. La evaluacién de
la actividad antitumoral en cada uno de los grupos se realizé6 mediante medida del
volumen de la masa tumoral.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Geometria de las nanoparticulas magnetita/poli(s-caprolactona)

El examen de las microfotografias electronicas de transmisién y de barrido,
junto con los datos obtenidos del analisis PCS nos permitié definir el tamafio y
geometria de las particulas sintetizadas. En el caso de la magnetita, su tamafio
medio de 12 *# 2 nm (Figura la y 2a) es caracteristico de nanoparticulas
superparamagnéticas (21). El diametro medio de las nanoparticulas de polimero
es de 97 * 7 nm. En cuanto a las nanoparticulas Fe304/PCL, tal y como puede
apreciarse en la Figura 1c, cabe decirse que la metodologia de sintesis desarrollada
permite un recubrimiento polimérico eficaz de los nucleos magnéticos. Es mas,
cuando los nucleos de magnetita quedan embebidos en la matriz polimérica
(Figura 2c), adquieren el aspecto externo de las nanoparticulas de polimero
(Figura 2b). Finalmente, el analisis PCS de los nanocompuestos confirmd el
pequefio tamafio de éstos (86 + 12 nm), el cual es muy adecuado para asegurar una
adecuada biodistribucidn tras ser administrados por via parenteral (22).

Figura 1.- Imagenes de HRTEM de las nanoparticulas de magnetita (a), poli(e-caprolactona) (b), y
magnetita/poli(e-caprolactona) (c). Longitud de barra: 100 nm (a y b), y 20 nm (c).
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Figura 2.- Imagenes de FeSEM de las nanoparticulas de magnetita (a), poli(e-caprolactona) (b), y
magnetita/poli(e-caprolactona) (c). (Figuras insertadas: detalles de cada una de las muestras).
Longitud de barra: 20 nm (a), y 100 nm (b y c).

3.2. Estructura y composicion quimica

La Figura 3 recoge los difractogramas de rayos X obtenidos para la
magnetita, el polimero y los nanocompuestos. Al comparar los difractogramas de la
magnetita y de las nanoparticulas Fe304/PCL con el patrén de la American Society
for Testing and Materials (patréon ASTM) de la magnetita (ver el detalle de la
Figura 3), se comprueba la perfecta coincidencia de las lineas de estos
difractogramas con las del patron, lo que permite identificar la muestra como
magnetita y observar la elevada cristalinidad de ésta (tamafio de gramo =300 A),
incluso tras ser recubierta por el polimero. Las caracteristicas semicristalinas de la
PCL (23) quedan también reflejadas en los difractogramas del polimero y los
nanocompuestos. Los picos caracteristicos de la PCL se encuentran presentes en el
difractograma de las nanoparticulas Fe304/PCL, aunque con una menor intensidad.
Esto es logico si consideramos que, a igualdad de masa utilizada en el andlisis, la
cantidad de polimero presente en la muestra de nanocompuestos debe ser menor.
Este anadlisis constituye una nueva prueba de la eficacia de la técnica desarrollada
para la sintesis de los nanocompuestos.

En la Figura 4, se recoge el espectro de infrarrojos de los tres tipos de
nanoparticulas (Fe304, PCL y Fe304/PCL). Su analisis constituye una nueva prueba
de la eficacia del procedimiento de sintesis de los nanocompuestos, dado que
permite la identificacion de los grupos funcionales del polimero en éstas. Sin
embargo, las bandas son menos intensas como consecuencia de la menor cantidad
de polimero presente en las nanoparticulas Fe304/PCL para la misma masa de
muestra. Cabe destacar ademas como la banda caracteristica de la absorcién en la
magnetita (banda J, 581 cm1) (24), correspondiente a la frecuencia Restrahl (o
rayo residual) de maxima absorbancia de cristales i6nicos (o parcialmente i6nicos)
en el infrarrojo (25), s6lo se encuentra ademas presente en el espectro de los
nanocompuestos.
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Figura 3.- Difractogramas de rayos X de las nanoparticulas de magnetita (Fe304, linea negra),
poli(e-caprolactona) (PCL, linea azul) y magnetita/poli(e-caprolactona) (Fe304/PCL, linea magenta).
Figura insertada: patréon ASTM de la Fe30.. La intensidad se indica en unidades normalizadas.

Figura 4.- Espectro de infrarrojos de las nanoparticulas de magnetita (Fe304, -0-), de poli(e-
caprolactona) (PCL, —) y de magnetita/poli(e-caprolactona) (Fe30./PCL, —). Figura insertada:
estructura quimica de la PCL.
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3.3. Propiedades eléctricas superficiales

Debido a que las propiedades de los 6xidos de hierro son extremadamente
sensibles a las variaciones del pH (26), lo cual no es predecible en el caso de la
poli(e-caprolactona) debido a la naturaleza de los grupos responsables de su carga
eléctrica (acidos carboxilicos libres) (27, 28), centramos en primer lugar nuestro
estudio en el andlisis del efecto del pH sobre el potencial zeta (T) de las
nanoparticulas. La Figura 5 muestra la evoluciéon del T de las nanoparticulas en
funcion del pH (a fuerza i6nica moderada constante: KNO3z 10-3 M). Como puede
observarse, las nanoparticulas de magnetita presentan un punto isoeléctrico o pH
de potencial zeta cero bien definido = pH 7. Resultado que concuerda con trabajos
previamente publicados (15, 26). En el caso del polimero, el punto isoeléctrico se
encuentra = pH 5,5. A partir de estos valores, la carga eléctrica superficial de las
nanoparticulas poliméricas es negativa. Esta diferencia entre el comportamiento
electrocinético de las nanoparticulas de Fe304y de PCL convierte a la electroforesis
en una herramienta cualitativa muy util para comprobar la eficacia del
recubrimiento polimérico de los nucleos magnéticos. De hecho, la Figura 5 muestra
claramente co6mo las nanoparticulas Fe304/PCL presentan un comportamiento casi
idéntico a las de polimero puro. Por lo tanto, podemos concluir que el
recubrimiento polimérico oculta muy eficazmente a la Fe3z04, haciendo que la
superficie de los nanocompuestos sea indistinguible de la de las nanoparticulas
puras de polimero.

Figura 5.- Potencial zeta (¢) de las nanoparticulas de magnetita (Fe30., ®), poli(e-caprolactona)
(PCL, m), y magnetita/poli(e-caprolactona) (Fe304/PCL, A) en funciéon del pH, en presencia de 10-3
M KNOs.
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Para confirmar estos resultados, determinamos el T de las nanoparticulas
en funcidn de la concentracion de KNOs a pH natural (pH 6) (Figura 6). De nuevo,
se observa claramente la similitud entre la electrocinética del polimero y de las
nanoparticulas Fe304/PCL, y las diferencias con respecto a la magnetita.

Figura 6.- Potencial zeta ({) de las nanoparticulas de magnetita (Fe30., ®), poli(e-caprolactona)
(PCL, m), y magnetita/poli(e-caprolactona) (Fez04/PCL, A) en funcién de la concentraciéon de KNOs,
apH 6.

Con toda esta informaciéon podemos argumentar el mecanismo por el que la
matriz de PCL se deposita sobre los nucleos de Fe304 y los engloba. Pensamos que
ocurre una interaccion electrostatica netamente atractiva entre las nanoparticulas
de Fe304 con carga eléctrica positiva y el polimero con carga eléctrica negativa.
Recuérdese que las condiciones ligeramente acidas en las que se formulan los
nanocompuestos (pH 6) determinan estas cargas eléctricas superficiales (Figura
5). Gracias a esta interaccion atractiva, el polimero se concentra sobre la superficie
de la magnetita. Hecho que favorece la inclusion de los nucleos
superparamagnéticos en el interior de la matriz polimérica y, por lo tanto, la
formacidén de las nanoparticulas Fe304/PCL.

La electroforesis se utilizo también para caracterizar la velocidad a la que se
produce la degradacion de la matriz de PCL, proceso que deja libre las
nanoparticulas de Fe304. El interés de este estudio radica en que, asumiendo que la
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liberacion del farmaco podria ocurrir al degradarse la matriz polimérica que lo
contiene, mediante esta técnica podriamos acceder a una evaluacion preliminar de
la cinética de este proceso. En la Figura 7 se aprecia como los valores de u. de la
magnetita permanecen constantes durante todo el periodo del estudio (ue = -3,5
um-s1/V-cm1). Estos valores negativos tan elevados pueden atribuirse a la
formacién sobre su superficie de una fina capa de oxidacién (maghemita, un estado
mas oxidado de la Fe304) (26). De hecho, los valores de u. de nanoparticulas de
maghemita de igual tamafio a la Fe30s4s (bajo las mismas condiciones
experimentales) son muy similares (ue= -3,6 pm-s1/V-cm-1). Esta Figura muestra
cémo los valores de ue de nanocompuestos se aproximan progresivamente a los
caracteristicos de los nucleos magnéticos. En concreto, se hacen iguales tras 15
dias. Por lo tanto, podria decirse que la superficie de los ntcleos de Fez04 de los
nanocompuestos queda cada vez mas expuesta al medio de dispersion (de ahi los
valores cada vez mas negativos de ue), al producirse la degradacidn progresiva del
recubrimiento polimérico. Asi, cuando la cubierta de PCL se pierde
completamente, ambos valores de u. se hacen indistinguibles. La velocidad de
degradacion del polimero (y por lo tanto de liberaciéon del principio activo
vehiculizado, ver Figura 15) es lenta, lo que ha sido asociado al alto grado de
cristalinidad y a la gran hidrofobia de la PCL (23, 27).

Figura 7.- Movilidad electroforética (ue) de las nanoparticulas de Fe30.4 (USPIO, m) y de Fe304/PCL
(USPIO/PCL, o) en funcién del tiempo,apH=7,4+0,1,ya 37,0 £ 0,5 °C.
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3.4. Termodindamica superficial

La Figura 8 recopila los valores promedio de los angulos de contacto
obtenidos tras realizar 16 determinaciones en las muestras de nanoparticulas,
midiendo sobre una nueva gota después de cada dos medidas. Los resultados
obtenidos destacan la existencia de importantes diferencias entre los nucleos de
oxido de hierro y las nanoparticulas Fe304/PCL.

Figura 8.- Angulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las determinaciones con
nanoparticulas de magnetita (Fez04), poli(e-caprolactona) (PCL) y magnetita/poli(e-caprolactona)
(Fe304/PCL).

Sin embargo, la obtencién de una informacién fisica veraz sobre la
termodinamica de los tres tipos de nanomateriales hace precisa la evaluacion de
las componentes de la energia libre superficial (ys) de cada uno de ellos. Los datos
representados en la Figura 9 confirman las estimaciones basadas en la experiencia
de electroforesis sobre la eficacia del recubrimiento de los nicleos magnéticos. En
particular, para cualquier componente de la energia libre superficial considerado,
sus valores para las nanoparticulas Fe304/PCL coinciden casi totalmente con los
del polimero puro. Ademas, a pesar de que la componente Lifshitz-van der Waals

(Ys'V) es la menos afectada por el tratamiento superficial, como suele ser habitual

(15, 29). Su valor para los nanocompuestos es casi el mismo que para el polimero.

A pesar de que la componente electron-aceptor ()s*) es muy pequefia para los tres

tipos de nanomateriales, su magnitud para las nanoparticulas Fe304/PCL es
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virtualmente cero e idéntica a la de la PCL. La contribucién electron-donante ()s’)

muestra una diferencia mucho mas notable entre los ntcleos de 6xido de hierro y
los nanocompuestos. El elevado valor de esta ultima componente en el caso de la
magnetita confirma su caracter monopolar electron-donante. Segiin van Oss (18),
esto quiere decir que la magnetita puede tener interacciones acido-base con fases
de cualquier polaridad (y*, y, o ambas, diferentes de cero) pero las fuerzas AB no
contribuyen a su energia libre de cohesién. A la vista de estos resultados, (junto
con el analisis electrocinético de los nanomateriales), podemos afirmar que el
recubrimiento de lo nudcleos magnéticos es completo bajo las condiciones de
sintesis propuestas.

Figura 9.- Componentes de la energia libre superficial (m]/m?2) de las nanoparticulas de magnetita
(Fe304), poli(e-caprolactona) (PCL) y magnetita/poli(e-caprolactona) (Fez04/PCL).

Finalmente, la utilizacion del modelo de van Oss permite relacionar los
valores de energia libre superficial de las nanoparticulas con su caracter
hidrofobo/hidréfilo (18). En concreto si la variacion de la energia libre superficial
(AG121) de los nanomateriales resulta ser negativa, las interacciones interfaciales
favorecen la atraccion entre si de las nanoparticulas, y se consideran hidréfobas.
Por el contrario, la hidrofilia se corresponde con valores positivos de AGiz1. La
Figura 10, muestra los resultados obtenidos para los tres tipos de nanomateriales.
Como puede apreciarse, la naturaleza hidréfila de la magnetita se pierde al ser
recubierta por el polimero hidrofobo, lo que puede considerarse como un indicio
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muy claro de la eficacia de la metodologia desarrollada de sintesis de
nanoparticulas Fe304/PCL.

Figura 10.- Valores de AGi21 (mJ/m2) y caracter hidréfilo/hidréfobo de las nanoparticulas de
magnetita (Fe304), poli(e-caprolactona) (PCL) y magnetita/poli(e-caprolactona) (Fe304/PCL).

3.5. Propiedades magnéticas

La Figura 11 recoge el ciclo de histéresis de las nanoparticulas de Fe304 y de
Fe304/PCL. En el caso de los nucleos de magnetita, como era de esperar (por su
tamafio) no se observa histéresis por el caracter superparamagnético de éstos
(21). De la region lineal del ciclo de histéresis (zona de campo magnético bajo)
puede estimarse la susceptibilidad magnética inicial (i) de los nanocompuestos:
3,13 £ 0,17; y, el valor de la magnetizacion de saturacion 258 + 7 emu/g. Estas
excelentes propiedades magnéticas de las nanoparticulas Fe304/PCL nos hacen
pensar que el sistema coloidal disefiado tiene las caracteristicas adecuadas para su
utilizacién en el transporte de farmacos: un recubrimiento polimérico que
permitira la incorporacion de cantidades adecuadas de farmaco y su liberacion a
una velocidad controlable, junto con una mas que adecuada capacidad de
respuesta a gradientes magnéticos aplicados. Esta ultima propiedad debe mejorar
notablemente la concentracion de los nanocompuestos en el lugar de accién y, de
esta manera, la completa acumulacién de la dosis de farmaco en esta region. Bajo
estas condiciones debe potenciarse el efecto farmacoldgico del principio activo
vehiculizado, al igual que ademas debe minimizarse la toxicidad asociada a una
extensa biodistribucion.
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Figura 11.- Ciclo de histéresis de la nanoparticulas de magnetita (Fe304, 0) y de magnetita/poli(e-
caprolactona) (Fez04/PCL, m).

La capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados de las
nanoparticulas de Fe304 y de Fe304/PCL se estudié también de forma cualitativa
mediante la visualizacion del efecto que ejerce un iman permanente de 400 mT
sobre una suspension de nanoparticulas. Las fotos recogidas en la Figura 12
muestran cdmo los nanocompuestos son atraidos muy rapidamente por el iman,
quedando el sobrenadante completamente transparente en menos de 1 minuto.
Por el contrario, la suspensidon de nanoparticulas de Fe30s4+ mantiene su aspecto
homogéneo incluso tras 24 horas de exposicion al gradiente magnético. El caracter
superparamagnético de las nanoparticulas de Fe30s justifica la ausencia de
respuesta magnética (21).

Con el fin de analizar el comportamiento microscépico de las suspensiones
de nanoparticulas Fez04/PCL, realizamos un seguimiento mediante microscopia
Optica de éstas. Como puede apreciarse en la Figura 13a, la suspension de
nanocompuestos es muy homogénea en ausencia del gradiente magnético. Sin
embargo, cuando la gota de suspension queda bajo la influencia del iman
permanente de 400 mT, las nanoparticulas tienden a formar agregados en forma
de cadenas paralelas a la direccion del gradiente magnético (Figura 13b en
adelante). Este comportamiento puede explicarse si tenemos en cuenta la mayor
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importancia de las interacciones magnéticas en comparacion con las interacciones
coloidales de tipo DLVO (principalmente, interacciones electrostaticas tipo van der
Waals y de hidratacién o acido-base) que se producen entre los nanocompuestos.

Figura 12.- Observacién visual de la decantacién magnética de las nanoparticulas de magnetita

(Fe304) y de magnetita/poli(e-caprolactona) (Fe304/PCL) bajo la influencia de un iman permanente
de 400 mT localizado debajo de las muestras.

Figura 13.- Microfotografia 6ptica (magnificacién: 40X) de una suspensiéon acuosa de
nanoparticulas de magnetita/poli(e-caprolactona) en ausencia (a) o bajo la influencia (b, c, d, e, f)
de un gradiente magnético externo de 400 mT (en la direccién de la flecha).
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3.6. Efecto de hipertermia

La Figura 14 muestra el calentamiento in vitro en funcién del tiempo de una
suspension acuosa de nanoparticulas Fe304/PCL. Bajo la exposicién a un gradiente
electromagnético alterno de alta frecuencia, la oscilacion de los momentos
magnéticos de los nanocompuestos provoca que éstos generen calor, alcanzandose
la temperatura minima de hipertermia (=41 2C) tras 25 minutos. La suspension
alcanza una temperatura maxima de 45 2C tras 35 minutos. Este efecto de
hipertermia es consecuencia de una pérdida de histéresis magnética por parte de
las nanoparticulas Fe304/PCL (7, 9). Como puede apreciarse en la Figura, la
temperatura se mantiene estable hasta la finalizaciébn del experimento,
circunstancia especialmente interesante ya que el calentamiento a esta
temperatura de las células tumorales durante 30 minutos, les provoca dafios
irreversibles e induce su muerte (30). Este fendmeno demuestra el buen control
sobre la temperatura y el flujo de calor que ofrecen los nanocompuestos, un
requisito basico para su aplicacion en hipertermia. Debe considerarse ademas que
si la temperatura hubiera seguido aumentando sin control (>48 2C), los tejidos
sanos que rodean la masa tumoral se quemarian y moririan (31). Este efecto
también ha sido relacionado con la activacion especifica de la liberacion de
farmacos en el intersticio tumoral (32) y con el aumento de la permeabilidad de las
membranas bioldgicas a las nanoparticulas (33).

Figura 14.- Curva de calentamiento de una suspensiéon de nanoparticulas Fe3z04/PCL (10
mg/mL) bajo la accidn de un gradiente electromagnético alterno (frecuencia e intensidad: 250 kHz
y 4 kA/m, respectivamente).
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3.7. Compatibilidad sanguinea

La Tabla 1 recoge los resultados del test de compatibilidad sanguinea
de las nanoparticulas Fe304/PCL. El analisis de estos datos en comparacién con
los obtenidos para la muestra control, nos revela como los nanocompuestos
presentan un efecto despreciable sobre los procesos de hemolisis, activacion del
complemento y generacidon de selectina P. De esta forma, el test sugiere que las
nanoparticulas Fe304/PCL presentan un margen de seguridad in vivo amplio y
adecuado para la via de administracion intravenosa (19).

Tabla 1.- Compatibilidad sanguinea de las nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona)
(Fe304/PCL) en términos de hemolisis (%), activacién plaquetaria [generacién de selectina P
(ng/mL)] y activaciéon del complemento [produccién de C3a en la forma del péptido C3a-desArg
(ng/mL)]. Los datos se expresan como valor medio + desviacidn estandar (n = 5).

Muestra Hemdlisis (%) Selectina P (ng/mL) C3a-desArg (ng/mL)
Nanoparticulas Fe;04/PCL | 1,9 £ 0,1 77 +6 296 +9
Control (solucion PBS) 0 115+ 4 281 +12

3.8. Evaluacioén de la capacidad de vehiculizacion de doxorrubicina

Los resultados obtenidos en el ensayo de incorporacién de doxorrubicina
sobre la superficie de las nanoparticulas Fe304/PCL se recogen en la Tabla 2. Si
bien los valores obtenidos de adsorcidon pueden considerarse bajos, se observa un
efecto positivo de la concentracion molar de farmaco utilizada sobre este proceso.

Tabla 2.- Valores de entrapment efficiency (EE, %) y drug loading (DL, %) de la doxorrubicina en la
las nanoparticulas Fe304/PCL, mediante adsorciéon superficial y en funcién de la concentracién
molar de farmaco.

Doxorrubicina (M) EE (%) DL (%)

10-5 8,93 +0,37 0,05+ 0,01
104 22,62+0,21 0,13+0,02
10-3 29,36 £ 0,41 1,62+0,11

Una vez caracterizada la escasa incorporacion de la doxorrubicina en la
superficie de los nanocompuestos, nos centramos en el estudio de la contribucién
del, a priori, principal método de vectorizacidon de farmacos: la incorporacion del
principio activo en el medio donde se generan las nanoparticulas. En este estudio
también analizamos el efecto que la concentracion de farmaco ejerce sobre la
vehiculizacion en matriz. La Tabla 3 recoge la cantidad de doxorrubicina
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incorporada en los nanocompuestos para diferentes concentraciones de farmaco
utilizadas. Como puede apreciarse, la absorcion de doxorrubicina en la matriz de
las nanoparticulas Fe304/PCL aumenta con la concentracion de ésta presente en el
medio de sintesis. Los valores obtenidos de incorporacion de farmaco son
claramente superiores a los alcanzados mediante el procedimiento de adsorcion
superficial (a iguales concentraciones de principio activo; ver Tabla 2), lo que
justifica la seleccion del método de vehiculizacion mediante absorcidon en matriz
como el mas adecuado para la formulacion de nanoparticulas Fe304/PCL cargadas
con doxorrubicina.

Tabla 3.- Valores de entrapment efficiency (EE, %) y drug loading (DL, %) de la doxorrubicina en la
las nanoparticulas Fe3z04/PCL, mediante absorcién y en funcién de la concentracién molar de
farmaco.

Doxorrubicina (M) EE (%) DL (%)

10-5 9,24 + 0,83 0,07 £0,01
104 56,12 £ 1,08 0,52 0,06
103 62,34 £ 1,26 0,57 £ 0,08

Las nanoparticulas Fe304/PCL, formuladas bajos las condiciones 6ptimas de
vehiculizacion de doxorrubicina (concentracion de farmaco: 103 M, tanto
mediante adsorcién como por absorcion) se utilizaron en los ensayos in vitro de
liberacion. Los resultados de este ensayo se recogen en la Figura 15. Se observa
como cuando se incorpora esta molécula exclusivamente en la superficie de las
nanoparticulas mediante adsorcidn, la liberacion de la dosis vehiculizada ocurre en
s6lo 4 horas. Por el contrario, si la incorporacion de doxorrubicina se realiza
mediante el método de absorcion en matriz, el 17 % de la dosis vehiculizada se
libera durante la primera hora, mientras que el 83 % restante mucho mas
progresivamente durante 11 dias. Para completar el analisis de este proceso de
liberacion de doxorrubicina, conviene recordar que la técnica de electroforesis nos
permitié caracterizar cualitativamente un proceso de degradacién de la matriz
polimérica préximo a las dos semanas de duracion (Figura 7), lo cual coincide con
el tiempo total preciso para que todas las moléculas de doxorrubicina se liberen de
los nanocompuestos.

El proceso de liberacion de doxorrubicina es claramente bifasico cuando la
dosis de principio activo se incorpora en las nanoparticulas Fe304/PCL mediante el
procedimiento de absorcion en matriz. La liberacion consta de una fase rapida que
probablemente significa la pérdida del principio activo asociado a la superficie o
débilmente atrapado (adsorbido en los poros superficiales). La liberacién de
doxorrubicina mas sostenida en el tiempo durante la segunda fase, podria deberse
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a un proceso combinado de difusion del farmaco a través de la matriz polimérica y
de degradacién de esta matriz.

Figura 15.- Liberacién de doxorrubicina (%) adsorbida (a), y (b) absorbida desde las
nanoparticulas Fez04/PCL en funcién del tiempo de incubacién en una solucién tampén NaOH-
KH,PO4 (pH=7,4%0,1)a 37,0+ 0,5 °C.

3.9. Evaluacion de la actividad antitumoral in vivo de las nanoparticulas
magnetita/poli(e-caprolactona) con doxorrubicina vehiculizada

Este estudio, pretende definir la actividad antitumoral de nanoparticulas
Fe304/PCL con doxorrubicina incorporada (dosis equivalente de farmaco: 8
mg/Kg) y guiadas mediante un iman permanente de 400 mT. En concreto, en un
modelo de ratones Balb/c con tumor subcutaneo inducido con células murinas
EMT®6 de cancer de pulmon.

Como puede apreciarse en la Figura 16, no se obtuvo efecto antitumoral
alguno en el grupo (placebo) de ratones tratado con nanoparticulas Fez04/PCL (sin
farmaco unido) guiadas magnéticamente (misma dosis de nanoparticulas y
esquema de tratamiento). Se observa ademas una menor actividad antitumoral en
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el grupo tratado con nanoparticulas Fez04/PCL con doxorrubicina incorporada
(dosis equivalente de farmaco: 8 mg/Kg) pero sin ser guiadas magnéticamente, en
comparaciéon con el grupo tratado con una solucién acuosa de doxorrubicina
(dosis: 8 mg/Kg). Sin embargo, la mayor eficacia antitumoral (p < 0,05) se observa
en el grupo de ratones tratado con nanoparticulas Fe304/PCL con doxorrubicina
incorporada (dosis equivalente de farmaco: 8 mg/Kg) y guiadas mediante un iman
permanente de 400 mT, en comparacion con el resto de grupos de tratamiento.
Creemos que estos interesantes resultados son consecuencia de una mayor
acumulacion de las nanoparticulas (y, por lo tanto, de la dosis de farmaco) en el
tejido tumoral, gracias al menor tamafio de éstas y a su elevada capacidad de
respuesta a gradientes magnéticos aplicados.

Figura 16.- Actividad antitumoral in vivo (en ratones Balb/c con tumor subcutaneo inducido con
células murinas EMT6 de ciancer de pulmdn) de las nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona)
(Fe304/PCL) con doxorrubicina incorporada (dosis equivalente de fairmaco: 8 mg/Kg) y guiadas
mediante un iman permanente de 400 mT (¢), en comparacién con un grupo control (sin
tratamiento, m), nanoparticulas Fe30.4/PCL (sin firmaco) guiadas mediante el iman permanente
(grupo placebo, misma dosis de nanoparticulas y esquema de tratamiento, o), nanoparticulas
Fe304/PCL con doxorrubicina incorporada (dosis equivalente de farmaco: 8 mg/Kg) pero sin ser
guiadas magnéticamente ( V), y una solucién acuosa de doxorrubicina (dosis: 8 mg/Kg, ®). Analisis
estadistico realizado utilizando el test t de Student. Los valores marcados con ** p < 0,05, y *** p <
0,001 se consideran estadisticamente significativos y muy significativos, respectivamente.
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4. CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion pone de manifiesto que las
nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona) constituyen una plataforma ideal
para el transporte de doxorrubicina hasta la masa tumoral, proceso facilitado
enormemente por su Optima capacidad de respuesta a gradientes magnéticos
aplicados. La extensa caracterizacion fisicoquimica realizada ha permitido definir
las condiciones 6ptimas de sintesis de estos nanocompuestos. Consideramos que el
meétodo de formulacién es reproducible, sencillo y asequible econémicamente. La
capacidad de las nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona) para la
hipertermia, su compatibilidad sanguinea, y los excelentes resultados obtenidos en
cuanto a mejora de la actividad antitumoral de doxorrubicina, nos hacen pensar
que esta nanoplataforma podria ser utilizada en el disefio de una terapia
combinada (quimioterapia optimizada + hipertermia) muy eficaz contra el cancer.
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RESUMEN

Se ha definido el perfil de utilizacion de dabigatran etexilato en pacientes
hospitalizados, en un estudio de utilizacion de tipo prescripcidn-indicacidn,
observacional, prospectivo, de cuatro meses de duracion, realizado en un hospital
general. Los datos se obtuvieron, a partir de los tratamientos farmacolégicos del
programa de prescripcion electrénica, las analiticas y la historia clinica de los
pacientes. Se revisé la adaptacidn a la ficha técnica del medicamento y al protocolo
de utilizacion del hospital, teniendo en cuenta que la prescripcidn esta restringida a
los Servicios de Traumatologia y Geriatria para la prevencion primaria de episodios
tromboembdlicos tras cirugia programada de reemplazo total de cadera o rodilla. Se
registro la incidencia de reacciones adversas al medicamento. Se utilizaron 138
pacientes, que iniciaron el tratamiento con dabigatran etexilato, de los cuales el
97,10% ingresod en el servicio de Traumatologia. En un 89,13% de los pacientes, se
prescribid el dabigatran para la indicacidon aprobada en ficha técnica, mientras que
en un 10,87%, se utilizo para otras indicaciones. El 57,24% de las prescripciones, se
adaptaron al protocolo del hospital y a la ficha técnica. La reaccion adversa mas
frecuente fue manchado en el lugar de la herida (7,97%). La utilizacion de
dabigatran ha sido la adecuada para la mayoria de los pacientes.

Palabras clave: Dabigatran etexilato; Estudio de utilizacion; Tromboembolismo

venoso; Paciente quirdrgico; Profilaxis.
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ABSTRACT
Utilization Study of Dabigatran Etexilate in Hospitalized Patients

The dabigatran etexilate therapy will help to define its safety profile in hospitalized
patients. A four-month prospective, observational, prescription-indication
utilization study. Data were obtained through review of drug therapy in electronic
prescription, laboratory parameters and medical history. The recommendations of
product information and hospital protocol were reviewed and it was considered
that dabigatran is a restricted drug in the hospital for primary prevention of venous
thromboembolic events in adult patients who have undergone elective total hip or
total knee replacement surgery. The incidence of adverse drug events was recorded.
138 patients started treatment with dabigatran etexilate; 97,10% were admitted in
the traumatology hospitalisation unit. In most patients (89,13%), dabigatran was
prescribed for the authorized indication but it was also used for other indications
(10,87%). A 57,24% of prescriptions were adapted to the recommendations. The
most commonly reported adverse event was bleeding in surgical wound (7,97%).
Use of dabigatran etexilate was adequate for most patients.

Keywords: Utilization study; Dabigatran etexilate; Venous thromboembolism;
Surgical patient; Prophylaxis.

1. INTRODUCCION

La investigacion sobre la eficacia de los medicamentos a través de los
ensayos clinicos, ha aumentado mucho en los ultimos afios. Sin embargo, las
condiciones en las que se desarrollan los ensayos clinicos no corresponden
exactamente con la practica habitual (1). Segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), los estudios de utilizacion de medicamentos (EUM) son los que
tienen como objetivo de analisis: “la comercializacidn, distribucién, prescripcion y
uso de medicamentos en una sociedad, con acento especial sobre las consecuencias
meédicas, sociales y econdmicas resultantes” (2). Permiten identificar cuales son los
patrones de oferta, prescripcion, dispensaciéon, consumo, cumplimiento
terapéutico y cualquier otro aspecto relacionado con los medicamentos en una
determinada poblacion, con el objeto de conseguir su uso racional.

Pueden abarcar todas o algunas de las siguientes etapas (1):

* Descripcidn de la utilizacion de medicamentos.

* Analisis cualitativo de los datos obtenidos para identificar posibles
problemas de inadecuacion.

* Identificacion de areas de intervencion en funcién del analisis
anterior.

* Evaluacion del impacto de las intervenciones sobre los problemas
identificados.
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Existen diferentes tipos de EUM:

e Estudios de la oferta de medicamentos.
¢ Estudios de consumo.
* Estudios cualitativos y auditorias terapéuticas.

Dentro de los estudios cualitativos, se encuentran los estudios de
indicacion-prescripcién y de prescripcion-indicacién. Su objetivo es, no soélo
describir el uso de los medicamentos en un dmbito determinado, sino también
identificar los factores relacionados con dicho uso. Pueden estar dirigidos a
aspectos concretos, como la evaluacién del cumplimiento de la prescripcién por
parte de los pacientes, a la deteccion de errores de medicacion o a la deteccion de
problemas relacionados con la medicacion en un contexto de atencion
farmacéutica.

En los primeros, se parte de una patologia o indicacion y se identifican las
prescripciones asociadas a la misma (indicacién-prescripcion), mientras que en los
segundos se parte de un farmaco o grupo de farmacos y se analizan las
indicaciones para las que son utilizados (prescripcién-indicacion). A su vez, el
disefio de este tipo de estudios puede ser: retrospectivo, transversal o de
prevalencia o prospectivo.

Tras muchos afios conviviendo con farmacos anticoagulantes limitados, la
investigacion farmacolégica ha conseguido aportar nuevas moléculas, que
potencialmente mejoran cualitativa y cuantitativamente las propiedades de sus
antecesoras. Se han investigado nuevos anticoagulantes orales que actian
mediante diferentes mecanismos de accion y que tendran que demostrar que son
mas eficaces y seguros que los tradicionales (3,4).

El anticoagulante ideal, deberia tener un amplio margen terapéutico y una
farmacocinética y farmacodinamia predecible, sin necesidad de monitorizacidn. El
farmaco tendria que estar disponible tanto por via oral como por la parenteral y su
inicio de accion tendria que ser rapido; asi como seria deseable que su accion fuera
reversible rapidamente, con o sin antidoto. No debe presentar importantes efectos
adversos, ni interaccionar con otros medicamentos o alimentos. Es preferible
también, que no exista la necesidad de realizar ajustes posolégicos en pacientes
con enfermedad renal o hepatica y que su precio sea razonable (3).

El Ximelagatran fue el primer inhibidor directo de la trombina con eficacia
probada en comparacién con warfarina comercializado, pero fue retirado del
mercado en febrero de 2006 por producir un aumento significativo del riesgo de
toxicidad hepatica, especialmente con un uso prolongado.

El Dabigatran etexilato es un nuevo inhibidor directo de la trombina
disponible por via oral, que recientemente ha demostrado ser eficaz sin compartir
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la hepatotoxicidad con ximelagatran (5). Se absorbe en el estomago y en el
intestino delgado, y mediante una reacciéon de hidrélisis catalizada por una
esterasa, se convierte en el metabolito activo, el dabigatran.

Se comporta como un inhibidor potente, competitivo y reversible de la
trombina humana, asi como de la agregacion plaquetaria inducida por trombina. Se
une exclusivamente al sitio activo de la trombina, causando su inactivaciéon. La
inhibicion de la trombina es dependiente de la concentracion y se produce tanto en
la trombina unida a fibrina como en la trombina libre.

La elevada selectividad de dabigatran por trombina y su unidén reversible, le
confieren un perfil mas seguro y predecible que el de las hirudinas (inhibidores
directos de trombina de administracién parenteral), que presentan unidén
irreversible (5,6).

La mayoria de los pacientes hospitalizados presentan al menos un factor de
riesgo para el desarrollo de tromboembolismo venoso (TEV) y aproximadamente
el 40% presenta tres o mas (7).

En pacientes quirurgicos existen numerosos factores de riesgo para el
desarrollo de TEV, trombosis venosa profunda (TVP) y embolismo pulmonar
(TEP), incluyendo tipo y extension de la cirugia, duracion de la estancia
hospitalaria, antecedentes de TEV o cancer, inmobilizacién, episodios recientes de
sepsis, presencia de acceso venoso central, embarazo o periodo postparto y
estados de hipercoagulabilidad heredados o adquiridos (5,7).

El TEV es extraordinariamente prevalente en la especialidad de Cirugia
Ortopédica y Traumatologia. Segun la Conferencia de Consenso del American
College of Chest Physicians, publicada en 2001, determinadas técnicas quirdrgicas,
tanto electivas como traumaticas, sobre la extremidad inferior constituyen un
importante factor de riesgo (8).

Sin profilaxis, la prevalencia de TVP demostrada por flebografia después de
protesis total de cadera (PTC), proétesis total de rodilla (PTR) o fractura del tercio
superior del fémur es del orden del 50-60%, con un 25% de TVP proximal y un 7-
11% de embolismo pulmonar asintomatico.

La incidencia de tromboembolismo sintomatico es mucho menor. Estudios
recientes demuestran que so6lo del 1,3 al 3% de los pacientes intervenidos
desarrollan una TVP sintomatica en los tres primeros meses del postoperatorio

(9).
Como resultado, la terapia anticoagulante se ha convertido en un estandar

fundamental en la practica clinica para la prevencion del TEV en pacientes
sometidos a cirugia ortopédica mayor (5,7,9,10).

374




ESTUDIO DE UTILIZACION DE DABIGATRAN...

El objetivo principal de este trabajo es el de definir el perfil de utilizacion de
dabigatran etexilato en pacientes hospitalizados y como objetivos secundarios:
Cuantificar su uso en indicaciones no aprobadas en ficha técnica en el periodo de
estudio; Determinar el grado de adaptacién al protocolo de utilizacion disponible
en el hospital y la incidencia de efectos adversos.

2. MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio de utilizacion de tipo prescripcion-indicacion de
dabigatran etexilato de caracter observacional y prospectivo, incluyendo los datos
de todos los pacientes hospitalizados que iniciaron tratamiento durante su
estancia en el Hospital Ramon y Cajal. El periodo de estudio fue de cuatro meses (1
de diciembre de 2010 a 31 de marzo de 2011).

Diariamente, se identifico a los pacientes que iniciaban, continuaban o
finalizaban tratamiento con dabigatran etexilato mediante las prescripciones
realizadas en el programa de prescripcion electrénica asistida (Prescriwin®).

La recogida de datos se realiz0 mediante la revision del tratamiento
farmacolégico registrado en Prescriwin®), las analiticas, los informes evolutivos de
enfermeria y médicos recogidos en la historia clinica, los informes médicos de
ingresos previos, y de urgencias de la base de datos “Cajal” e informes al alta.

Para cada paciente se recogieron las siguientes variables: edad, sexo, GFH,
servicio prescriptor, comorbilidades, diagnostico, tipo de cirugia y fecha de la
misma, indicacién de dabigatran etexilato, dosis, pauta, duracion del tratamiento,
existencia o no de terapia previa con el farmaco, continuacién o no del tratamiento
al alta hospitalaria, interacciones y contraindicaciones. Se recogieron también
valores de los siguientes parametros analiticos: creatinina, hemoglobina, razéon
normalizada internacional (INR) y alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST).

La informacion se registr6 en una hoja de recogida de datos para cada
paciente (Anexo I). Se cre6 una base de datos utilizando Microsoft Excel 2007.

La dosis estandar recomendada en pacientes adultos es de 220 mg al dia,
iniciando con la mitad de la dosis entre 1 y 4 horas después de la intervencion,
durante 10 dias en prétesis de rodilla o 28-35 dias en protesis de cadera (11).

La dosis recomendada en pacientes mayores de 75 afios, con insuficiencia
renal moderada o tratamiento concomitante con amiodarona es 150 mg al dia. Esta
contraindicado el tratamiento en pacientes con insuficiencia renal o hepatica
grave, en casos de hemorragia clinicamente significativa y en pacientes en
tratamiento con quinidina (11).
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El protocolo de utilizacion de dabigatran disponible en el hospital recoge las
mismas recomendaciones de uso que la ficha técnica, exceptuando la posibilidad
de modificar la duracidn del tratamiento tras cirugia de reemplazo total de rodilla,
que a criterio del médico puede extenderse a 4-6 semanas (7,9).

Se tuvo en cuenta el hecho de que los pacientes continuaran con el
tratamiento tras recibir el alta para completar la duracién minima recomendada
(10 dias en cirugia de rodilla y 28-35 en cirugia de cadera).

Desde que la Comision de Farmacia y Terapéutica aprobo la inclusion de
dabigatran etexilato en la Guia Farmacoterapéutica del Hospital Ramén y Cajal en
diciembre de 2009, se ha considerado un farmaco de prescripcion restringida a los
Servicios de Traumatologia y Geriatria para la prevencion primaria de episodios
tromboembdlicos tras cirugia programada de reemplazo total de cadera o rodilla.

Cuando la prescripcién no se ajustaba a lo recomendado en ficha técnica
y/o protocolo, bien por indicacién, dosis, contraindicacién, etc., el farmacéutico
contactaba con el médico prescriptor.

Las variables cualitativas se analizaron descriptivamente mediante
frecuencias y las cuantitativas con medidas de tendencia central y de dispersion
(media, mediana, desviacion estandar).

Se solicité la autorizacion del Comité de Investigacion y Ensayos Clinicos
(CEIC).

El tratamiento de los datos se realizé conforme a la Ley Organica 15/1999,
de 13 de Diciembre, de Protecciéon de Datos de Caracter Personal.

3. RESULTADOS

3.1. Poblacion de estudio

El nimero de pacientes que inicié tratamiento con dabigatran etexilato
durante el periodo de estudio fue de 138, de los cuales el 78,99% (109) fueron
mujeres. La media de edad fue 70,88+9,82.

E1 97,10% de los pacientes ingresoé a cargo del Servicio de Traumatologia. El
2,9% restante se repartio entre los Servicios de Geriatria, Neurologia y Cirugia
Vascular.

El 6,52% habian recibido previamente al ingreso tratamiento con
dabigatran: debido a cirugia previa 77,77% y el 22,23% para otras indicaciones.
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3.2. Valoracion de la utilizacion de dabigatrdn para la indicacion aprobada en
ficha técnica

Al 89,13% de los pacientes se les prescribié dabigatran etexilato para la
indicacion aprobada en ficha técnica, de éstos, el 73,98% de pacientes fueron
sometidos a una cirugia programada de reemplazo total de rodilla y el 26,02% de
cadera.

La duracion del tratamiento se ajustd a las recomendaciones establecidas en
ficha técnica en el 82,42% y 78,13% de los casos respectivamente.

La dosis y pauta fueron correctas en el 92,31% de los casos en los que
dabigatran fue utilizado en pacientes sometidos a cirugia de rodilla, y en el 81,25%
de los pacientes sometidos a cirugia de cadera. En ambos grupos, el motivo mas
frecuente de pauta incorrecta fue que la dosis no se habia ajustado siguiendo las
recomendaciones en pacientes mayores de 75 afios.

En las Tablas 1 y 2 se muestra un resumen de la duracion del tratamiento y
de las pautas empleadas.

Tabla 1.- Distribucién de pacientes segtin tipo de cirugia y duracién del tratamiento.

Tipo de cirugia Duracién tratamiento n (%)
<10 dias sin tratamiento al alta 5 (5,49%)
PTR <10 dias mas tratamiento al alta 75 (82,42%)
>10 dias 11 (12,09%)
<35 dias sin tratamiento al alta 7 (21,87%)
PTC <35 dias con tratamiento al alta 25 (78,13%)
>35 dias 0

Tabla 2.- Distribucién de pacientes segtin tipo de cirugia y pauta.

‘ Tipo de cirugia Pauta n (%)
150 mg/dia 29 (31,87%)
PTR 220 mg/dia 55 (60,44%)
Dosis incorrecta 7 (7,69%)
150 mg/dia 7 (21,87%)
PTC 220 mg/dia 19 (59,38%)
Dosis incorrecta 6 (18,75%)

PTR: protesis total de rodilla; PTC: protesis total de cadera
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3.3. Valoracion de la utilizacion de dabigatrdn para otras indicaciones

En el 10, 87% de los pacientes, el dabigatran fue utilizado fuera de las
indicaciones recogidas en ficha técnica durante el periodo de estudio (Tabla 3). De
los pacientes en los que se utilizé dabigatran para otra cirugia de cadera que no
fuera el reemplazo total, el diagnostico mas frecuente fue la fractura de cadera.

Tabla 3.- Distribucién de pacientes para las indicaciones no recogidas en ficha técnica.

Indicacion N

Otras cirugias de rodilla 1
Otras cirugias de cadera 9
Ictus 2

Fibrilacion auricular (FA)|3*
crénica

Embolia iliaca 1

*Uno de los pacientes esta incluido también en el grupo de otras cirugias de cadera por haber sido
tratado con dabigatran tras fractura de cadera.

Las pautas utilizadas en estos pacientes se resumen en la Tabla 4. La pauta
de 110 mg cada 24 h se corresponde con una pauta errénea consecuencia de no
actualizar la dosis en el programa de prescripcion electronica tras la
administracion de la primera dosis postcirugia.

Tabla 4.- Distribucién de pacientes segin la pauta utilizada en indicaciones no recogidas en ficha

técnica.
Pauta n

110 mgcada12h |4
150 mgcada12h |2
150 mg cada 24 h |3
220mgcada24h |6
110 mgcada24h |1

El dabigatran se utiliz6 siguiendo la pauta para fibrilacion auricular (FA) en
6 pacientes. No se detectaron hemorragias ni otros efectos adversos que pudieran
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estar relacionados con su administracién, sélo un caso en el que la paciente fue
dada de alta con dabigatran y volvio a ingresar 48 h mas tarde en el hospital con
melenas, no obstante, la paciente fue diagnosticada posteriormente de cancer de
colon. Sin embargo, los resultados obtenidos no son concluyentes, puesto que el
numero de pacientes es muy pequeiio y la duracién media de la estancia
hospitalaria para ellos fue de 4 dias.

3.4. Adaptacion a las recomendaciones del protocolo y la ficha técnica

La Unica diferencia entre las recomendaciones recogidas en el protocolo y la
ficha técnica del medicamento es la posibilidad de prolongar la duracion del
tratamiento de los pacientes sometidos a cirugia de reemplazo total de rodilla que
ofrece el protocolo.

Un 65,22% de las prescripciones se adaptaron al protocolo del hospital,
mientras que un 57,24% se adaptaron tanto al protocolo como a la ficha técnica.

En el 7,98% de los pacientes la duracion del tratamiento durante el periodo
de ingreso se adaptd a lo indicado en el protocolo fuera de lo recoge la ficha
técnica.

Los motivos mas frecuentes en los que la prescripciéon no se ajusté a las
recomendaciones fueron: prescripcion para una indicacion diferente, y duracion
del tratamiento menor a la recomendada durante el ingreso (sin datos para la
continuaciodn tras el alta hospitalaria, Tabla 5).

En el 7,25% de los pacientes no se disponia de los parametros analiticos
necesarios (aclaramiento de creatinina y/o ALT) para valorar si el inicio de
tratamiento con dabigatran estaba contraindicado.

De los pacientes que iniciaron tratamiento y de los que se disponia de
analitica previa, s6lo hubo un paciente en el que se mantuvo la prescripcién con
valores de ALT por encima de 2 veces el limite superior normal, y otro cuyo valor
de ALT previo a la cirugia era superior a lo recomendado, pero que mostro valores
normales de la enzima en una nueva analitica solicitada por su médico tras ser
informado por el farmacéutico.
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Tabla 5.- Motivos de no adaptacion al protocolo de utilizacién/ficha técnica de dabigatran.

MOTIVO DE NO ADAPTACION AL PROTOCOLO/FICHA

TECNICA

Otra indicaciéon 15

Menor duracién de tratamiento de la recomendada 13

Dosis incorrecta al alta

Dosis incorrecta al alta y sin datos de laboratorio disponibles

4
Sin datos de laboratorio 3
1
1

Tratamiento concomitante con enoxaparina

Menor duracion de la recomendada y primera dosis

incorrecta 1
Dia de la intervencion sin tratamiento anticoagulante 1
Primera dosis incorrecta 1

Primera dosis incorrecta, erronea al alta y sin datos de
enzimas hepaticas 1

Reduccién de dosis sin motivo aparente y duracién menor
durante el ingreso sin informacion al alta

Dosis incorrecta y sin datos de laboratorio disponibles

Valor elevado de ALT

Primera dosis mal administrada

Segunda dosis mal administrada

Infradosificacion (110 mg/dia en lugar de 220 mg/dia)

[ I ey Y Y N B

Reduccidn de dosis sin motivo aparente

3.5. Efectos adversos

Las reacciones adversas detectadas durante el estudio se muestran en la
Tabla 6.

Se suspendié dabigatran por hemorragia en el lugar de la herida en un
paciente. A otro paciente se le sustituy6 dabigatran por enoxaparina tras deterioro
de la funcién renal secundario a diarrea.
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El 15,94% de los pacientes necesito trasfusion de dos o mas unidades de
concentrados de hematies durante el tratamiento con dabigatran y un 24,64%
recibio suplementos de hierro por via oral.

Tabla 6.- Acontecimientos adversos.

‘ Reaccion adversa n (%)
Manchado herida
quirurgica 11 (7,97)
Molestias estdmago 6 (4,35)
Edema 5(3,62)
Secrecion de herida 4 (2,90)
Hematoma post-
intervencion 3(2,17)
Diarrea 1(0,72)
Hematuria 1(0,72)
Complicacion herida 1(0,72)
Melenas 1(0,72)

En el 5,80% hubo sospecha de TVP, que fue descartada en todos los casos
mediante eco-doppler.

Un paciente que fue dado de alta para continuar tratamiento con dabigatran
220 mg al dia en su domicilio ingres6 de nuevo en el hospital a las 48 h con
diagndstico de ictus isquémico. Tras el segundo ingreso fue dado de alta con
enoxaparina 40 mg al dia.

En un paciente se detectd la presencia de extrasistoles ventriculares y fue
remitido a las consultas de cardiologia para ser valorado.

3.6. Interacciones

Ningin paciente presentd interacciones de relevancia clinica con otros
medicamentos. En el 100 % de los casos hubo tratamiento concomitante con
inhibidores de la bomba de protones.
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4. DISCUSION

La gran mayoria de los pacientes (97,10%) incluidos en nuestro estudio
ingresaron a cargo del Servicio de Traumatologia, que era uno de los servicios a los
que se autorizo la prescripciéon del farmaco desde su inclusiéon en la Guia
Farmacoterapéutica del hospital. De éstos, un elevado porcentaje (89,13%)
recibieron tratamiento con dabigatran para la indicacién aprobada en ficha
técnica. Los resultados obtenidos muestran que la restriccion de prescripcion por
parte de la Comision de Farmacia y Terapéutica ha servido para controlar la
utilizacién de dabigatran, y que en la mayoria de los casos la utilizacién se adapta a
las recomendaciones.

Independientemente del tipo de cirugia, la pauta utilizada mas
frecuentemente fue 220 mg al dia, lo que concuerda con la edad media de la
poblacién de estudio (70,88 afios) y con las dosis ensayadas en los estudios
pivotales (RE-MODEL y RE-NOVATE) (12,13).

Creemos que los errores de dosificacion encontrados pueden estar
influenciados en parte, por la falta de seguimiento diario de los pacientes por parte
de un mismo prescriptor, lo que en ocasiones conlleva la no actualizacién del
tratamiento farmacologico.

En lo que respecta a la duracién del tratamiento tras artroplastia total de
rodilla, en el 94,51% de los pacientes sometidos a este tipo de cirugia fue superior
a los 10 dias indicados en ficha técnica (teniendo en cuenta los pacientes que
debian continuar con el tratamiento en su domicilio). Sin embargo, se adapta a las
recomendaciones de la Guia Clinica de la SECOT (Sociedad Espafiola de Cirugia
Ortopédica y Traumatologia) (9) y la ACCP (American College of Chest Physicians)
en su edicion de 2008 (7), que indican que la duracion sera de entre 4 y 6 semanas.

Todos los anticoagulantes tienen asociado cierto riesgo de hemorragia, por
ello, la seguridad de la anticoagulacion es, probablemente, la preocupaciéon mas
importante de los cirujanos ortopédicos, ya que una hemorragia en la articulacion
sustituida puede tener graves consecuencias para el resultado clinico (14).

La evaluaciéon del potencial hemorragico de los nuevos anticoagulantes,
basada en los resultados de los ensayos clinicos, resulta importante a la hora de
determinar su utilidad clinica. Pero los ensayos utilizan diversas definiciones para
la evaluacion del potencial hemorragico, y estas variaciones en las definiciones
deben tenerse en cuenta. En los estudios RE-MODEL y RE-NOVATE se siguieron los
criterios de la International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) (15).

En nuestro studio, se detecté sangrado en el 7,97% de los pacientes, siendo
este porcentaje inferior al aproximadamente 14% notificado en los ensayos
pivotales, donde la frecuencia de sangrados mayores (incluyendo sangrados en el
lugar de la herida) fue menor al 2% (11). Creemos que la diferencia en la
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frecuencia de sangrado puede deberse a pérdida de informacidn al recogerse ésta
de los evolutivos médicos y de enfermeria, y no de forma directa.

El 15,94% de los pacientes necesito trasfusion de dos o mas unidades de
concentrados de hematies, aunque no podemos confirmar que la necesidad de
trasfusion estuviera inicamente relacionada con la utilizacién de dabigatran.

El 2,90% de los pacientes presentd secrecion de heridas, en comparacion
con el aproximadamente 5% que se detect6 en los ensayos RE-MODEL y RE-
NOVATE. Creemos que esta diferencia también puede deberse entre otros motivos
al método de recogida de la informacion y a que no era el objetivo del estudio
evaluar la seguridad del farmaco. La presencia de hematuria (0,72%) también fue
menor a la detectada en los ensayos (1,4%). El 2,17% de los pacientes presentd
hematoma post-intervencion, resultado semejante al encontrado en los ensayos
pivotales (aproximadamente 2%) (11).

La frecuencia de episodios hemorragicos fue baja, pero aunque los datos de
seguridad y de acontecimientos adversos son tranquilizadores, es necesario reunir
series de datos mas amplias antes de llegar a conclusiones definitivas.

El 100% de los pacientes mantuvo tratamiento concomitante con
inhibidores de la bomba de protones. No sabemos si en estos pacientes la
absorcion de dabigatran se vio disminuida, aunque los datos de la literatura
muestran una disminucién de la absorcién de un 20-25% (6,16).

No se detect6 ninguin caso de TVP, fueron descartados todos aquellos casos
en los que hubo sospecha.

No se registré6 un aumento de la incidencia de elevacién de las enzimas
hepaticas, si bien la ausencia de datos de laboratorio en el periodo postquirdrgico
impidi6 hacer un seguimiento en la mayor parte de los pacientes.

Durante la realizacion de este estudio, la Agencia Europea del Medicamento
(EMA) ha ampliado las indicaciones de uso de dabigatran (17). En el documento de
la EMA, con fecha 14 de abril de 2011, se determina que esta ampliacién de
indicacion se autoriza para dabigatran 110 y 150 mg (18).

Sin embargo, existe una clara discrepancia con lo que la Food and Drug
Administration (FDA) aprob6 en octubre de 2010, ya que so6lo aprob6 la dosis mas
alta de dabigatran (150 mg) para esta nueva indicacion.

En nuestro studio, s6lo se incluyeron 6 pacientes en los que el dabigatran se
utiliz6 siguiendo la pauta para FA. Debido a que el numero de pacientes es
pequefio, los resultados obtenidos no nos permiten obtener conclusiones.
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El ensayo RE-LY (19) se llevo a cabo en pacientes con FA con riesgo elevado
de padecer ictus. En dicho estudio se analizé el farmaco (110 mg y 150 mg cada
12h) frente a warfarina en dosis ajustada segiin INR. El dabigatran en dosis de 110
mg cada 12h causé menos sangrados que la warfarina, mientras que en dosis de
150 mg cada 12h no presentd diferencias. Sin embargo, el sangrado
gastrointestinal fue mas frecuente en este grupo (aproximadamente un 1% mas en
valor absoluto). El dabigatran provocé con mas frecuencia que la warfarina
dispepsia y dolor abdominal (aproximadamente un 5% mas en valores absolutos)
y la incidencia de abandono del tratamiento fue superior en ambas dosis
ensayadas (19-20%) respecto al grupo de la warfarina (15%). También se
produjeron mas infartos de miocardio (aproximadamente un 0,2% mas por afio).

5. CONCLUSIONES

1. La utilizaciéon de dabigatran ha sido adecuada para la mayoria de los
pacientes.

2. Sélo en el 10,87% se ha utilizado en indicaciones no recogidas en ficha
técnica.

3. El 65,22% de las prescripciones se adaptaron a las recomendaciones
recogidas en el protocolo de utilizacion en el hospital.

4. El 24,64% de los pacientes presentd efectos adversos, siendo el mas
frecuente la aparicion de sangrado.
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ANEXO I. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

N°PACIENTE

EDAD

SEXO

GFH/UE

DIAGNOSTICO

ANTECEDENTES

TIPO DE CIRUGIA

FARMACO

PREVIO (S/N)

INDICACION

INDICACION FUERA FT (S/N)

PAUTA

PAUTA AJUSTADA (S/N)

MOTIVO AJUSTE

DURACION TRATAMIENTO

DURACION TRATAMIENTO
FUERA FT (S/N)

CONTRAINDICACION (S/N)

INTERACCIONES

TRATAMIENTO AL ALTA CON
DABIGATRAN

| OBSERVACIONES |

SERVICIO PRESCRIPTOR

INTERVENCI(')N
FARMACEUTICA (S/N)

OTROS
FARMACOS

INDICACION

PAUTA

PARAMETROS ANALITICOS

CREATININA

INR

ALT/AST

Hb
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Es para mi un gran honor ingresar como Académico Correspondiente en la
Real Academia Nacional de Farmacia, una de las mas importantes Academias de
nuestro pais. Obviamente, mis primeras palabras no pueden ser mas que de
agradecimiento. Yo soy de los que piensan que uno en la vida es lo que es un tanto
debido a sus actos y, al menos otro tanto, debido a sus circunstancias. En primer
lugar, creo que es de justicia recordar que muy probablemente yo no estaria aqui si
hubiera nacido en una “favela” de Rio de Janeiro, en un poblado de Burkina Fasso o
en un “ghetto” de Lesotho. De igual manera, soy también plenamente consciente de
que no estaria aqui sin la ayuda y el apoyo de muchas personas que han estado
cerca de mi a lo largo de la vida. En primer lugar destacaria sin duda alguna a mis
padres y hermanos, asi como a mis amigos mas cercanos, amigos entre los cuales
incluyo tanto a los de fuera del ambito de la Ciencia como a los de dentro de él.
Puesto que estamos es un acto académico, me gustaria detenerme a mencionar a
algunos de estos ultimos. En orden cronolégico, primero, la Profesora Carmen
Acebal, de la Universidad Complutense, por ayudarme a descubrir el mundo de la
Bioquimica, y después al que sin duda considero como mi principal mentor
cientifico, el Profesor Math Geelen, de la Universidad de Utrecht; segundo, colegas
complutenses como los Profesores Amador de Haro, José Antonio Ramos y Javier
Ferndndez Ruiz, quienes, con su inestimable ayuda personal y logistica, me
posibilitaron constituir y hacer despegar un grupo de investigacion propio; vy,
tercero y muy particularmente, a las personas que integran y han integrado dicho
grupo de investigacion, en el que tengo el enorme placer de poder trabajar. El
progreso y sostenimiento del grupo se deben en gran parte a mis amigos y
compafieros mas senior del mismo, esto es, Guillermo Velasco, Ismael Galve y
Cristina Sanchez. A ellos se han ido afiadiendo sucesivamente otros muchos
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miembros mas jovenes, de los que hoy en dia permanecen en el grupo Cristina
Blazquez, Mar Lorente, Sonia Herndndez, Eduardo Pérez, Zaira Ortega, Luigi
Bellocchio, Maria Salazar, Clara Andradas, Javier Diaz, Anna Chiarlone, Eva Resel,
Elena Garcia, Adan de Salas, Israel Valero, Sandra Blasco y David Vega.

Por ultimo, y no por ello desde luego menos importante, estoy muy
agradecido a esta Academia por acogerme entre sus miembros y, sobre todo, a su
Presidenta, la Profesora Maria Teresa Miras Portugal, por marcar la pauta de las
muy interesantes actividades y logros de dicha Academia y por toda la ayuda y
cariio que me ha deparado practicamente desde que comencé mi carrera
cientifica, ademas, claro esta, de por sus amables palabras de presentacion.

A todas estas personas, y a muchas otras que por falta de tiempo no puedo
nombrar, les agradezco de corazon todo lo que han hecho por mi.

Algunas veces, aunque en el fondo como mero divertimento intelectual,
pienso en si he tenido vocacion cientifica. En realidad me resulta muy dificil
establecerlo, y de hecho todavia a estas alturas no consigo tener claro si en algin
momento de mi vida me surgié una verdadera “vocacién” (al menos entendida
como “llamamiento” o “inspiracion”) por la Ciencia. Mas bien hablaria de que,
durante la adolescencia, confluyé en mi un cdmulo de muy diversas influencias y
contextos que me condujeron a una, digamos, “inclinaciéon” por la Ciencia, a la que,
por otro lado, nunca vi “enfrentada a” sino mas bien “complementaria con” otras
facetas del conocimiento como las Humanidades y el Arte. Lo que si recuerdo
nitidamente es que, desde pequefio, senti una gran curiosidad por intentar
entender y explorar la Naturaleza, incluida la humana, fundamentalmente desde
una perspectiva biologica. Por ejemplo, siempre me fascinaron cuestiones como la
quimica de la nutricion, las causas de las enfermedades y el funcionamiento del
cerebro. En el fondo creo que intentaba aproximarme (en aquel momento de
manera intuitiva, casi diria que inconsciente) al clasico triangulo cuerpo-mente-
alma a través del conocimiento del primero de sus vértices. De hecho, éste ha sido
el hilo conductor mas profundo que ha sustentado mi pulsién y motivacion por la
actividad investigadora, que, hasta ahora, ha estado centrada en el estudio de una
de las principales macromoléculas de nuestro organismo, los lipidos, sobre todo en
dos organos (primero el higado en mis etapas pre y posdoctoral, posteriormente el
cerebro en mis etapas mas senior) y tanto en lo que se refiere a su metabolismo
(primero) como a su papel sefializador (después).

Aunque esta carrera cientifica ha sido bastante gratificante y enriquecedora,
también soy consciente de que he cometido errores, y de que algunas carencias
que me ha costado tiempo y esfuerzo solventar podrian haberse solucionado mas
facilmente en su debido momento. Sin embargo, una de las decisiones de las que
no me arrepiento en absoluto es la de haber desarrollado toda mi carrera en la
Universidad y, de esta manera, haber podido y poder contribuir (aunque sea a muy
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pequefia escala) a la formacién de algunas personas. En estos tiempos que nos toca
vivir, en los que el mercantilismo mas despiadado se ha aduefiado no ya de la
politica y la economia de altos vuelos sino del dia a dia de muchos ciudadanos de a
pie, no me parece necesariamente deseable que la Universidad se deba adaptar a
esa Sociedad, como muchas veces se nos pide, sino que, por el contrario, la
Universidad deberia tratar de reconducir este devenir muchas veces erratico de
nuestra Sociedad. Asi, aunque a veces el ajetreo cotidiano de nuestra labor docente
e investigadora nos pueda hacer olvidarlo, a mi modo de ver la transmisién de
valores como la solidaridad, la honestidad y el pensamiento critico es no ya “una”
sino “la” tarea esencial de nuestra institucion. Ojald que entre todos seamos
capaces de conseguirlo.

En el marco de las moléculas sobre las que he centrado mayoritariamente
mi carrera investigadora, esto es, los lipidos, mi disertacion cientifica versara,
como reza su titulo, sobre unas moléculas de naturaleza lipidica que actian como
mensajeros quimicos en nuestro organismo y sobre las cuales nuestro grupo ha
estado investigando activamente durante los ultimos afios. Se trata de los
endocannabinoides.

La marihuana (Cannabis sativa L.) es la droga ilegal mas ampliamente
consumida en Occidente. Quimicamente hablando se trata de la Unica especie del
Reino Vegetal que, por lo que hoy en dia sabemos, produce “cannabinoides”, una
familia de moléculas de la cual ya conocemos casi un centenar de representantes
diferentes. Aunque no se han estudiado con detalle las propiedades farmacolégicas
de la mayoria de estos compuestos, esta ampliamente aceptado que el A°-
tetrahidrocannabinol (THC) es el mas importante de ellos debido tanto a su alta
abundancia en la planta como a su elevada potencia de accion. Otros
cannabinoides, como el cannabinol y el cannabidiol, pueden aparecer asi mismo en
niveles significativos en la planta y sus preparados, pero su potencia de accion es
claramente mas reducida que la del THC.

Desde hace aproximadamente 20 afios sabemos que el THC ejerce su gran
variedad de efectos, tanto en el sistema nervioso central como en distintas
localizaciones periféricas, debido a que es similar a una familia de moléculas
producidas por nuestro organismo y cuya accion por tanto mimetiza. Estas
moléculas se denominan por ello “cannabinoides enddgenos” o
“endocannabinoides”, y, quimicamente hablando, se trata de una familia mas de
derivados bioactivos del acido araquidonico, esto es, el acido eicosatetraenoico (20
atomos de carbono y cuatro dobles enlaces cis en las posiciones 5, 8 11 y 14), el
cual, como bien sabemos, se emplea de precursor para la generacion de un gran
numero de mensajeros quimicos en nuestro organismo. En concreto, los
endocannabinoides comprenden dos compuestos de naturaleza eicosanoide: por
un lado, la N-araquidoniletanolamina (AEA), esto es, la amida del acido
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araquidonico y la etanolamina (generalmente conocida como “anandamida”, con el
sufijo “amida”, que denota el enlace quimico caracteristico de la molécula, y el
prefijo sanscrito “ananda”, que significa “embeleso” o “placer interno”, en alusion a
los efectos que produce ingerir marihuana). Por otro lado, el 2-araquidonilglicerol
(2-AG), esto es, el éster del acido araquidonico y el grupo hidroxilo en posicion sn-
2 del glicerol.

Los cannabinoides de C. sativa actian pues en el organismo a través de las
mismas dianas moleculares que los cannabinoides endogenos. Se trata de
receptores especificos localizados en la membrana plasmatica de nuestras células
y que se denominan receptores cannabinoides (abreviadamente receptores CB), de
los cuales existen hoy en dia dos tipos bien caracterizados molecular y
funcionalmente hablando: el receptor cannabinoide de tipo 1, o receptor CBy, y el
receptor cannabinoide de tipo 2, o receptor CB:. Es posible no obstante que existan
en el organismo otros receptores, como algunos receptores acoplados a proteinas
G adn huérfanos (por ejemplo, GPR55) o algunos canales io6nicos (por ejemplo,
TRPV1), que medien algunas de las acciones de los (endo)cannabinoides.

Los receptores CB:1 y CB: pertenecen a la principal superfamilia de
receptores del organismo (los receptores acoplados a proteinas G) y sefalizan
principalmente a través de proteinas Gi. Asi, estos receptores modulan rutas de
sefializacidn intracelular de gran importancia como la clasica via de la adenilil
ciclasa (AC)-adenosina monofosfato ciclico (cAMP)-proteina quinasa A (PKA) vy,
como veremos mas tarde, afectan también a la conductancia de algunos canales de
Ca?* y K*. Ademas, nuestro grupo ha contribuido a caracterizar el acoplamiento de los
receptores CB1 y CB: a otras rutas de comunicacion intracelular como la via de la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/Akt, la cascada de proteina quinasas activadas
por mitégenos ERK (quinasa regulada por sefiales extracelulares; extracellular
signal-regulated kinase), las cascadas de proteina quinasas activadas por estrés
JNK (quinasa del extremo N-terminal de c-Jun, c-Jun N-terminal kinase) y p38, y la
generaciéon del mediador esfingolipidico ceramida. Estos y otros mecanismos
participan en el control de muy diversas funciones celulares por los receptores
cannabinoides.

Como parece légico suponer, Unicamente los tejidos del organismo que
poseen receptores especificos para cannabinoides son blanco de la accién de estos
compuestos. En concreto, la mayor parte de los efectos de los cannabinoides estan
mediados por el receptor CBj, inicialmente denominado “receptor central de
cannabinoides” por su localizacién mayoritariamente cerebral pero que hoy en dia
sabemos posee una localizacién muy ubicua. Este receptor es especialmente
abundante en areas del sistema nervioso central implicadas en el control de la
actividad motora (ganglios basales, cerebelo), memoria y aprendizaje (corteza,
hipocampo), emociones (amigdala), percepcion sensorial (talamo) y diversas
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funciones auténomas y endocrinas (hipotalamo, médula), lo que légicamente
explica que los endocannabinoides modulen estos procesos y que el consumo de
marihuana interfiera con ellos. El receptor CB1 esta también presente, por ejemplo,
en las terminales nerviosas periféricas que inervan tanto la piel como los tractos
digestivo, circulatorio y respiratorio, asi como en numerosos tejidos y 6rganos
como el endotelio vascular, hueso, testiculo, utero, ojo, higado y tejido adiposo.

El receptor CB; inicialmente denominado “receptor periférico de
cannabinoides” frente al “receptor central de cannabinoides” (CB1), muestra una
distribucién mas restringida que el receptor CBi, y esta fundamentalmente
presente en el sistema inmune, tanto en células periféricas (por ejemplo, linfocitos
y monocitos/macrofagos) como en tejidos (por ejemplo, bazo y ganglios linfaticos).
Asi, este receptor esta implicado en la modulacion de la respuesta inmune por el
sistema endocannabinoide.

Los endocannabinoides, junto con sus receptores y sistemas especificos de
sintesis y degradacién, constituyen en el organismo el denominado “sistema
endocannabinoide” o “sistema cannabinoide end6geno”. Este sistema (o al menos
parte de sus componentes) aparece de forma altamente conservada en la gran
mayoria de animales, al menos en todos los deuter6stomos, y su funciéon hasta
ahora mejor establecida es la de constituir un mecanismo de neuromodulacion
retrograda en el sistema nervioso central. Asi, cuando se sobreactivan diversos
receptores de neurotransmisores en la membrana plasmatica de una neurona
postsinaptica, ésta sintetiza precursores de endocannabinoides y los escinde para
liberar a la hendidura sinaptica endocannabinoides funcionalmente activos. Esto
acontece, por ejemplo, tras la unién de algunos neurotransmisores como el
glutamato a sus receptores ionotrdpicos o metabotropicos, con la consiguiente
elevacion de la concentracion citoplasmatica de Ca?*. Los endocannabinoides
actlan entonces como mensajeros quimicos retrogrados, esto es, se unen a
receptores CB1 de la neurona presinaptica, lo que induce por ejemplo que se
dificulte la entrada en ella de iones Ca?* (por el cierre de canales de Ca?* sensibles a
potencial) y se facilite la salida de iones K* (por la apertura de canales
rectificadores de K* sensibles a proteinas G). Ello dificulta la despolarizacion de la
membrana plasmatica e inhibe los procesos de exocitosis. De esta manera se
bloquea la liberacidn del neurotransmisor correspondiente (como el glutamato en
este ejemplo).

La accion neuromoduladora de los endocannabinoides, al igual que la de
muchos otros neurotransmisores y neuromoduladores, finaliza mediante su
recaptura celular a través de un sistema de transporte de membrana plasmatica y
su posterior degradacioén intracelular, que corre a cargo de una familia de lipasas
entre las cuales la hidrolasa de amidas de acidos grasos (fatty acid amide hydrolase,
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FAAH) y la monoacilglicerol lipasa (MAGL) son las mejor caracterizadas para la
rotura de la AEA y el 2-AG, respectivamente.

El receptor CB1 cannabinoide es en general uno de los tipos de receptores
mas altamente expresados en el sistema nervioso central y, en concreto, es el
receptor presinaptico acoplado a proteinas G mas abundante en el cerebro adulto
de los mamiferos hasta ahora estudiados, hallandose presente, como hemos
mencionado, en practicamente todas las regiones de este 6rgano. La localizacion
presinaptica del receptor CB: fue mostrada por vez primera en terminales
axonales de interneuronas hipocampales, y hoy en dia se conocen numerosos
ejemplos de otras neuronas GABAérgicas (por ejemplo, corticales y estriatales), asi
como glutamatérgicas (por ejemplo, corticales, hipocampales, hipotalamicas y
cerebelares) o de vias subcorticales ascendentes (por ejemplo, terminales
colinérgicas, noradrenérgicas y serotoninérgicas), que expresan altas cantidades
de receptores CB; presinapticos. Aunque el resultado global de la activacion de
dichos receptores es la retroinhibicion de la liberacién de neurotransmisores y la
consiguiente atenuacidon de la transmision sinaptica, el curso temporal en el que
tiene lugar este proceso divide los efectos de los cannabinoides y
endocannabinoides sobre la plasticidad sinaptica en dos grandes tipos, que pueden
ademas poseer distintas implicaciones fisiopatoldgicas. Asi, la depresion sinaptica
a corto plazo se inicia muy rapidamente (menos de 1 s) y su duracién es muy corta
(s-min), mientras que la depresién sinaptica a largo plazo requiere periodos mas
largos de induccién (s-min) y su duracion es mas larga (h). Aunque ambos
procesos estdn mediados por la activacion de receptores CB: presinapticos, los
mecanismos seflalizadores responsables de cada uno de ellos son diferentes. Asi, la
depresion a corto plazo suele implicar, como hemos visto, la inhibicion de canales
de Ca?* y la apertura de canales de K*, mientras que la depresion a largo plazo
depende mayoritariamente de la inhibicion de la via del cAMP.

Ademas de esta localizacidn caracteristica en terminales presinapticas, se
ha descrito la existencia de receptores CB; en algunas neuronas postsinapticas,
cuya activacion inhibe los canales de Ca?* sensibles a potencial y los receptores
ionotrdpicos de glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Los receptores
CB1 del sistema nervioso central también se expresan en astrocitos, donde podrian
controlar el aporte trofico de estas células a las neuronas y los procesos de
comunicacion sinaptica entre ambos tipos de células, asi como en oligodendrocitos
y en células del endotelio vascular. Por ultimo, el receptor CB; cannabinoide se
expresa en células de microglia, los macréfagos residentes del tejido nervioso,
donde inhibe la activacion de dichas células y producen por tanto un descenso en
la liberacidon de citoquinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, lo que conlleva a su vez una atenuacion de los procesos
neuroinflamatorios. Todos estos efectos complementan la accion de mensajeros
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retrogrados que ejercen los endocannabinoides sobre la plasticidad sinaptica y la
funcionalidad neuronal.

El sistema endocannabinoide no sdlo se expresa en el sistema nervioso
adulto, sino que, como ha demostrado nuestro grupo y otros laboratorios, también
lo hace en el cerebro en desarrollo, en el cual evidencia un patrén de distribucién
“atipico”, ya que, por ejemplo, durante etapas prenatales el receptor CB; abunda en
células progenitoras neurales y en proyecciones axonales que conforman areas de
sustancia blanca. Los estudios mas recientes sugieren que, durante el desarrollo
cerebral, el sistema endocannabinoide controla procesos esenciales como la
proliferacién, migracién, diferenciacion y supervivencia de células neurales, asi
como la elongacion y fasciculacion de axones y la formaciéon de conexiones
sinapticas durante el establecimiento de los patrones morfogenéticos del sistema
nervioso. Una reminiscencia de este papel del sistema endocannabinoide durante
el desarrollo seria, como ha descrito nuestro grupo, su presencia y actividad
funcional en células progenitoras residentes en regiones neurogénicas del cerebro
adulto como la zona subventricular y el giro dentado del hipocampo.

La marihuana y sus preparados se han empleado en Medicina desde hace al
menos cincuenta siglos. Los descubrimientos recientes en el conocimiento del
sistema endocannabinoide que he resumido hasta ahora han contribuido al
renacimiento del estudio de las posibles aplicaciones terapéuticas de los
cannabinoides, lo que constituye hoy en dia un campo de amplio debate cientifico y
clinico. Con base en la demostracion de la funciébn moduladora que los
endocannabinoides ejercen sobre numerosas funciones cerebrales, se ha sugerido
el potencial terapéutico que la manipulaciéon farmacolégica de sus niveles o la
administracion de agonistas cannabinoides (bien cannabinoides de la planta, bien
cannabinoides sintéticos) podria tener en el tratamiento de diversas patologias
que afectan al sistema nervioso. En algunas de estas enfermedades ya se ha podido
poner de manifiesto que existen cambios en la expresion de receptores
cannabinoides y/o en los niveles de endocannabinoides en ciertas zonas del
cerebro, lo que justificaria el estudio farmacolégico de este sistema. Por ejemplo, y
de forma general, los cannabinoides ejercen efectos analgésicos que los harian de
utilidad en el tratamiento del dolor. También podrian ser ttiles en el tratamiento
de los procesos de neuroinflamacién, en los que su administracién permitiria
paliar algunas consecuencias tipicas de dichos desdérdenes. Hoy en dia sabemos
ademas que, bajo determinadas ventanas terapéuticas, los cannabinoides son
capaces de proteger a las neuronas frente a diversas situaciones de dafo, lo que
podria tener interés para el tratamiento de episodios de dafio cerebral agudo y
quizas de enfermedades neurodegenerativas. Su participacién en los procesos de
memoria hace pensar que los cannabinoides podrian ser de utilidad en trastornos
como la extincion de memorias aversivas en situaciones de estrés post-traumatico.
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Analogamente, la presencia de receptores cannabinoides en regiones del sistema
limbico y el hipotalamo anterior permitiria que la manipulacion de dichos
receptores pudiera ser una aproximacién farmacoldgicamente relevante en el
tratamiento de trastornos alimentarios y metabdlicos, asi como de fendmenos
compulsivos relacionados con la adiccion a drogas.

A pesar de todo ello, la utilizacion clinica de los cannabinoides y otros
compuestos que afectan a la sefializacién cannabinérgica es hoy en dia bastante
restringida. En la actualidad se permite en algunos paises la prescripcion de
capsulas de THC (Marinol) y del cannabinoide sintético nabilona (Cesamet), asi
como la dispensa de preparaciones estandarizadas de marihuana medicinal, para
inhibir la nausea y el vémito, estimular el apetito y atenuar la caquexia en
pacientes de cancer o sida. Recientemente se ha aprobado un nuevo medicamento
cannabinoide, el Sativex, un aerosol oro-mucosal compuesto por extractos de
cannabis ricos en THC y cannabidiol, para el tratamiento del dolor oncoldgico y
neuropatico (hasta ahora solo en Canadad) y de la espasticidad asociada a la
esclerosis multiple (en varios paises, incluida Espafia). Existen ademas otras
posibilidades terapéuticas de los cannabinoides que se hallan atin en diversas fases
de ensayos clinicos.

Los cannabinoides son sustancias bastante seguras en el contexto de su
aplicacion clinica, pero su uso médico esta en parte dificultado por sus efectos
psicoactivos no deseados, entre los que se incluyen los de tipo afectivo (euforia),
somatico (somnolencia, descoordinacion motora), sensorial (alteraciones en la
percepcion temporal y espacial, desorientacion) y cognitivo (lapsos de memoria,
confusion). Aunque dichos efectos secundarios puedan ser transitorios y estar
dentro de los margenes aceptados para otros medicamentos, esta claro que, al
menos para determinados pacientes y patologias, seria deseable disefiar
cannabinoides que carecieran de acciones psicotropicas. Puesto que éstas
dependen de los receptores CB; centrales, la opcién mas logica seria evitar la
activacion de dichos receptores (siempre que la patologia en cuestion lo haga
viable). Asi, por ejemplo, se estan disefiando cannabinoides que se unen
selectivamente al receptor CB; y cannabinoides que no atraviesan la barrera
hematoencefalica y por tanto no alcanzan el sistema nervioso central. Por otro
lado, la administracion a animales de experimentacion de inhibidores de la
degradacidon (recaptura o hidrolisis intracelular) de endocannabinoides ha
permitido conseguir la elevacion de los niveles de estos compuestos en contextos
espacio-temporales restringidos y, de esta manera, la induccion de efectos por
ejemplo bradiquinésicos, ansioliticos o analgésicos sin efectos secundarios
notorios. Este tipo de compuestos todavia no ha sido, sin embargo, objeto de
ensayos clinicos exitosos.
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En este contexto del conocimiento general del campo, nuestro grupo de
investigacion comenzé a estudiar hace ya unos 15 afos los mecanismos
moleculares por los cuales los cannabinoides, tanto los enddgenos como los de la
planta, actian en el organismo. Mas concretamente, nuestro interés se centro en
dilucidar si estos compuestos son capaces de alterar algunos procesos centrales de
la biologia celular como la proliferacion, diferenciacion y supervivencia, sobre todo
(aunque no exclusivamente) en el sistema nervioso. La comprension de estos
eventos es esencial para el conocimiento preciso de procesos bioldgicos como el
desarrollo del sistema nervioso, asi como para la caracterizacion de la etiologia y
progresion de las enfermedades neurodegenerativas (caracterizadas por la
disfuncién y pérdida de células nerviosas) y de los procesos oncologicos
(caracterizados por una proliferacion y supervivencia celulares desmesuradas) y,
por tanto, para el disefio de terapias racionales para su tratamiento. Estos tres
paradigmas concretos constituyen la base de los principales proyectos de
investigacion que nuestro grupo lleva a cabo hoy en dia.

Por ejemplo, y de forma muy resumida, a lo largo de este tiempo hemos
observado que, tras unirse a sus receptores, los cannabinoides modulan
numerosas vias de sefializacion intracelular en distintos tipos de células neurales,
lo cual se traduce en efectos tales como la estimulacion de la proliferacion de
células progenitoras neurales para generar neuronas y células de neuroglia, la
proteccion y supervivencia de neuronas y células de neuroglia, la desactivacion de
células de microglia y la inducciéon de muerte programada en células tumorales de
origen glial (glioma). Estos acontecimientos celulares tienen una clara relevancia
fisiologica en animales de laboratorio, en los cuales se observa cémo los
cannabinoides, por ejemplo, controlan el desarrollo de la corteza cerebral,
contribuyen a la regeneracion y proteccion del tejido nervioso en situaciones de
dafio, e inhiben el crecimiento de tumores malignos.

En este ultimo terreno del cancer, nuestros estudios apoyan que, al
contrario que otros sistemas de sefializacién dependientes de mensajeros lipidicos
como los prostanoides (aqui representados por la prostaglandina E2), el acido
lisofosfatidico o la esfingosina 1-fosfato, que median sefiales oncogénicas a traveés
de sus receptores especificos acoplados a proteinas G, los endocannabinoides,
activando sus receptores CB1 y CB2, podrian constituir un nuevo sistema endégeno
de defensa antitumoral. Ademas, nuestro grupo ha demostrado que la activacion
farmacologica de estos receptores inhibe significativamente el crecimiento de muy
diversos tipos de células tumorales en modelos animales de cancer a través de un
mecanismo molecular de accién especifico y ya bien definido, lo cual sugiere que
los compuestos cannabinoides podrian constituir farmacos para el disefio de
nuevas terapias antineoplasicas.
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De forma general, nuestros investigacion ha desvelado que los receptores
cannabinoides estan implicados en el control de decisiones basicas de las células
de nuestro organismo y quizas podrian pues constituir nuevas dianas
farmacologicas para el tratamiento de algunas enfermedades actualmente
huérfanas. La comunidad cientifica se encuentra hoy en dia en un punto en el cual
se ha acumulado un conocimiento relativamente bueno de como actian
molecularmente los cannabinoides en el organismo y de cuales pueden ser algunas
de sus aplicaciones terapéuticas mas inmediatas. Sin embargo, es necesario llevar a
cabo investigacion basica mas profunda y ensayos clinicos mas exhaustivos para
comprender mas soélidamente la funcién bioldgica y el potencial terapéutico de
estos nuevos mensajeros quimicos de nuestro organismo. La intencion global de
nuestro grupo es poder contribuir con un granito de arena lo mas grande posible a
este campo del conocimiento cientifico actual.

He dicho.
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FE DE ERRATAS

ANALES VOL 2 2012

En el editorial “Discurso de agradecimiento de la Excma. Sra. D2 M2 Teresa
Miras Portugal, Presidente de la RANF, en la entrega del Premio Miguel Catalan de
la Comunidad de Madrid”, hemos observado dos erratas en la pagina 145, parrafo
3. Donde dice 1011, debe decir 101! y donde dice 1015, debe decir 1015, por lo que
la redaccidn de ese parrafo es ahora:

“Nuestra ambicidn es conocer lo que pasa en el cerebro humano. Tarea
compleja que requiere una pequefia parabola: Llevamos jugando al ajedrez casi
dos mil afios, con 32 piezas, moviéndose en 64 casillas, con unas normas rigidas y
jAun no hemos sido capaces de agotar todas sus posibilidades! ;Cuantos afos
necesitaremos para identificar las posibilidades del cerebro humano con sus
100.000 millones de neuronas, 1011, que son sus piezas de juego y su cableado de
axones que permite formar 1.000 billones de conexiones sinapticas, 101, que son
las casillas sobre las que se mueven? Estas cifras son realmente dificiles de
imaginar, aunque comiencen a resultarnos familiares en esta época de déficits y
quiebras”.

En las noticias cientificas: analisis, sobre “Farmacos inmunoconjugados en
la terapia del cancer”, de la que es autora Carmen Avendafo, hemos observado las
siguientes erratas:

1) En la pagina 163, antes de la Figura 1, dice: ....que se enlaza a residuos de
lisina al anticuerpo... y debe decir: ...que se enlaza a residuos de lisina del
anticuerpo....

2) En la pagina 164, antes de la Figura 2, tras Adcetris®, debe haber un
punto, no una coma.

3) En la pagina 167, Conclusion, dice:” ....una citotoxina se ha denominado
"atomic missils”, ...” pero debe decir: “...una citotoxina se han denominado
"atomic missiles",...”. La redaccion del pararfo queda:

“Hace 35 afios, aproximadamente, los anticuerpos monoclonales se
definieron como “magic bullets” siendo los medicamentos que mas se han
expandido para tratar varias enfermedades, incluido el cancer (8). Los conjugados
con una citotoxina se ha denominado “atomic missiles”, por lo que habra que
pensar que son el arma mas potente que existe en la lucha contra el cancer. El
tiempo nos lo dira.
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