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ABSTRACT: Antibiotic resistance is spreading faster
than the introduction of new compounds into clinical
practice, causing a public health crisis. In a recent
publication has been described a new antibiotic of
depsipeptide nature named teixobactin that was
discovered in a screen of uncultured soil bacteria (1).
This compound inhibits cell wall synthesis by binding to
a highly conserved motif of lipid Il (precursor of
peptidoglycan) and lipid Il (precursor of cell wall
teichoic acid). The method developed in its discovery
and the apparent ability of teixobactin to avoid
resistances, may open a path towards the development
of other clinicaly useful antibiotics.

RESUMEN: La resistencia a los antibiéticos se ha
desarrollado mas eficazmente que la introduccion de
nuevas estructuras, lo que ha provocado un importante
problema de salud publica. En una reciente publicacion
se ha descrito el hallazgo de un nuevo antibi6tico
denominado teixobactina por cribado de bacterias del
suelo no cultivadas hasta el momento (1). Este
compuesto es un depsipéptido que inhibe la sintesis de
la pared celular enlazdndose a un motivo muy
conservado del lipido Il (precursor de péptidoglicano) y
al lipido Il (precursor del &cido teicoico). Tanto el
método desarrollado en su descubrimiento como la
aparente  capacidad de teixobactina para evitar
resistencias, podrian dar lugar a otros antibioticos
clinicamente dtiles.
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1. INTRODUCCION

Desde que en los afios 1940 se introdujo la penicilina
en la préctica clinica, los antibiéticos han salvado la vida
de millones de seres humanos, pero en los Gltimos tiempos
el arsenal contra los microorganismos patégenos se ha
estancado. La dificultad de encontrar antibidticos que
penetren la pared bacteriana y la falta de interés de la
industria farmacéutica debida a la impredecible aparicion
de resistencias, son algunos de los motivos que pueden
justificar este estancamiento. Otro es que los
microbiélogos no han detectado nuevos antibidticos
naturales debido a que el numero de especies que se
pueden cultivar en laboratorio representa un pequefio
porcentaje de todas las que se pueden encontrar en el
suelo, el caladero en que habitualmente se han encontrado
aquéllos, y que los antibidticos sintéticos no han sido
capaces de sustituir a los naturales (2). La mayoria de los
antibidticos utilizados en terapéutica son productos
naturales que proceden de diferentes especies de hongos y
bacterias, especialmente del grupo de los actinomicetos,
gue en su mayoria se encuentran en la tierra, y se han
aislado por cribado de estos microorganismos una vez
cultivados.

2. BREVE COMENTARIO SOBRE LAS
RESISTENCIAS A LOS ANTIBIOTICOS

El problema de las resistencias a los antibidticos es
antiguo. Ya en 1955, el 13% de las infecciones por
Staphylococcus aureus eran insensibles al tratamiento con
penicilina, una cifra que ascendi6 hasta el 91% en 1988.
Esta bacteria es la causante de la mayoria de las
infecciones debidas a estafilococos, pudiendo originar
neumonia, meningitis, shock toxico, infecciones de las
valvulas cardiacas, conjuntivitis, abcesos cutaneos, etc.
Muchas cepas de S. aureus son ahora resistentes también a
otros antibidticos como oxacillina y amoxicilina, y han
comenzado a desarrollar resistencias a meticilina
(methicillin resistant Staphylococcus aureus, MRSA) vy
vancomicina, antibiéticos que en otros tiempos se
consideraban como “0ltimo recurso” para las infecciones
mas serias. En EEUU se ha estimado que casi 2 millones
de personas adquieren cada afio alguna infeccion
hospitalaria, y que un 70% de estas infecciones son
insensibles al menos a uno de los antibidticos utilizados
habitualmente. Un estudio bastante reciente ha sefialado
que en 2011 murieron durante su hospitalizacion mas
11000 personas con infecciones MRSA (3).

El creciente problema de la aparicion de bacterias
resistentes a antibioticos ha comprometido su eficacia. Sin
embargo, en 1967 se pensaba que los antibidticos, junto a

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Teixobactine, a new antibiotic that would hardly produce resistance

otros agentes quimioterdpicos, podian eliminar cualquier
microorganismo patdgeno y se declar6 oficialmente que el
problema de las infecciones habia terminado. Esta visién
optimista menosprecié la increible capacidad que tienen
las bacterias para intercambiar su material genético y
adaptarse a situaciones adversas por seleccion natural, y
que las mutaciones que originan resistencias a los
antibidticos pueden transferirse a las sucesivas
generaciones en los procesos de reproduccion bacteriana
(4).

Ademas de su importancia clinica, los antibiéticos son
uno de los grupos farmacolégicos més utilizados en la
terapéutica, profilaxis y promocién del crecimiento de
animales destinados al consumo humano, lo que ha
contribuido a la seleccion de poblaciones microbianas
resistentes. La European Federation of Animal Health
Industries (FEDESA) estim6 en 1997 que en la UE se
consumian anualmente unas 10500 toneladas de
antibidticos, de las que el 52% eran para uso humano
(ambulatorio y hospitalario), un 33% se destinaba al uso
terapéutico en animales, y un 15% eran aditivos de piensos
utilizados como promotores del crecimiento (5). Como los
antibidticos se eliminan en general antes de que sean
metabolizados, se excretan al medio ambiente en
cantidades masivas y contindan actuando sobre las
bacterias presentes en las aguas fecales, cuyas cepas
resistentes pueden pasar a frutas y vegetales y después al
hombre y animales. Estas son las razones por las que la
Unio6n Europea ha prohibido el uso de los antibi6ticos para
fomentar el crecimiento de los animales (6), y la FDA y la
EMA vienen produciendo periddicamente diversos
documentos dirigidos al uso juicioso de los mismos para
minimizar la aparicion de microorganismos resistentes.
Dentro de un ciclo de 5 conferencias organizado por el
Instituto de Espafia que dicté del 9 al 13 de diciembre de
2002, me referi en dos de ellas a este problema (7).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en un
informe presentado en abril del afio pasado, advertia de
que el problema de la resistencia microbiana es tan grave
que pone en peligro los logros de la medicina moderna.
Cada vez se producen més infecciones causadas por
gérmenes que se han hecho resistentes a los tratamientos
habituales, y hoy sabemos que el desarrollo de resistencias
para cada nuevo antibacteriano que se introduce en el
mercado es sOlo cuestion de tiempo. La seleccion de
bacterias resistentes se traduce en un fracaso terapéutico
tanto en personas como en animales, y los problemas
sanitarios que origina son a veces irreparables. No menos
importantes son los cambios que producen los antibiéticos
no absorbibles y los de amplio espectro administrados
oralmente en la flora intestinal. Se considera que en la
flora intestinal de la especie humana hay méas de 200
especies diferentes de bacterias en un dificil equilibrio, y
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su modificacion puede provocar graves consecuencias de
caracter patoldgico debido a que muchas de estas especies
participan en el metabolismo y la produccidn de distintas
sustancias, afectando a la morfologia de la mucosa
intestinal y al sistema linfoide asociado y constituyendo
una defensa contra la implantacion de bacterias ex6genas
que se denomina “efecto barrera”.

Las bacterias resistentes a antibidticos causan buena
parte de las 4,1 millones de infecciones hospitalarias que
se registran en Europa cada afio y alargan las estancias
hospitalarias, pudiendo llegar a ocasionar la muerte de
hasta la mitad de los infectados en los casos mas virulentos
(se estima que originan unas 25000 muertes al afio y
generan unos costes sanitarios de 1500 millones de euros).
Las infecciones por bacterias resistentes a los antibioticos
de ultimo recurso estan creciendo también en Espafia,
segln un informe elaborado en 2013 por el Centro
Europeo de Control de las Enfermedades (ECDC) tras
recabar informacion en 39 paises europeos. Actualmente,
la Unién Europea estd financiando un proyecto de
busqueda de antibidticos mas efectivos con técnicas que
combinan la quimica, la biologia y la computacién.

3. ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS Y
VANCOMICINA. MECANISMOS RESPONSABLES
DE SU ACCION Y DE LA APARICION DE
RESITENCIAS

Dentro de los antibidticos de origen natural destacan
dos importantes mecanismos de accion: la inhibicién de la
sintesis de la pared bacteriana y la inhibicién de la sintesis
de proteinas (8). Comentaremos brevemente el primero de
estos mecanismos. El péptidoglicano es un componente
esencial de la pared bacteriana que determina su rigidez y
resistencia frente a las diferencias de presion osmética. Se
trata de un polisacarido en el que se alternan unidos
mediante  enlaces  B-1,4 monémeros de  N-
acetilglucosamina y acido N-acetilmuradmico, este dltimo
enlazado a una cadena pentapeptidica. Este disacarido-
péptido se une posteriormente a un transportador lipidico y
se trasloca dentro del periplasma bacteriano para que
varias enzimas completen su polimerizacién y se realice la
transpeptidacion catalizada por enzimas denominadas
transpeptidasass. En esta reaccidon se origina un enlace
cruzado entre el resto D-Ala penultimo del pentapéptido y
un aminodcido basico de otra cadena (L-Lys en la Figura
1) con eliminacion del residuo D-Ala terminal. Esta malla
porosa permite el paso de nutrientes desde el exterior y de
enzimas cataliticas y productos de secrecion hacia el
exterior celular. Muchos antibi6ticos naturales tienen
como diana enzimas o sustratos implicados en su
biosintesis.
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Figura 1. Etapas finales en la biosintesis del péptidoglicano.

Entre los inhibidores de este proceso biosintético, los
mas representativos son los antibidticos p-lactamicos y la
vancomicina. Los primeros actdan inhibiendo las
transpeptidasas, y constituyen un conjunto de productos
naturales, semisintéticos o totalmente sintéticos en el que
se incluyen las penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas y
monobactamas. Durante décadas se ha tratado de mejorar
su espectro de accion y contrarrestar las resistencias, sobre
todo en patdgenos Gram positivos como los estafilococos
meticilina-resistentes, enterococos ampicilina-resistentes y
pneumococos penicilina-resistentes. El ciclo de p-lactama,
por su semejanza con los residuos D-Ala-D-Ala, actla
como falso sustrato de las transpeptidasas (también
llamadas “penicillin binding proteins” o PBPs), y su
apertura por ataque nucleéfilo de un residuo de serina
situado en el sitio activo de éstas origina su inactivacion
debido a que los derivados de tipo éster asi formados se
hidrolizan muy lentamente (ver el mecanismo de este
proceso para las penicilinas en la Figura 2). Las bacterias
se protegen de estos farmacos expresando (-lactamasas,
unas peptidasas similares a las PBPs que, una vez aciladas,
se hidrolizan répidamente, lo que conduce a que el
antibioético se inactive (9). Esta semejanza explica que sea
dificil disefiar antibiéticos p-lactdmcos poco sensibles a 8-
lactamasas que se enlacen eficazmente a PBPs. Ciertos
microorganismos, como Streptococcus pneumoniae, no
biosintetizan p-lactamasas, pero se hacen resistentes
modificando sus PBPs por mutaciones en varios
aminodcidos, lo que les confiere menor afinidad por casi
todas las p-lactamas. S. aureus se hace resistente a
meticilina codificando un tipo de PBP de gran peso
molecular (PBP2’) con poca afinidad por este antibidtico.

La vancomicina, descubierta en 1955, es un
glicopéptido  soluble producido por una cepa de
Amycolatopsis orientalis (Nocardia orientalis) que
desarroll6 la empresa Lilly como alternativa terapéutica a
la rapida difusion de resistencias a los antibi6ticos p-
lactdmicos, como ocurre en cepas de S. Aureous resistentes
a meticilina (SARM) y en E. faecalis (que produce con
frecuencia infecciones en pacientes tratados con didlisis o
con quimioterapia). Vancomicina se enlaza mediante cinco
enlaces de hidrdgeno al extremo D-Ala-D-Ala de la cadena
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polipeptidica anteriormente mencionada, impidiendo que
ésta sea reconocida por las transpeptidasas (Figura 3) (10).
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Figura 2. Inactivacién de transpeptidasas de péptidoglicano por
penicilinas.
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Figura 3. Interaccién de vancomicina con la cadena D-Ala-D-
Ala del precursor de péptidogicano que reconocen las
transpeptidasas.
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La aparicion en los afios 80 de infecciones severas
originadas por Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) y el aumento en el nimero de
pacientes susceptibles de presentar infecciones por
microorganismos Gram positivos, convirtieron a la
vancomicina en el antibi6tico de primera eleccion para su
tratamiento, pero en 1986 se aislaron las primeras cepas de
Enterococcus faecium resistentes a vancomicina (VRE)
y desde entonces la incidencia de VRE se esté extendiendo
en el medio hospitalario, sobre todo en casos de
inmunodeficiencia por SIDA, quimioterapia y estados
postoperatorios.

Las bacterias se hacen resistentes a vancomicina
reemplazando la porcion D-Ala-D-Ala por D-Ala-D-
lactato, de forma que el antibi6tico sélo puede enlazarse
con 4 enlaces de hidrogeno (no existe el grupo NH del
residuo D-Ala terminal). Esta mutacién se realiza por
activacion de los genes que codifican una a-cetorreductasa
que convierte el piruvato en D-lactato, asi como de una
ligasa dependiente de ATP que cataliza la unién de D-
lactato a D-alanina. El complejo formado entre la
vancomicina y la porcion D-Ala-D-lactato es unas 3 veces
mas débil que el formado con D-Ala-D-Ala, y al romperse
facilmente se pierde la actividad antibacteriana. La
resistencia a vancomicina también puede producirse por
sobreexpresion de una D-Ala-D-Ala dipeptidasa
dependiente de Zn*" que hidroliza selectivamente este
dipéptido, permitiendo que se acumule D-Ala-D-lactato y
se incorpore al péptidoglicano.

La oxazolidinona linezolida (Zyvox®) es un antibiético
sintético inhibidor de la sintesis proteica que se
comercializé en el afio 2000 para tratar VRE (12).

4. DESCUBRIMIENTO DEL NUEVO ANTIBIOTICO
TEIXOBACTINA

Se estima que alrededor del 99% de las especies
bacterianas que habitan fuera de los seres vivos son una
fuente de antibidticos que no se ha explotado todavia
porque estas bacterias no han podido cultivarse, y esta idea
ha incentivado el desarrollo de métodos para conseguirlo.
Con este objetivo, la compafila biotecnoldgica
estadounidense NovoBiotic Pharmaceuticals, desarroll6
unas membranas semipermeables para construir cAmaras
de difusion que restringen el movimiento de las células
pero permiten por difusion el libre intercambio con el
medio externo de compuestos (13) asi como la inclusion
de factores de crecimiento naturales, por ejemplo los
sideroforos quelantes de hierro, un metal necesario para
muchos procesos bioldgicos de tipo oxidativo (14). Si los
cultivos se realizaban en una placa Petri se obtenia un 1%
de las células que contiene una muestra de suelo, mientras
que el uso de estas membranas semipermeables permite
obtener aproximadamente un 50% (15). Tras desarrollar un
chip de aislamiento que dispone de varios cientos de
camaras de difusiébn en miniatura para inocular en cada
una de ellas una Unica célula (isolation chip, ichip) (16),
un equipo de investigadores de las universidades de
Northeastern y Harvard en Boston encontr6 el antibitico
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peptidico lasomicina, que tiene como diana a la proteasa
CIpC1P1P2 dependiente de ATP y posee actividad
bactericida frente a todas las formas de M. tuberculosis,
incluidas las resistentes (17).

En esta publicacidon que comentamos, se han unido dos
grupos de las universidades de Northeastern y de Bonn
para analizar la actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus de unas 10000 cepas de bacterias
procedentes de muestras de suelos, observando que el
extracto de una nueva proteobacteria denominada de forma
provisional Eleftheria térrea, mostraba una buena
actividad. La secuenciacion de su genoma permitio
clasificarla dentro de un nuevo género relacionado con las
Aquabacteria, un grupo de microorganismos Gram-
negativos de los que hasta el momento no se conocia su
capacidad para producir antibiéticos. En una fraccion
parcialmente purificada de sus cultivos se encontré un
compuesto con una masa de 1242 Da que no aparecia en
las bases de datos disponibles. Una vez aislado, se
determind su estructura y estereoquimica y se denomind
teixobactina. Es un depsipéptido (con estructura mixta de
péptido y éster) que contiene cuatro D-aminoacidos, N-
metilfenilalanina, y el aminoécido enduracididina (Figura
4) (18).
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Figura 4. Estructura de teixobactina.

5. ACTIVIDAD BACTERICIDA DE TEIXIBACTINA

Las bacterias Gram negativas, por tener una doble
membrana, son impermeables a grandes moléculas y son
méas dificiles de atacar que las Gram positivas. La
teixobactina mostré una excelente actividad frente a varios
microorganismos patdgenos Gram-positivos, incluidas sus
cepas resistentes, y sus dianas son precursores de
péptidogicano y de &cidos teicoicos de la pared celular,
facilmente accesibles para el antibi6tico.

La concentracion minima inhibitoria (MIC) de
teixobactina frente a la mayoria de las especies ensayadas,
incluyendo enterococos y M. tuberculosis, fue menor de 1
pug mlt, siendo excepcionalmente activa frente a
Clostridium difficile (causante de diarreas), y Bacillus
anthracis (que provoca el antrax), con MIC de 5y 20 ng
ml™, respectivamente. Su actividad frente a S. aureus fue
superior a la de vancomicina, manteniendo la actividad
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bactericida frente cepas de resistencia intermedia. Aunque
no fue activa frente a bacterias Gram negativas, si lo fue
frente a la cepa asmBl de E. coli, que carece de la
membrana més externa, y no fue toxica para las células de
mamifero NJH/3T3 y HepG2 a 100 pg ml™, que fue la
mayor dosis ensayada. Por otra parte, tras su uso repetido,
no se hallaron mutantes de S. aureus o M. tuberculosis.

6. MECANISMO DE ACCION DE TEIXOBACTINA

Pronto se observé que la teixobactina inhibe algun paso
en la sintesis de péptidoglicano sin afectar a la sintesis de
ADN, ARN o proteinas y, de forma similar a la
vancomicina, el tratmiento de S. aureus con teixobactina a
dosis entre una a cinco veces superiores a la MIC produjo
la acumulacion de  undecaprenil-N-acetilmurdmico
pentapéptido. Otros experimentos pusieron de manifiesto
que teixobactina no actlia como inhibidor enzimético, sino
que interacciona con el grupo pirofosfato y el primer resto
de azlcar presentes en precursores poliprenilados de la
pared bacteriana. De hecho, origind complejos estables
con los lipidos 1y Il (Figura 5) que pudieron analizarse.
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También se enlazo eficazmente a
undecaprenilpirofosfato de N-acetilglucosamina (lipido I11,
Figura 6), que es precursor del &cido teicoico de la pared.

OH

(0]
HO

HO NH
Oﬁ/ o. .0 o

P\ 11 - -
CHs - yo-P-0 CH3

-0 10

Undecaprenilpirofosfato de N-acetilglucosamina

Figura 6. Estructura del lipido I11.

Los &cidos teicoicos son grandes polimeros de tipo
fosfodiéster ~ formados  por  ribitol 'y  glicerol
fundamentalmente, enlazados covalentemente a través de
un grupo fosfato al péptidoglicano (Figuras 7'y 8).

Aunque el 4cido teicoico de la pared no es esencial per
se para la vida de las bacterias (19), la inhibicion de los
ltimos pasos de su biosintesis es letal porque produce la
acumulacion de compuestos toxicos. Ademas, dado que
los acido teicoicos se enlazan a autolisinas evitando asi la
hidrélisis incontrolada del péptidoglicano (20), la
inhibicion de su biosintesis provocada por teixobactina
puede ayudar a liberar autolisinas y contribuir a la lisis
bacteriana. Teixobactina podria enlazarse también a
intermedios de la biosintesis de polisacaridos de la capsula
bacteriana de tipo prenil-PP-azlcar, que son importantes
para la virulencia de estafilococos y estreptococos (21).

7. ACTIVIDAD IN VIVO Y EXPECTATIVAS

Los estudios in vivo se ralizaron en un modelo de raton
con septicemia originada por S. aureus resistente a
meticilina. Los valores PD50 (dosis protectora a la que
sobreviven la mitad de los animales) fue de 0,2 mg/Kg, un
valor menor que el de vancomicina (2,75 mg/Kg) que,
como ya se ha dicho, es el principal antibiético utilizado
para el tratamiento de bacterias MRSA. La teixobactina
fue también eficaz en ratones infectados con Streptococcus
pneumoniae.

El desarrollo de resistencias frente a teixobactina
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parece en principio poco probable porque su mecanismo
de accién en la pared bacteriana es semejante al de
vancomicina, y las bacterias tardaron unos treinta afios en
desarrollar resistencia frente a ella. El periodo de tiempo
antes de la aparicion de resistencias podria ser alin mayor
en la teixobactina, ya que sus dianas son més variadas.

A pesar de la euforia que ha producido esta noticia y su
gran repercusion mediatica (22), hay que tener en cuenta
que el desarrollo de teixobactina requiere muchos mas
estudios y ensayos clinicos para evaluar su toxicidad y
eficacia en humanos, lo que requerird en el mejor de los
casos que transcurran unos cinco afios. Ademas, como ya
se ha mencionado, tiene la limitacién de muchos otos
antibidticos: no ser activo frente a bacterias Gram
negativas.
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ABSTRACT: From birth to death, neurons are
actively and dynamically accompanied by neuroglial
cells in a very close morphological and functional
relationship. The results of their study in the last years
revolutionized the concepts about the functionality of
the CNS. Classically, three families of these cells in the
CNS have been classically considered: astroglia,
oligodendroglia and microglia. Many types and subtypes
have been described by morphological and
immunocytochemical methods, including NGR2+ cells,
with a wide variety of pathophysiological effects on the
neurons and neuronal circuits. Now, all these elements
are considered of paramount importance in all F;])roposed
theories for explaining any physiological or pathological
process in the CNS because they are involved in both,
neuroprotection/neurorepair and  neurodegeneration.
Glio-glial, glio-neuronal and neuro-glial cell signaling
pathways and glio-transmission are essential phenomena
that support the brain functions, from a simple reflex to
the most sophisticated higher mental function.
Glioplasticity is a parallel phenomenon to
neuroplasticity for optimizing the function of the
neuronal circuits. Moreover, they possess the ability to
change to a reactive status (gliosis), in which new
functions are developed in their relationships with the
neurons.

“Corresponding Author: atoledano@cajal.csic.es

RESUMEN: Durante toda su vida, las neuronas estan
acompafadas por células neurogliales con las que
establecen relaciones muy estrechas, tanto morfoldgicas
como funcionales. Los resultados de su estudio en los
Gltimos afios han revolucionado los conceptos sobre la
funcionalidad del SNC. Cléasicamente se describen tres
familias de células neurogliales en el SNC, astroglia,
oligodendroglia 'y microglia. Mediante métodos
morfol6gicos e inmunocitoquimicos se han descrito
muchos tipos dentro de cada familia, incluyendo
algunos de caracteristicas novedosas, como las células
NGR2+, con una gran variedad de efectos fisioldgicos y
patolégicos sobre las neuronas y los circuitos
neuronales. En la actualidad, estos elementos se
consideran de primordial importancia en todas las
teorias desarrolladas para explicar cualquier tipo de
proceso fisiologico o patologico en el SNC ya que estan
implicadas tanto en la neuroproteccion/neurorreparacion
como en la neurodegeneracion. La comunicacion celular
glio-neuronal, neuro-glial y glio-glial, asi como la
liotransmisién, son esenciales para llevar a cabo las
unciones nerviosas, desde un sencillo reflejo a la
funcion cognoscitiva més sofisticada. La glioplasticidad
es un fenémeno que ocurre en paralelo a la
neuroplasticidad mediante el cual se optimizan las
funciones de los circuitos neuronales. Ademas, las
células gliales tienen la capacidad de activarse pasando
?Il'm _n)uevo estado en el aparecen nuevas funciones
gliosis).
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1. LA REVOLUCION DE LAS CELULAS GLIALES

Los resultados de los estudios llevados a cabo en los
Gltimos afios sobre las células gliales han revolucionado
los conceptos sobre la funcionalidad del SNC (1). Dos han
sido los aspectos que més han atraido la atencidn, la total
implicacion de las células gliales en todos los procesos del
Sistema Nervioso (SN) que hasta ahora se creian de
exclusiva competencia de las neuronas (cuyo ejemplo més
relevante es la neurotransmision) (2-14) y su grande y
complejo protagonismo en las patologias mas especificas
del SN (especialmente las neurodegenerativas) (15-23).
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Se puede decir que uno de los aspectos maés
sobresaliente y llamativo de estas células es que ya
participan, con pleno derecho y en lugar prominente, en el
enunciado de todas las teorias que se han propuesto para
explicar cualquier aspecto o faceta, fisiolégico o
patolégico, de la funcién del SNC. Sabiamos, desde el
principio (no olvidemos que Cajal llega a definir la “teoria
neuronal” partiendo del estudio de animales en desarrollo),
que estas células estan presentes en el desarrollo
embrionario y la modelacion de la citoarquitectonia de
cada region del SNC. Luego fuimos aprendiendo que no
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solo la astroglia y la oligodendroglia era un soporte
mecénico y protector sino que también eran cooperadores
metabdlicos y mantenedores de la homeostasis del SN, que
es fundamental para el correcto funcionamiento del
componente neuronal. En los dltimos afos se ido
comprobando como las células gliales se comunican con
las neuronas, y éstas con las células gliales, para regularse
mutuamente en sus funciones y hacer que las respuestas
globales de los circuitos neuronales sean las mas
adecuadas (Figura 1). Asi, se ha ampliado la participacion
de cada una de las familias gliales (astroglia,
oligodendroglia y microglia) a practicamente todas las
funciones neuronales, de forma que, actualmente, hay que
considerar que en todos los procesos neuronales, tanto
sencillos como complejos, desde un reflejo monosinaptico
hasta la mas sofisticada de las funciones superiores
cognoscitivas, estdn operando diversas células gliales.

Adolfo Toledano et al

relacionados. Sin embargo, en la actualidad, no sélo se
reconoce que existe una directa implicacion de la glia para
caracterizar la forma y manera en la que se produce la
neurotransmision entre neuronas, sino que, incluso, ciertas
células gliales producen y liberan verdaderos transmisores
(“gliotransmisores”)  operativos en sinapsis  “glio-
neuronales” y *“glio-gliales” similares a las neuro-
neuronales clésicas (Figuras 2 y 3). Se han identificado
gliotransmisores excitadores (glutamato, ATP, serina,
eicosanoides y proteinas) y también gliotransmisores
inhibidores (péptidos y adenosina) (1,8,9,14,22-24).
Aunque todavia queda mucho por investigar, y algunos
autores ponen en duda estos cambios trascendentes para
comprender la funcionalidad del SN (25), ya se comienza a
substituir el concepto de “redes neuronales” como base de
las funciones cerebrales por el de “redes neuro-gliales”
(26,27).

Figura 1. Elementos celulares en el SN y sus relaciones. En la
parte derecha, se ha esquematizado la imagen que se observa del
SN a nivel de la microscopia electrénica: neuronas (N, en azul),
astrocitos (A, en rojo), oligodendrocitos (U, en negro) y células
de microglia (M, en negro). Las prolongaciones de estas células
forman el neuropilo, donde establecen sinapsis axones con
dendritas de diferentes neuronas. En las sinapsis se produce la
comunicacion celular entre las neuronas, la neurotransmision,
que es la que caracteriza al SN y la base de su funcionalidad. Las
prolongaciones de las células gliales envuelven los somas y las
prolongaciones neuronales. En la parte izquierda del esquema se
han representado las diferentes células (neuronas, células
neurogliales y células endoteliales -E) para sefialar que, aparte de
la neurotransmision, existen multitud de procesos de
comunicacion celular entre todas estas células para que funcionen
de una manera coordinada y produzcan las respuestas globales
optimas del SN ante cualquier cambio fisioldgico o patolégico.
Los elementos clave en este proceso son mensajeros
(inter)celulares (quimioquinas, citoquinas y otros péptidos; NO,
eicosanoides, prostaglandinas, radicales libres, etc) y sus
respectivos receptores.

Figura 2. Imagen de sinapsis y gliotransmision. Cerebelo de
rata. Capa molecular. Terminal de fibra paralela (Ax) que hace
sinapsis sobre dos espinas dendriticas de célula de Purkinje (eD).
Se aprecian las estructuras caracteristicas (vesiculas sindpticas
del ax6n, membranas pre- y post-sinapticas y “cepillo”
postsinaptico). El conjunto sinéptico estd envuelto por ldminas
astrocitarias (A) que también presentan algunas estructuras
vesiculares similares a las vesiculas sinapticas del axdn terminal
(Ax) e iméagenes de exocitosis (—), todo ello sugerente de
“gliotransmision” sobre las dendritas y/o axén. X50.000

Hasta hace pocos afios, la neurotransmision a nivel de
las sinapsis, es decir, el fenémeno caracteristico de
comunicacion entre las neuronas, era la base sobre la que
se asentaba el funcionamiento del SN, y se consideraba
que las células gliales no intervenian de manera directa
aunque si cooperaban en muchos procesos neuronales
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La interrelacibn entre mecanismos Yy procesos
neuronales y gliales es tan estrecha que los procesos
plésticos y adaptativos que acaecen en las neuronas para
optimizar sus respuestas fisiologicas o hacer frente a
cambios patol6gicos, automaticamente tienen un correlato
de cambios plésticos y adaptativos en las células gliales.
Asi pues, estas células tienen una elevada capacidad de
modificarse, morfologica y funcionalmente,
(“glioplasticidad” o “plasticidad glial” - “glial plasticity” o
“glioplasticity” al igual que las  neuronas
(neuroplasticidad” “neuroplasticity”) (3-16). Muchas
veces es dificil precisar quién es el inductor de los cambios
plasticos neuro-gliales para el cumplimiento de una
funcién del SN. Astrocitos, oligodendrocitos y células
microgliales modelan neuronas, sinapsis y circuitos de
manera directa; pero también el componente neuronal
modifica las propiedades y funciones de las células gliales.
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Y esto ocurre también en la involucién del SNC (tanto en
la senilidad fisiol6gica como en la patolégica/enfermedad
de Alzheimer y en todas las situaciones patoldgicas de
cualquier etiologia (trauma, enfermedades tdxicas e
infecciosas, enfermedades  neurodegenerativas  no
Alzheimer, etc).

modulacién de caracteristicas especiales parece ser el
mediatizado por factores neurotroficos que activan receptores
para neurotrofinas (Rft). Las vias de sefializacion intracelular
para factores neurotroficos incluyen activacion de genes
nucleares, lo mismo que muchas vias intracelulares para
cito/quimioquinas).

Figura 3. Esquema sobre la integracion de diversos sistemas
de comunicacion celular glio-neuronal y la gliotransmisién en
la neurotransmision. Dos neuronas, una presinaptica (Npre) y
otra postsindptica (Npost) establecen una comunicacién
neurotransmisora sindptica mediatizada por neurotrnasmisores
(flechas azules) liberadas por vesiculas sindpticas en la mayoria
de las casos y que actlan sobre receptores especificos de la
membrana psotsinptica (Rnt). La sinapsis esta envuelta por
prolongaciones gliales de astrocitos (A) y células de microglia
(M) que liberan mensajes de comunicacion celular que producen
cambios en la neurona presinéptica (en el soma o sobre el propio
botén sinéptico) y en la postsindpica, tras activar receptores
especificos (Rq). Estos receptores producen cambios en estas
neuronas al activar las vias intracelulares de segundos mensajeros
(o vias de sefialamiento celular) de modo que la respuesta
neurotransmisora sindptica queda modulada por cambios
citoquimicos a nivel sinaptico. Actualmente, se ha puesto de
manifiesto que también las células gliales, especialmente los
astrocitos, son capaces de producir “gliotransmisores” que tras
ser liberados activan zonas neuronales sinépticos con receptores
especificos (Rq) produciendo activacion o inhibicion de las
membranas neuronales. Por los canales de las uniones estrechas
de los astrocitos (ue; “gap junctions™) también pasan moléculas
entre los astrocitos que llegan a liberarse cerca de los receptores
neuronales para afectar la neurotransmision. Un sistema de
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Simultdneamente, en estas situaciones de lesion,
involucidn, degeneracion o reparacion del SN se producen
cambios gliales muy profundos en todos los tipos gliales
(“gliosis”) que tienen grandes repercusiones en la
estructura funcional del SN (16-22) (estos cambios seran
tratados en la segunda parte de este comentario). Estos
cambios tienen una muy diferente significacion, desde la
neuroproteccion a la neurotoxicidad y pueden ser base
para el diagnostico o el tratamiento de las enfermedades
del SN, especialmente aquellas que todavia no tienen
tratamiento, como las enfermedades neurodegenerativas.
El problema surge cuando no podemos distinguir los
cambios adaptativos (neuroprotectores) de las alteraciones
“glioinvolutivas”/”gliodegenerativas” (neurotoxicas) (28).

Nuestros conocimientos sobre la patogenia de la EA 'y
enfermedades  neurodegenerativas  asociadas  han
aumentado, en gran manera, cuando se han ido
incorporando los resultados de las investigaciones sobre
los cambios producidos en los elementos de las tres
familias de células gliales (16-22,28). En el enunciado de
las teorias o en la descripcion de las cascadas patogénicas
que intentan explicar la EA figuran, de manera sistematica,
astrocitos, oligodendrocitos y células de microglia, asi
como las sustancias normales o patolégicas que fabrican y
segregan  (factores de  crecimiento,  citoquinas,
quimioquinas, radicales libres, éxido nitrico, etc). Sin
embargo, todavia nuestros conocimientos no son lo
suficientemente pormenorizados como para definir dianas
terapéuticas gliales para diferentes fases de este proceso.

2. LAS CELULAS GLIALES. LAS FAMILIAS,
TIPOS Y SUBTIPOS MORFOFUNCIONALES
DE LA NEUROGLIA

El primitivo concepto de *“neuroglia” (“cemento
nervioso” de Wirchow, 1858, (29)) se referia
especialmente a una especie de sustancia o tejido
conectivo cerebral en el que se apreciaban corpusculos,
nacleos y un cierto nimero de células. Los estudios
posteriores, entre los que destacan los de los
neurohistdlogos espafioles (30-38), hicieron que se
definiera la “neuroglia” como un complejo conjunto de
tipos celulares, agrupados en tres distintas familias, que
acompafaban a las neuronas y que no comprendia ningln
tipo de sustancia intersticial. Simultaneamente, y con la
excepcion del dltimo componente celular diferenciado, la
microglia, la sensacién de que la “neuroglia” derivaba del
mesodermo como otros tejidos conectivos se esfumaba y
daba paso a la teoria neuroepitelial.

La primera familia, que actualmente denominamos
astroglia (y a sus elementos, astrocitos) comprende
diferentes subtipos, tanto descritos bien de manera general
en todo el SNC (astrocitos protoplasmaticos de la sustancia
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gris y astrocitos fibrosos de la substancia blanca), bien de
forma restrictiva situados en zonas muy concretas del SNC
(las células de Muiller en la retina, las células epiteliales de
Golgi que dan origen a las fibras de Bergmam) y las
células de la glia radial, probable origen de muchos tipos
estrellados. La segunda y tercera familia de células gliales
nacen emparentadas tras los trabajo de Pio del Rio Hortega
(36-38) (“El tercer elemento” después de las neuronas
(“primer elemento™) y de las “células (astro-)gliales™-
Cajal (33) y del Rio-Hortega (36)). Los estudios mas
pormenorizados sobre estas nuevas células gliales
concluyeron en la definicién de dos nuevas familias: la
oligodendioglia, de origen neuroepitelial, con elementos
celulares de gran tamafio (junto a la astroglia cofiguran la
macroglia) y relacionados especialmente con la
mielinizacion, y la microglia, de origen mesodérmico,
formada por elementos pequefios de diferentes
morfologias.

Cada una de las tres familias de células neurogliales
incluye diferentes tipos celulares con caracteristicas bien
definidas en algunos casos pero no en otros. Los criterios
que se utilizan en la tipificacibn son variados:
morfoldgicos, funcionales o morfofuncionales. Las
primeras clasificaciones de las células gliales se basaban
en la morfologia de las células tras tinciones “especificas”
(especialmente impregnaciones metalicas).
Posteriormente, con la llegada de la inmunocitoquimica se
pudo precisar mejor las diferentes tipos y subtipos de cada
familia aunque se perdiera la caracterizacion morfoldgica
precisa.

Adolfo Toledano et al

la pia y otras prolongaciones hacia el interior de las capas
corticales. En el segundo grupo de las células estrelladas (o de
forma de arafia) se encuentran los dos tipos més frecuentes, los
astrocitos protoplasmaticos de la substancia gris (6) (con
prolongaciones muy ramificadas que cubren amplias éreas,
especialmente en los humanos, creando “microdominios”
sindpticos neuronales) y los astrocitos fibrosostipicos de la
sustancia blanca (9) (con prolongaciones largas y poco
ramificadas). Existen en la substancia gris elementos
transicionales mixtos (7) asi como astrocitos velamentosos(8) con
laminas no fibrilares recubriendo las neuronas o sus
prolongaciones. Cada region del SN posee una especial
astroglioarquitectonia. También existen células germinales o
astroblastos, generalmente periventriculares, que pueden dar
lugar a nuevos astrocitos en la edad adulta y células de un nuevo
tipo descrito, NGR2+ (con caracteristicas de astrocito vy
oligodendrocito), e incluso, neuronas o células de estirpe
oligodendroglial. Las flechas sefialan las posibles relaciones
evolutivas entre los distintos elemento. Mediante técnicas
inmunocitoquimicas, se diferencian dentro de muchos subtipos
morfolégicos diversos subconjuntos con fenotipos caracteristicos.

Figura 4. Esquema sobre los tipos morfoldgicos de astroglia y
sus posibles relaciones. De manera general, en el mamifero
adulto, se puede considerar que existen dos tipos principales: a)
células con una larga prolongacién, o un corto nimero deellas en
paralelo, que, en principio, se dirigen hacia la piamadre y se
ponen en contacto con ella, y b) células estrelladas con gran
numero de prolongaciones cortas, y algunas largas, que se ponen
en contacto con los vasos sanguineos. En el primer grupo se
incluyen los tanicitos(1) (células  similares a las células
primitivas ependimarias radiales que dan origen a neuronas y
células gliales, y que estan restringidas, en mamiferos adultos, a
zonas del SNC de escaso espesor, como los Grganos
periventriculares); las células radiales del hipocampo (2, 3) ylas
“células epiteliales de Golgi” del cerebelo (o “células productoras
de las fibras de Bergmann -mal llamada “glia de Bergmann”) (5),
que forman empalizadas de fibras ascendentes hacia la piamadre;
y los astrocitos marginales (4) de las primeras capas de las
cortezas cerebrales, que poseen fibras radiales muy cortas hacia

14

2.1. Astroglia.

Comprende el mayor nimero de tipos y elementos
celulares (Figuras 4 y 5). Morfol6gicamente los astrocitos
son muy variados en tamafio y forma, y muchos de los
tipos son muy especificos de concretas regiones del SNC.
Inmunocitoquimicamente, se ha querido identificar el
astrocito como célula que contiene proteina fibrilar
acidéfila (GFAP), especifica de las gliofibrillas, pero
existen subtipos que no expresan o acumulan esta proteina
(28). Ademas, existen diversas isoformas de GFAP con
funcionalidad distinta (39). Un tipo morfoldgico de
“astrocito” que no expresa GFAP pero que tiene algunas
otras caracteristicas astrocitarias (40) y que tiene expresion
de NGD chondriotin-sulfato proteoglicano (41), es la
célula glial NG2+. Parece ser un tipo bien definido que
pudiera establecer un nexo con la otra familia de la
macroglia, la oligodendroglia, pues es capaz de actuar
como pro-oligodendrocito asi como dar lugar a neuronas.

En el desarrollo prenatal sus células estan implicadas
en la  neurogénesis 'y la  migracion  de
neuroblastos/neuronas para constituir las capas o zonas de
las diversas regiones del SNC y en la conduccién de
axones para establecer los circuitos neuronales. En el
desarrollo postnatal, se ocupan de la configuracién de
areas especificas de contacto sinaptico (“microdominios”,
“compartimentos” o “territorios gliales”) tutelados por una
o0 varias células astrocitarias. Los astrocitos humanos son
mucho méas complejos que los que existen en otros
mamiferos, y los “dominios” comprenden un ndmero
mucho mas elevado de sinapsis (43). En el adulto, la
modulacién de la neurotransmision y la gliotransmision,
tal como se ha dicho, son cruciales en la funcionalidad de
los circuitos neuronales. El éptimo funcionamiento de las
neuronas y de sus contactos neuronales, que son la clave
para que los circuitos nerviosos cumplan su cometido
durante toda la vida del ser, se asienta en gran medida
sobre dos pilares, la estrecha relacion/cooperacién
astroglio-neuronal y la interrelacion de los cambios
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adaptativos neuronales y gliales.
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Figura 5. Diferentes tipos de células astrocitarias. A) Células
astrocitarias  protoplasméticas  estrelladas, normales e
hipertréficas, de la capa V de la corteza cerebral frontal humana
senil normal, delimitando “microdominios” en los que existen
diverso numero de neuronas (espacios circulares en blanco).
Muchos de las prolongaciones finalizan sobre los vasos formando
los “pies chupadores”. Inmunotincién con anti-Proteina Fibrilar
Aciddfila intensificada con niquel para mostrar las finas
ramificaciones de las prolongaciones gliales principales. B)
Células astrogliales estrelladas hipertroficas presentes en la
corteza cerebral de un enfermo de Alzheimer. Se observan como
elementos astrogliales estrellados hipertréficos que parecen
rodear una estructura anémala no tefiida (depésitos de amiloide
difuso) o se sitlan entre las neuronas de la capa V.
Inmunotincion con anti-Proteina Fibrilar Acidofila contrastada
con hematoxilina. C) Astrocito velamentoso cuya prolongaciones
laminares rodean células grano de la capa granular cerebelosa
humana. Impregnacién metélica (variante de Golgi) D) Fibras de
Bergmann, prolongaciones de la glia epitelial de Golgi situada en
la capa de Purkinje de la corteza cerebelosa. Inmunotincién con
anti-Proteina Fibrilar Acidéfila contrastada con hematoxilina. E)
Diferentes tipos de astroglia radial en la capa granular (g) y
molecular (m) del girus dentatus del hipocampo, y de astrocitos
estrellados en el hilus/C4 (h) y cuerpo calloso (b). Inmunotincién
con anti-Proteina Fibrilar Aciddfila sin contraste. F-G) Células
astrogliales que rodean una placa amiloide en CA3 del
hipocampo (F) y en capa V de la corteza cerebral (G), de un
enfermo de Alzheimer. Los astrocitos hipertréficos rodean las
placas, como si quisieran formar una cicatriz glial, y sus
prolongaciones penetran en ellas, aunque en G se observa que
algunas formaciones amiloideas no tienen esta relacion de los
elementos gliales con los acimulos neuropatol6gicos.
Inmunotincién con anti-Proteina Fibrilar Acidéfila con contraste
con hematoxilina (F) y sin contraste (G). Ampliacién 250x.
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Esta estrecha relacion neuro-astroglial es simamente
compleja y comprende mdultiples procesos de
comunicacion celular neuro-gliales, glio-neuronales,
neuro-neuronales y glio-gliales, no neurotransmisores y
neurotransmisores, en los que participan gran nimero de
substancias muy diversas (neurotransmisores,
neurotrofinas quimioquinas, citoquinas, NO,
prostaglandinas, iones, radicales libres, etc, asi como estan
implicadas todas las vias intracelulares de segundos
mensajeros) (Figuras 1-3) (44). Ademés de las
interrelaciones de las neuronas con sus astrocitos
acompafantes, la conexion entre astrocitos mediante las
“uniones estrechas” (“‘gap junctions™) y sus relaciones con
los vasos mediante los pies vasculares, permiten establecer
unidades metabodlicas y funcionales neuro-glio-vaculares
bien definidas en muchas regiones del SN (26). Algunos
autores han descrito un “sistema glinfatico” (“glymphatic
system”) (45) basado en la astroglia, que haria las veces
del sistema linfatico en el resto de tejidos que poseen
componente conjuntivo, en donde la captacion de
substancias del espacio intercelular del neuropilo
mediatizada por aquaporinas, su flujo a través de las gap
junctions y su eliminacién por los pies vasculares serviria
de sistema de depuracién de substancias toxicas del
cerebro como el amiloide. En la adaptacion de las
conexiones neuronales y en los fenémenos de
neuroplasticidad, es fundamental la glioplasticidad de los
elementos astrocitarios para optimizar las respuestas tanto
a las fluctuaciones normales del medio interno como a las
sefiales que provienen de fuera del cerebro. En situaciones
mas complejas, como agresiones traumdticas o
toxoinfeccionsas, procesos involutivos seniles o
enfermedades neurodegenerativas, las células astrocitarias
sufren cambios mucho mas profundos (astrogliosis) que se
manifiestan histolégica e histoquimicamente de manera
maés llamativa.

2.2. Oligodendroglia

Puede ser definida esta familia glial, como la glia
encargada de producir las envolturas mielinicas de los
axones del SNC. Sin embargo, también se incluyen tipos
de células que no producen mielina y que tienen diferentes
funciones neurometabdlicas o de otro tipo (por ejemplo,
como precursores gliales). Desde los primeros trabajos de
Rio-Hortega (36-38) las células mielinizantes fueron
subdivididas en cuatro subtipos I-1V con los criterios
relacionados con el nimero de axones que se envuelven y
el grosor de los mismos. Actualmente se consideran solo
dos tipos I-1l y IlI-IV que envuelven, respectivamente,
muchos finos axones o pocos axones de gran didmetro.
So6lo algunos subtipos mielinizantes han podido ser
identificados especificamente con anticuerpos.

2.3. Microglia

La tercera familia glial difiere grandemente de las dos
anteriores por su procedencia mesodérmica (36-38). La
similitud de comportamiento de las células de microglia
con algunas de las células que intervienen en los procesos
inmunitarios y la inflamacion en los tejidos periféricos que
poseen componentes celulares mesodérmicos, asi como la
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utilizacion de macromoléculas (citoquinas y quimioquinas,
y sus receptores) claves en estos procesos, han llevado a la
microglia al pimer plano de los estudios neuropatol6gicos
y neurodegenerativos. Se ha definido, un proceso
degenerativo denominado “neuroinflamacién” donde la
pieza angular es la célula de microglia (46,47).

Figura 6. Esquema sobre los tipos morfoldgicos de microglia
y sus posibles relaciones. En el parénquima nervioso existen
tipos morfolégicos diferentes, desde formas alargadas con
prolongaciones mé&s o menos ramificadas (6) hasta formas
redondeadas con muy escasas prolongaciones (5, 7, 9, 10). Ha
sido muy discutida la identidad o diferencia entre los
monocitos/macréfagos que se encuentran en otros tejidos y fuera
del parénquima del SN (2) y las células de microglia del
parénquima (siendo la frontera la glia limitans perivascular o pial
de caracter astrocitario -3), tanto las formas ramificadas como
redondeadas. En la actualidad se considera que en las primeras
fases del desarrollo embrionario, macréfagos procedentes del
saco embrionario colonizan el SNC, pasando de la luz vascular
(1) a los espacios de Virchow-Robin (2) y de alli al parénquima
nervioso (4, 5), diferencidndose en células de microglia adultas,
generalmente con muchas ramificaciones (6), aunque algunas de
ellas mantienen formas méas redondeadas (7, 8) que se extienden
por el parénquima o bien quedandose adosados a los vasos
sanguineos (11). Algunos elementos ramificados, al activarse
ante cambios del medio ambiente, cambian a formas redondeadas
sin prolongaciones, que son especialmente células fagocitarias (9,
10). También permanecen durante toda la vida formas blasticas
que se dividen en las situaciones patoldgicas en que existe
microgliosis. Todos estos tipos se consideran la “microglia
residente” ya que en circunstancias patoldgicas, nuevos
monocitos/macréfagos generados en la médula ésea dan lugar a
una nueva “microglia invasora”. Inmunocitoquimicamente se
diferencian muchos subtipos/subconjuntos con fenotipos
caracteristicos.

Adolfo Toledano et al

génica, de manera que pueden diferenciarse muchos
fenotipos con caracteristicas morfologicas,
inmunoreactividad general y patrones especificos de
depositos intracelulares empleando diversos sistemas de
inmunotincion de distintas proteinas mesodérmicas
(CD45; CD68; Ibal, LN3; etc) (49,50). Asimismo, la
caracterizacion de los subconjuntos de  células de
microglia segin las citoquinas/quimioquinas que poseen o
los receptores para estas sustancias que existen en sus
membranas, es una herramienta de gran utilidad para el
estudio del papel de la microglia.

Desde su descripcion inicial se consideran dos tipos
morfolégicos basicos de microglia a) células pequefias con
prolongaciones cortas y ramificadas y b) células
redondeadas sin prolongaciones (Figuras 6 y 7). Ambas se
sitdan en neuropilo o bordeando los vasos sanguineos. De
alguna manera se consideraba que ambos tipos de
elementos estaban relacionados y que eran diferentes
estados funcionales, asi como que existia una transicion de
la microglia residente, generalmente con prolongaciones, a
la activada sin prolongaciones. Al ME distinguen 2
subtipos: a) productor de amiloide b) fagocitico (48). Los
cambios plasticos y reactivos de las células de microglia se
acompafian casi siempre con cambios en la expresion
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Figura 7. Diferentes tipos de células de microglia. Las células
de microglia presentan diferentes morfologias segun las
diferentes técnicas de impregnacion metalica o de inmunotincién
que se emplean. Ello se debe a que muchas de las substancias que
las tifien solo detectan algunos subtipos funcionales, normales o
hipertréficos, y también a que las substancias inmunorreactivas
tienen localizaciones precisas en el cuerpo o en las
prolongaciones. La mayoria de las técnicas inmunocitoquimicas
tienden a detectar substancias antigénicas solo encontradas en
células de estirpe mesodérmica. A) Células microgliales con
prolongaciones ramificadas inmunotefiidas con LN3 (anticuerpo
contra el antigeno mayor histocompatibilidad) en la corteza
cerebral humana, capa V. B) Células microgliales redondeadas
pequefias infiltradas entre las células grano de la corteza
cerebelosa humana inmunotefiidas con CD45 (glicoproteina de
los leucocitos). C) Células microgliales hipertréficas con
prolongaciones o del tipo redondeado sin prolongaciones
inmunotefiidas con lectina de tomate, en corteza cerebral
humana. D) células fusiformes con finas prolongaciones en la
corteza cerebral humana inmunotefiidas con CD68 (glicoproteina
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conocida como macrosialina, sialomucina de células
mesodérmicas) e intensificado con niquel. E) Células
microgliales  hipertréficas con grandes prolongaciones

ramificadas detectable por la acumulacién de granos de proteina
CD45 en corteza cerebral humana. F-G) Células de microglia con
prolongaciones ramificadas, algunas de las cuales asemejan
astrocitos radiados en la corteza cerebral (capa I-111) (F) y capa
molecular de la region del girus dentatus del hipocampo (G),
inmunotefiidas con lba-1 (proteina inflamatoria AlF-1). A-C:
cerebro humano de un caso de Alzheimer. D-E: cerebro humano
de un caso de Creuztfeldt-Jakob. F-G: cerebro de mono (Macaca
fascilularis) de 36 afios de edad. Barras: A y E=30um; B=20um;
C=12um; C,Fy G=60 um.

3. LA PLASTICIDAD GLIAL Y LA
ACTIVACION O RESPUESTA GLIAL

Vivir supone responder adecuadamente a las
circunstancias normales y anormales del medio ambiente
externo e interno. Los circuitos neuronales encargados de
promover y dirigir las respuestas del organismo deben
adaptarse continuamente para optimizar estas respuestas.
Las neuronas que integran estos circuitos deben realizar
cambios morfolégicos y funcionales para adaptarse.
Podemos considerar que las neuronas son las células que
poseen la mayor capacidad adaptativa de las células de los
organismos. Sin embargo, muchos de los cambios, por no
decir todos, que tienen lugar no sélo implican
modificaciones neuronales (neuroplasticidad) sino que
también implican modificaciones de los elementos de las
tres familias gliales acompafantes (glioplasticidad). En
muchas ocasiones no podremos decir si el promotor del
cambio es un elemento neuronal o un elemento glial, pero
si se observa que las modificaciones neuronales y gliales
corren en paralelo. Una falta de adaptacion glial o un
exceso en la respuesta adaptativa puede generar una
situacion patolégica. Un claro ejemplo de acoplamiento de
neuroplasticidad-glioplasticidad lo tenemos en los cambios
que ocurren a nivel sinaptico en circuitos que realizan
funciones  cognitivas. Las envolturas astrogliales
perisinépticas cambian de tamafio y forma alrededor de los
complejos sinapticos al tiempo que neurotrofinas
producidas por estas células y macromoléculas
relacionadas con la neurotransmision intervienen en la
regulacion de la transmision sinptica a este nivel. Pero no
s6lo estos elementos gliales son las que cooperan en la
adaptacion, sino que también las células de microglia.

Como se dijo, en situaciones anormales, con grandes
cambios del medio interno o externo en los que se
requieren cambios adaptativos mas importantes, las
modificaciones de las células gliales se hacen mucho més
notorias (“gliosis™). Estos cambios se analizan en la
segunda parte.
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ABSTRACT: Two-dimensional correlation
vibrational spectroscopy is emerging as an alternative
technique to detect relatively small alterations in
composition and molecular structure of complex
biological systems such as blood plasma resulting from
pathological, physical and chemical processes occuring
in body. In this paper the main concepts considered in
the use of infrared and Raman spectroscopies in their
two-dimensional form and their application in the search
for markers for the diagnosis of Alzheimer’s disease are
described. Some examples of representation of spectral
markers in ROC curves showing accuracies in
classifications of samples greater than 80% are also
discussed.

RESUMEN: La espectroscopia vibracional de
correlacion bidimensional surge como una técnica
alternativa para la deteccién de cambios relativamente
pequefios en la compasicion y/o estructura molecular de
sistemas biolégicos complejos como es el plasma
sanguineo, derivados de procesos patoldgicos, fisicos y
quimicos que tienen lugar en el organismo. En este
trabajo se describen los principales conceptos que se
consideran en el uso de la espectroscopia infrarroja y
Raman en su modalidad bidimensional y su aplicacion
en la basqueda de marcadores para el diagndstico de la
enfermedad de Alzheimer. Asimismo se describen
algunos ejemplos de representaciéon de marcadores
espectrales en curvas ROC indicativas de un grado de
exactitud en la clasificacion de muestras superior al
80%.
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1. INTRODUCCION

En los proximos 50 afios se espera que la enfermedad
de Alzheimer (EA) afecte a 100 millones de personas en el
mundo. Es de sobra conocido que las caracteristicas
patofisiol6gicas méas importantes de la enfermedad de
Alzheimer son las placas seniles y los ovillos
neurofibrilares. El componente mayoritario de dichas
placas es el péptido p-amiloide (Ap). Este péptido de 39-
43 aminoéacidos es muy hidrofébico, se libera en la
escisioén proteolitica de la proteina precursora amiloidea
(APP) y se agrega para formar oligdmeros. Estos
oligbmeros a su vez se agregan para formar fibras, que se
depositan en el parénquima cerebral y originan las placas
seniles (1). Los efectos neurotéxicos del péptido AP
implican también cambios en la composicién y estructura
de las membranas neuronales, afectando a sus propiedades
fisicoquimicas. Uno de los mayores retos respecto a esta
enfermedad neurodegenerativa reside en la consecucién de
un método de diagndstico precoz con vistas a la
administracion de un tratamiento adecuado. En la
actualidad el diagnostico definitivo maés eficaz esta
limitado a un examen post-mortem. En la enfermedad de
Alzheimer, el diagndstico clinico se hace por exclusion
tras estudiar el especialista si existe una demencia y no
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encontrar ningin sintoma o signo que explique la causa de
la misma.

Otros  procedimientos  actuales incluyen la
identificacion de marcadores para el diagndstico clinico
precoz de la EA utilizando técnicas de imagen tales como
las de resonancia magnética nuclear (RMN) y tomografia
por emisién de positrones (PET) (2). Pero estos
procedimientos son generalmente muy caros, y la
disponibilidad de instrumentacion al respecto no se ha
generalizado. Existen también técnicas alternativas de
diagndstico de la EA tales como pruebas genéticas y
ensayos neuroquimicos de fluidos corporales. En el caso
de las pruebas genéticas, existe una asociacién
significativa del alelo épsilon 4 (¢4) de la apolipoproteina
E (ApoE) con la EA de inicio tardio, pero la
genotipificacion de la ApoE no se recomienda actualmente
como estrategia regular de la EA debido a la baja
sensibilidad y especificidad (3).

Los biomarcadores en fluidos corporales tales como
LCR, plasma y suero podrian ser utilizados para
incrementar la exactitud del diagndstico del deterioro
cognitivo leve (DCL) y la prediccién de su evolucién. El
LCR es un buen recurso para la investigacion en
enfermedades neurodegenerativas, pero su aplicacion
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clinica esta limitada por la naturaleza invasiva del
procedimiento, especialmente en poblaciones de edad
avanzada, y la exigencia de personal altamente capacitado,
por lo que es inadecuado para la aplicacién rutinaria. El
plasma es un fluido corporal complejo que contiene
proteinas, péptidos, lipidos y metabolitos que reflejan la
actividad fisiol6gica y patologia en diversos érganos
corporales, incluyendo el sistema nervioso central (SNC).
En seres humanos, aproximadamente 500 mL de LCR se
absorben en la sangre diariamente (4), lo que hace a la
sangre una fuente adecuada de biomarcadores de
enfermedades neurodegenerativas. La facilidad de una
puncién venosa en comparacion con una puncion lumbar
permite repetitividad, lo que hace adecuada su aplicacion
en ensayos clinicos para el diagndstico de la EA y evaluar
tratamientos modificadores de esta enfermedad.

La espectroscopia vibracional (infrarroja y Raman)
genera informacion analitica y estructural como
consecuencia de las transiciones fundamentales entre
niveles de energia vibracional reflejadas en bandas
espectrales. Los espectros vibracionales se pueden
considerar como huellas digitales utilizables en la
identificacion cualitativa o analisis cuantitativo de las
especies moleculares en cuestion. En el caso del plasma
sanguineo utilizado como fuente de marcadores de la EA,
los espectros vibracionales correspondientes serdn el
resultado de la superposicidn de espectros de las proteinas,
péptidos, lipidos y metabolitos contenidos en el mismo. La
espectroscopia infrarroja y Raman en su modalidad
bidimensional (2D) permite el andlisis de espectros
complicados de sistemas bioldgicos complejos como el
plasma sanguineo, revelando incluso pequefios cambios en
la composicién y/o estructura molecular resultantes de
procesos patologicos, fisicos y quimicos que tienen lugar
en el organismo (5). En esta publicaciéon se presentan
ejemplos que ilustran el uso de la espectroscopia
vibracional de correlacion 2D en la bisqueda de
marcadores que pueden ser (tiles para el diagndstico de la
EA.

2. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE
CORRELACION BIDIMENSIONAL

La observacion directa de una correlacion entre una
banda determinada y otras bandas del mismo espectro, 0
entre una banda infrarroja y otra Raman, es posible
actualmente mediante la espectroscopia de correlacion
bidimensional (2D). Este método permite obtener
informacién analitica-estructural variada que no se puede
conseguir ~ facilmente a partir de un espectro
monodimensional convencional. Aunque la idea basica de la
espectroscopia vibracional de correlacion 2D es similar a la
de RMN 2D, los métodos de calcular los espectros de
correlacion son diferentes. En la espectroscopia vibracional
de correlacion 2D se calcula una correlacion cruzada
dindmica entre variaciones de intensidad de bandas inducidas
por una perturbacion externa (temperatura, tiempo, etc.) para
obtener de este modo un espectro de correlaciéon 2D
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El espectro de correlacién puede ser de tipo sincrono o
asincrono. En el espectro sincrono aparecen en la linea
diagonal varios picos llamados picos de autocorrelacion que
corresponden a bandas correlacionadas consigo mismas.
Cuanto mayor es el cambio de intensidad de una banda en
respuesta a una perturbacién externa (tal como un cambio de
temperatura, tiempo, etc.), mayor es la intensidad de su pico
de autocorrelaciéon. Obviamente una banda que tiene una
gran intensidad no necesariamente muestra un pico de
autocorrelacion fuerte. Por tanto, las bandas que se solapan
en un espectro monodimensional se pueden observar como
bandas separadas en espectros de correlacion 2D a causa de
sus diferentes niveles de respuesta a una perturbacién. Los
picos localizados fuera de la diagonal se Ilaman picos
cruzados. La existencia de un pico cruzado a (vy, v,) en el
espectro sincrono significa que dos bandas de frecuencias v,
y v, cambian de manera similar una con respecto a otra en
respuesta a una determinada perturbacién. Un pico cruzado
puede tener signo positivo o negativo. El signo es positivo
cuando las intensidades de ambas bandas aumentan o
disminuyen simultdneamente con una perturbacién, y es
negativo cuando una banda aumenta mientras que la otra
disminuye.

Un espectro de correlacion asincrono proporciona
informacién complementaria a la obtenida de un espectro de
correlacion sincrono, y carece de picos de autocorrelacion.
Un pico cruzado de frecuencias (vi, v2) en un espectro de
correlacion asincrono significa que las intensidades de dos
bandas a v; y v, presentan respuestas fuera de fase para una
determinada perturbacién. Por ejemplo, un pico cruzado
aparece cuando las intensidades de dos bandas cambian a
diferentes temperaturas, o cuando cambian en tiempos
diferentes.

La utilidad de esta modalidad de espectroscopia
vibracional se ha traducido en un nUmero creciente de
aplicaciones a lo largo de los ultimos lustros en diversas
&reas relacionadas con la espectroscopia odptica (6),
bioquimica (7) (8) y quimica analitica (9). A continuacion se
presentan espectros de correlacion sincronos infrarrojos y
Raman obtenidos a partir de espectros medios de muestras de
plasma sanguineo extraido de un grupo de 35 pacientes con
la EA (8, 16 y 11 en fases leve, moderada y grave,
respectivamente) y de 12 controles sanos, de edades
similares entre ambos grupos. Con este fin se ha utilizado el
software denominado 2D-Pocha, escrito por los Dres. D.

Adachi e Y. Ozaki (Kwansei-Gakuin University, Japan),
programado sobre la base del algoritmo desarrollado de
espectroscopia de correlacion 2D generalizada (6).

3.ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

El espectro sincrono de la regién infrarroja amida | se
incluye en la Figura 1, en donde se advierte como autopico
mas intenso el situado en la diagonal y centrado hacia 1633
cm™, que es atribuible al aumento de concentracién de
estructura pB-polipeptidica a lo largo del tiempo de evolucién
de la EA. Esta asignacion es consistente con la presencia del
autopico hacia 1690 cm™, que también es caracteristico de
estructura  p-polipeptidica 'y  estd  correlacionado
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positivamente con el autopico hacia 1633 cm™. Este pico de
la diagonal esta a su vez correlacionado negativamente con el
situado hacia 1656 cm™ que se puede asignar a estructura o-
helicoidal/desordenada sobre la base de consideraciones de
frecuencias de grupo y de estructura secundaria de proteinas
(10). Esta informacion estructural es consistente con la
generada por la region entre 1350 y 990 cm™ (Figura 2), en
la que aparecen dos autopicos situados hacia 1298 y 1234
cm™® que son atribuibles a o-hélices y estructura pB-
polipeptidica respectivamente (11) (10). Ambos picos estan
correlacionados negativamente como indica el pico cruzado
a (1298, 1234), debido al aumento de estructura p-
polipeptidica y disminucion de a-hélices.

hacia 1234 cm™ como consecuencia del aumento simultaneo
de concentraciones de estructura p-polipeptidica y
compuestos hidroxilados derivados de la oxidacion lipididica
asociada al estrés oxidativo presente en la EA.

I-1620

1-1680

1710

- [ [ [
1710 1680 1650 1620

cm

Figura 1. Espectro sincrono obtenido a partir de espectros
infrarrojos medios en la regién 1710-1590 cm™ de plasma
sanguineo de controles sanos y pacientes con EA leve, moderada
y grave.

--'1-990

I-1080

1170

-1260

1350

g T T
1350 1260 1170

cm?

Figura 2. Espectro sincrono obtenido a partir de espectros
infrarrojos medios en la regién 1350-980 cm™ de plasma
sanguineo de controles sanos y pacientes con EA leve, moderada
y grave.

Los lipidos son unos de los componentes del plasma mas
susceptibles del ataque por radicales libres inductores de
peroxidacion (12). La generacién de productos muy reactivos
que se forman en la peroxidacion lipidica puede contribuir al
dafio celular y por tanto la medida de estos productos se ha
usado habitualmente para evaluar el estrés oxidativo.
Compuestos hidroxilados (por ejemplo, isoprostanos,
hidroperdxidos) son productos de la peroxidacion lipidica y
se han descrito como marcadores de dafio oxidativo en la EA
(13). La espectroscopia infrarroja es muy sensible a la
presencia de grupos hidroxilo, que se hacen visibles no
solamente a través de las bandas de tension OH sino también
a través de las de tension C-O (14). La presencia de algunos
restos de agua puede interferir con medidas cuantitativas de
grupos hidroxilo en la region de tension OH a lo largo de la
EA. Por tanto, una regién alternativa para este fin puede ser
la comprendida entre 1150 y 1000 cm™ como se muestra en
la Figura 2. Un amplio autopico que abarca desde 1135 a
1000 cm™ aproximadamente aparece en este espectro
sincrono y es atribuible a vibraciones de tensién C-O. Este
autopico estd correlacionado positivamente con el situado
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Los cambios de intensidad de algunas bandas infrarrojas
puestos de manifiesto por espectroscopia de correlacion
bidimensional se han utilizado como marcadores de la EA en
curvas ROC para evaluar pruebas diagndsticas de la EA.
Clasicamente, la exactitud de una prueba diagndstica se ha
evaluado en funcién de dos caracteristicas: la sensibilidad y
la especificidad. La sensibilidad de una prueba diagndstica es
la probabilidad de obtener un resultado positivo cuando el
individuo tiene la enfermedad. Mide su capacidad para
detectar la enfermedad cuando estd presente. La
especificidad de una prueba indica la probabilidad de obtener
un resultado negativo cuando el sujeto en cuestion no tiene la
enfermedad. Mide su capacidad para descartar la enfermedad
cuando ésta no estd presente. Las curvas ROC son graficos
en los que se observan todos los pares de
sensibilidad/especificidad resultantes de la variacion
continua de los puntos de corte en todo el intervalo de
resultados observados. En el eje de ordenadas se sitla la
sensibilidad (S) o fraccion de verdaderos positivos calculada
en el grupo de enfermos. En el eje de abscisas se sitla la
fraccion de falsos positivos o 1-especificidad (1 — E),
calculada en el grupo no afectado por la enfermedad. Cada
punto de la curva representa un par S/1-E correspondiente a
un nivel de decision determinado. Una prueba con
discriminacion perfecta, sin solapamiento de resultados entre
las poblaciones de sujetos sanos y enfermos, tiene una curva
ROC que pasa por la esquina superior izquierda, en donde S
y E toman valores méximos (S y E = 1). Una prueba sin
discriminacion, con igual distribucion de resultados en los
dos grupos, da lugar a una linea diagonal de 45°, desde la
esquina inferir izquierda hasta la superior derecha. La
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mayoria de las curvas ROC caen entre estos dos extremos.
Cualitativamente, cuanto mayor es el &rea encerrada entre la
curva ROC vy la diagonal més alta es la exactitud global del
método de diagndstico.

P. Carmona et al

de sefiales espectrales de diversos componentes del plasma
que aparecen en el curso de la EA y que se han descrito
como posibles biomarcadores de esta enfermedad.

1,0

0,8 1

0,6 4

Sensibilidad

0,4 4

0,24

1 S —
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1-Especificidad

Figura 3. Curva ROC obtenida mediante la intensidad del perfil
espectral entre 1639 y 1624 cm™ medida en plasma sanguineo de
controles sanos y pacientes con EA en fase leve.
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Figura 4. Curva ROC obtenida mediante la relacion de
intensidades 1156/1171 cm™ medida en plasma sanguineo de
controles sanos y pacientes con EA en fase leve y moderada.

La Figura 3 muestra una curva ROC obtenida mediante
la intensidad del perfil espectral entre 1639 y 1624 cm™
medida en plasma sanguineo de 15 sujetos sanos y 12 sujetos
enfermos con la EA en fase leve. El porcentaje del area
comprendida entre la curva ROC y la diagonal, que indica el
porcentaje de exactitud en las clasificaciones de muestras, es
aproximadamente 84%. Este disminuye a 75% si en el grupo
de pacientes se incluyen los de EA moderada (resultados no
mostrados), lo que se puede explicar teniendo en cuenta que
la formacion de péptidos B-amiloides contribuye al aumento
de intensidad en esta region infrarroja (11) (10), y su
concentracién va disminuyendo al pasar a fases mas
avanzadas (moderada, grave) de la EA (13). Por otra parte, la
Figura 4 incluye una curva ROC resultante de medir la
relacion de intensidades a 1156 y 1171 cm™ en dos grupos de
plasma sanguineo integrados por controles sanos y pacientes
con EA leve y moderada. El porcentaje de rea bajo la curva
ROC es de aproximadamente 80%.

4. ESPECTROSCOPIA RAMAN

Los resultados de espectroscoia Raman de correlacion
2D son consistentes con los obtenidos por espectroscopia
infrarroja. La Figura 5 muestra el espectro sincrono obtenido
a partir de espectros Raman medidos en las regiones 1725-
1600 cm™ y 1000-900 cm™, que son caracteristicas de la
estructura secundaria de péptidos y proteinas. Sobre la
diagonal aparecen dos autopicos situados a 1671 y 934 cm™
que estén correlacionados negativamente con el pico cruzado
a (1671, 934) generado por un aumento de estructura -
polipeptidica y una disminucion de a-hélices (15) a lo largo
de la EA. El mencionado cambio espectral indicativo de
aumento de estructura  y la disminucion inherente de
estructura a-helicoidal puede ser debido a la superposicion
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Aparte de los péptidos APsw Y APs, en el plasma
sanguineo existen otras isoformas truncadas de péptidos
amiloides tales como ABs7, ABsgy APz (18). En el SNC, los
péptidos AP se generan en el cerebro y son transportados al
sistema vascular periférico a través de la barrera hemato-
encefélica (19), y también son segregados por las plaquetas
en la sangre (20). Por otra parte, una proteina rica en
estructura p-polipeptidica, la a-2-macroglobulina, se ha
identificado a concentraciones elevadas en plasma sanguineo
de pacientes con la EA (4). La a-1-antitripsina se ha descrito
también como componente del plasma asociado a la EA y
posible biomarcador de esta enfermedad (21). Asimismo
bajo este punto de vista se pueden mencionar otras proteinas
ricas en estructura (3-polipeptidica, tales como la transferrina
(22) y al-antiquimitripsina (23) (24).

Asi, dos péptidos de 40 y 42 amino&cidos (AP Y APa42)
derivados de la proteina precursora amiloide (APP) son los
dos principales componentes de las placas seniles amiloides
extracelulares (16). La mayoria de los péptidos Ap del
plasma estdn unidos a la albumina, y muy pocos de estos
péptidos estan en estado libre (17).

Otros cambios espectrales por debajo de 800 cm™ se
generan también al pasar de controles sanos a pacientes
afectados con la EA (5), probablemente como consecuencia
de alteraciones en la estructura terciaria y aumento de
concentracion de determinadas proteinas en el curso de esta
enfermedad.

La Figura 6 incluye una curva ROC obtenida mediante
la intensidad relativa de la banda amida | a 1671 cm™
medida en plasma sanguineo de controles sanos y
pacientes con EA en fase leve y moderada. El porcentaje
de &rea incluida entre la curva y la diagonal es 86%, que
equivale a la exactitud en la discriminacién entre controles
y pacientes.
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Figura 5. Espectro sincrono obtenido a partir de espectros
Raman medidos en las regiones 1725-1600 cm™ y 1000-900 cm™
de plasma sanguineo de controles sanos y pacientes con EA leve,
moderada y grave.
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Figura 6. Curva ROC obtenida mediante la intensidad relativa de
la banda amida | a 1671 cm™ medida en plasma sanguineo de
controles sanos y pacientes con EA en fase leve y moderada.

5. CONCLUSIONES

La espectroscopia de correlacion 2D infrarroja y
Raman puede detectar pequefios cambios espectrales que
se originen en el curso de una determinada enfermedad y
que representados en sus respectivas curvas ROC se
puedan utilizar para el diagndstico de la misma. Es el caso
de los ejemplos anteriores referentes a la enfermedad de
Alzheimer, para cuyo diagndstico algunas regiones
espectrales generan unas curvas ROC con un grado de
exactitud en la clasificacion de muestras superior al 80%.
Por tanto se satisface el criterio propuesto por el National
Institute on Aging (NIA) (25) en lo que respecta a la
especificidad y sensibilidad que debe tener un biomarcador
ideal para el diagndstico de la EA. No obstante se
proseguird dando robustez a este método con la inclusion
de més controles sanos y pacientes afectados por la EA.
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ABSTRACT: The Superoxide Dismutase activity is
present in every cell with aerobic metabolism, and is
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role that it plays in antioxidant protection of many
cellular components from oxh/gen reactive species
(ROS). Its deficit is related with different pathologies,
such as inflammation, diabetes, cancer,
neurodegenerative disorders, among others. In the
present review, some pathologies produced by the
enzymatic deficit will be tackled, and also the main
methods of protein engineering, applied to optimization
and modification of the enzyme as a therapeutic product.

“Corresponding Author: mayito265@gmail.com
Received: February 13, 2015 Accepted: April 5, 2015

RESUMEN: La actividad Superéxido Dismutasa esta
presente en toda célula de metabolismo aerobio y sdlo
ausente en microorganismos anaerobios obligados, J)ues
cumple un importante rol en la proteccién antioxidante
de numerosos componentes celulares, frente a las
especies reactivas del oxigeno (ERO). Su afectacion se
relaciona con diversas patologias, entre las cuales se
encuentran, la inflamacion, la diabetes, el cancer, las
enfermedades neurodegeneratlvas y otras. En la presente
revision seran abordadas algunas de las patologias
producidas por_ déficit de la enzima, asi como las
principales técnicas de ingenieria dedprotelnas aplicadas
a la modificacion y optimizaciéon de la misma como
producto terapéutico.
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1. INTRODUCCION

La Superoxido Dismutasa humana (hSOD) es una
metaloenzima que presenta tres isoformas: hSOD1,
hSOD2 y hSOD3. La hSOD1 pertenece a la familia de las
Superéxido Dismutasas Cu/Zn (1), contiene 155
aminoécidos y actda en forma de homodimero (Figura 1)
que se mantiene estabilizado por entrecruzamientos del
triptéfano 33, residuo de dimerizaciéon (2). Posee dos
atomos de cobre en su centro activo, los cuales forman
enlaces de coordinacion con las histidinas 47, 49, 64 y 121
de cada subunidad, funcionando como aceptores de
electrones que le permiten a la enzima catalizar la
dismutacion de los aniones superdxido producidos como
resultado del metabolismo oxidativo celular (3) mediante
la siguiente reaccion: O,” + O, + 2H" — H,0; + O,.
Contiene también iones zinc en su estructura, a nivel de las
histidinas 72 y 81, y del aspértico 84, los cuales aportan
estabilidad estructural y favorecen la dimerizacion (4).

Se encuentra principalmente localizada en citoplasma y
nicleo donde protege al material genético y a la mayoria
de los organulos subcelulares, del estrés oxidativo (5). En
estas localizaciones puede sufrir  modificaciones
postraduccionales que regulan su actividad y vida media,
tales como la poliubiquitinacion, que media su
degradacion proteosémica, asi como la dimerizacién por
entrecruzamiento de triptéfano que impide la dimerizacion
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por puente disulfuro, la cual regula negativamente a la
enzima. Esta también puede ser palmitoilada, lo cual
promueve la residencia en nucleo pero disminuye la
actividad, y succinilada en residuos adyacentes al centro
catalitico rico en cobre, lo que igualmente disminuye la
actividad. La succinilacion es reversible y puede ser
eliminada por la proteina SIRT5 (6).

Entre las principales funciones en las que esta isoforma
participa se encuentran la activacion de la via de
sefializacion de las MAP Quinasas, el trasporte axénico, la
fragmentacion del DNA apoptético, la organizacion
celular estereociliada de los receptores auditivos, la
coagulacién sanguinea, el envejecimiento celular, el
metabolismo del hierro, la contraccion del musculo
cardiaco, el procesamiento del glutation, la homeostasis
neuronal y muscular, la respuesta celular a mdultiples
drogas, la diferenciacion de los linfocitos T en el timo, el
desarrollo folicular del ovario, el desarrollo embrionario y
de la placenta, entre otras (7, 8).
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Figura 1. Estructura dimérica de la Superéxido Dismutasa 1
humana (hSOD1) obtenida mediante modelacion por
comparacion. Se representa en verde la estructura en hoja B, en
purpura los motivos en hélice a, en rojo los giros, en azul los
lazos y en amarillo la superficie total del dimero.

La hSOD2 pertenece a la familia de las Superdxido
Dismutasas Fe/Mn y cataliza la misma reaccion de
dismutacion que la hSOD1 (9). Posee 244 aminodcidos y
actda en forma de homotetrdmero (Figura 2), que presenta
un &omo de manganeso por subunidad, el cual es
responsable de la dismutacién y se encuentra coordinado
en las histidinas 50, 98 y 187 y el aspartico 183 (10). La
enzima se localiza fundamentalmente en la matriz
mitocondrial, asociada a la dismutacion inmediata de los
aniones superoxido que alli se producen, la proteccién del
propio organelo y el DNA mitocondrial contra la
peroxidacién, y la regulacion de la apoptosis via
mitocondria y citocromo C (11).
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lo que regula negativamente la actividad (13), la
acetilacion de las lisinas 68, 122 y 202, lo que disminuye
la actividad enzimética. Dicha modificacion puede ser
revertida por la desacetilasa SIRT3 (11). Esta isoforma
mitocondrial de la hSOD, esté involucrada en la respuesta
a multiples drogas, la hematopoyesis, la diferenciacion
celular, la homeostasia del O, las vias de sefializacion de
la apoptosis, el desarrollo del sistema renal, el mecanismo
de la locomocion, la regulacion de la presion sanguinea,
entre otras maltiples funciones (14).

La tercera isoforma, hSOD3, pertenece a la familia de
las Dismutasas Cu/Zn, y posee 240 aminoécidos (15).
Actla como homotetrdmero (Figura 3), que contiene dos
puentes disulfuro, entre la cisteina 63 y la 208 y entre la
125 y la 207, un ion cobre por subunidad, coordinado en
las histidinas 114, 116, 131 y 181, y un ion zinc a nivel de
las histidinas 139 y 142, y del aspértico 145 (16). La
principal modificacion postraduccional de la enzima es la
glicosilacion de la asparagina 107 y las lisinas 229 y 230
@an.

Las funciones en las que esta isoforma participa aiin no
estdn del todo claras, pero se sabe que es secretada al
liquido intersticial y se une con alta afinidad a heparina y
heparan sulfato, expuestos en los tejidos, por lo que debe
estar involucrada en la proteccion contra el estrés
oxidativo en estas localizaciones.

Figura 2. Estructura tetramérica de la Super6xido Dismutasa 2
humana (hSOD2) obtenida mediante modelacion por
comparacion. Se representa en verde la estructura en hoja B, en
purpura los motivos en hélice o, en cian las hélices x, en rojo los
giros, en azul los lazos y en amarillo la superficie total del
tetrdmero.

Figura 3. Estructura tetramérica de la Superéxido Dismutasa 3
humana (hSOD3) obtenida mediante modelacion por
comparacion. Se representa en verde la estructura en hoja B, en
purpura los motivos en hélice o, en naranja las hélices 3-x, en
rojo los giros, en azul los lazos y en amarillo la superficie total
del tetramero.

Su expresion es inducida por la proteina KRIT1 (12) y
entre las principales modificaciones postraduccionales que
experimenta, se encuentran, la nitracién de la tirosina 58,
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1.1. Actividad SOD en la diabetes mellitus tipo |

Entre las causas no autoinmunes encontradas para la
Diabetes Mellitus tipo | se ha propuesto el desbalance
oxidativo y la peroxidacién causada por ERO, la cual
provoca la destruccion de las células B del pancreas y la
consecuente disminucion de los niveles de insulina,
asociados a este trastorno metab6lico. Esta hipotesis
explica la patologia y algunas de sus principales
complicaciones mediante un déficit en los mecanismos
protectores contra el estrés oxidativo, tales como la
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actividad SOD (18).

La inactivacién por glucosa de la SOD1 extracelular, el
desbalance de la relacion NADH/NAD+ (pseudohipoxia
hiperglicémica) (19) y la desregulacion del metabolismo
de los cofactores requeridos por la hSOD1, 2 y 3 (Cu®,
Zn**y Mn®") parecen ser las principales causas (20, 21).

Experimentos en modelos murinos para la enfermedad
han demostrado una disminucion de la actividad SOD en
pancreas, higado, rifién, cerebro, masculo y bazo (19), asi
como un decremento de la actividad SOD1 en eritrocitos y
de la SOD2 en mitocondrias hepaticas de rata (20).

1.2. Papel de la SOD en el cancer

La célula tumoral en su proceso de transformacion
maligna, inhibe y evade numerosos mecanismos de
control, como la induccién de la apoptosis, el arresto de
algunas fases del ciclo celular o el acortamiento de los
telémeros, mientras sobreexpresa moléculas y activa
mecanismos que le permiten la autosuficiencia para
factores de crecimiento, la proliferacién descontrolada y la
supervivencia celular, tales como el receptor del EGF, el
factor de transcripcion NF-kB o la propia enzima hSOD,
que protege a la célula cancerigena de la peroxidacion
causada por su propio metabolismo incrementado y no
regulado (22).

Estudios realizados in vitro, en lineas tumorales de
fibroblastos de pulmdn humano, revelan incrementos en la
actividad hSOD1 y 2 respecto a células normales (23). Por
otra parte, investigaciones en hepatomas y tumores
asciticos de Ehrlich demostraron elevada actividad SOD2,
comparando con tejido hepético sano (24), al igual que las
mediciones de la actividad SOD en la leucemia linfocitica,
monocitica y mielocitica, las cuales corroboran niveles
mayores de esta actividad enzimdtica respecto a células
sanguineas maduras sanas, del mismo tipo (25).

De forma contradictoria, estudios realizados en
Adenocarcinoma Pancreético encontraron una disminucion
de los niveles de expresion y la actividad hSOD2, y
asocian este hecho al papel mutagénico atribuido a las
ERO (26).

Algunos hallazgos maés recientes evidencian el
incremento de la actividad hSOD1 en células de cancer de
pulmén humano y la relacionan con la proteina
pleiotropica  COMMD1, demostrando que células “
knockdown” para esta proteina exhiben mayores niveles
de la actividad antioxidante (27).

1.3. SOD y los desdrdenes neurodegenerativos

Las llamadas  Enfermedades o  Trastornos
Neurodegenerativos se caracterizan por apoptosis no
regulada y muerte neuronal masiva en determinadas areas
del cerebro, por la influencia de mdltiples factores cuyo
papel no esta del todo claro, lo que conduce a una pérdida
de funciones neuromotoras y psiquicas comprendidas
dentro de un conjunto de patologias como la Enfermedad
de Alzheimer (EA), el Parkinson (P), la Esclerosis Lateral
Amiotrofica (ELA), la Enfermedad de Huntington (EH) y
otras. Dentro de estos factores causales se ha considerado
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la apoptosis por peroxidacién lipidica y proteica y la
apoptosis via citocromo C, como algunas de las mas
probables, lo que implicaria una afectacion en la actividad
hSOD1y 2 (28).

Estudios in vitro, en neuronas en cultivo, han
demostrado que la induccion de la expresion de hSOD1
derivada de eritrocitos, impide o retarda la apoptosis
causada por deplecion del factor de crecimiento del nervio
(NGF) (29), asi como también experimentos realizados
con muestras de pacientes y en algunos modelos murinos,
correlacionan bajos niveles de SOD2 con pérdida de
neuronas y muerte de células linfoblastoides, lo que
provoca Ataxia Espinocerebelar tipo 3. La patologia se
caracteriza por mutaciones en el gen ATXNS3, que
conllevan a la pérdida de afinidad por el factor de
transcripcion FOXO4, afectdndose el mecanismo de
induccion de SOD2 ante estrés oxidativo (30).

Adicionalmente, se ha demostrado la relacion entre la
SOD1 y la ELA en modelos murinos (31). La patologia se
origina por apoptosis motoneuronal y se ha identificado
como uno de los factores causales se ha debida a la
activacion de la quinasa MST1 por ERO, lo que resulta en
un incremento en la actividad de p38 y una induccion de
autofagia mitogénica dependiente de quinasas en las
neuronas motoras (31).

2. ESTUDIOS DE ESTRUCTURA-FUNCION DE LA
SOD

Las variadas patologias en las que la enzima esta
involucrada la convierten en objeto de estudio de
numerosas investigaciones, con el objetivo de comprender
las causas y complicaciones de algunas enfermedades
multisistémicas asociadas al estrés oxidativo, asi como
mejorar racionalmente la estabilidad y actividad de la
enzima con vistas a emplearla como producto terapéutico
recombinante, de administracion exdgena. En el presente
trabajo se realiza una revision de las principales técnicas
de ingenieria de proteinas aplicadas al analisis estructura-
funcion y a la optimizacion funcional de la SOD.

2.1. Mutagénesis dirigida

Una de las lineas de investigacion relacionada con
experimentos de mutagénesis dirigida en la SOD, esta
basada en la obtencién de mutantes para determinados
residuos clave o la introduccion de secuencias completas
de otras variantes enzimaticas como la SOD extracelular
(SOD3), para dilucidar elementos del mecanismo de
accion de la enzima en condiciones fisiologicas.

Dentro de esta linea se encuentra el trabajo de
Castellano 1. et al. en 2009 (32), que expresa en E.coli, la
SOD2 mitocondrial de rata, que posee un 93 % de
identidad con la hSOD, y evalla el comportamiento de
cinco mutantes. En dos de ellos, Y34F-Q y Y34F-H, se
reemplazé la tirosina 34 por fenilalanina y so6lo diferian en
la posicion 143, ocupada por glutamina e histidina,
respectivamente. Otros dos mutantes, S82A-Q y S82A-H,
contenian alanina en la posicién 82 en lugar de serina, e
igualmente diferian en la posicién 143, con glutamina e
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histidina, respectivamente. El quinto mutante, H143, s6lo
presentaba una histidina en lugar de la glutamina 143.

La variante salvaje, que contiene glutamina en la
posicion 143, y los mutantes, no presentaron diferencias en
sus patrones electroforéticos, sus perfiles cromatogréaficos
en condiciones desnaturalizantes, ni en los analisis
realizados por espectrometria de masas.

Sin embargo, la actividad especifica fue mayor para la
enzima nativa, mientras el mutante H143 tuvo la menor
actividad, que representd el 16 % de la determinada para la
variante salvaje. Los mutantes simples Y34F-Q y S82A-Q
retuvieron un 67 y un 81 % de la actividad y los dobles
mutantes Y34F-H y S82A-H, presentaron un nivel de
actividad especifica similar a H143. Estos resultados
sugieren que este residuo de glutamina es importante para
la catélisis, al parecer para la fijacion o estabilizacion de
algin intermediario formado, pues no participa
directamente en el mecanismo sino que influye en el
microambiente del centro activo. Los residuos tirosina 34
y serina 82 no tienen un papel decisivo en este proceso.

También fue evaluada la resistencia a la temperatura de
todas las especies enzimdticas, obteniendo la curva de
inactivacion y calculando el factor entrépico y entélpico de
cada variante. En todos los casos la inactivacion sigui6 una
cinética de primer orden, con una temperatura de
inactivacion media de 80 °C, que no varié
significativamente para los mutantes (79 °C, 81 °C), lo que
evidencia que dichas sustituciones no afectan la alta
resistencia a la temperatura de la enzima nativa, aunque
H143 presentd el menor valor de factor entélpico y la
menor temperatura de inactivacién media que fue de 77
OC. De este experimento puede concluirse que la glutamina
143 también influye en la alta resistencia de la enzima a la
inactivacion por calor, al parecer por la estabilizacion de la
conformacion. Una tirosina en esa posicion aumenta
ligeramente la inactivacion y una serina la disminuye, pues
parece influir de forma positiva, en el establecimiento de
una nueva conformacion resistente a la temperatura (32).

Igualmente se verifico la influencia de estos residuos
en la fosforilacion de la enzima, principal mecanismo de
regulacion de la misma. Por reaccion con quinasas in vitro,
se identifico la serina 82 como blanco de esta
modificacion, pues no se detectan especies fosforiladas del
mutante S82A-Q, s6lo de la enzima nativa. Esta
modificacion de la serina 82 podria constituir un blanco de
regulacién importante, debido al grado de conservacion
que posee en otras SOD (32).

Otro aporte importante y reciente en este campo es
realizado por Candas D. et al. en 2013 (33), quienes
obtienen un mutante de la SOD2 denominado S106A, en el
cual remplazan la serina 106 por alanina para evaluar el
papel de dicho residuo en el reconocimiento por el
complejo CyclinB1/Cdk1. Esta investigacién toma como
antecedentes algunos estudios de caracterizacion de la
Cdk1, donde se han identificado determinados residuos de
serina que constituyen sitios de fosforilacion dentro de una
secuencia consenso, en numerosas proteinas citosdlicas
que Cdk1 reconoce a nivel de dicha secuencia, mediante la
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cual ejerce su regulacion por fosforilacion, implicacada en
multiples procesos celulares (34, 35).

Anélisis de estructura-funcion del mutante S106A,
muestran como principales resultados la reduccién de la
actividad SOD2 en células murinas de musculo esquelético
y cardiaco, extraidas de animales irradiados y transfectadas
con S106A, respecto células control de los propios
animales sometidos al mismo tratamiento, pero que
expresan la SOD2 nativa, en las cuales la actividad
representd el doble. También logran correlacionar dicha
disminucion con la inhibicidn de la fosforilacion, mediante
ensayos de deteccion de SOD2 fosforilada, por Western
Blott, los cuales revelaron una disminucion de la especie
fosforilada de la enzima en las células transfectadas. Estos
hallazgos en su conjunto, sugieren que la sustitucion de la
serina 106 por alanina en la SOD2 afecta el
reconocimiento y la fosforilacion por Cdkl, lo que
disminuye la actividad enzimética, debido a que este
residuo es requerido para la activacion por modificacion
covalente de la SOD2 mediada por el complejo
CyclinB1/Cdk1 (33).

Igualmente se han realizado investigaciones basadas en
la obtencion de quimeras entre isoformas de la SOD (36),
que han permitido evaluar su funciéon vy dilucidar
elementos estructurales de la SOD3 o SOD extracelular,
entre los que se encuentran la demostracion de la forma
tetramérica activa para la SOD3 y su afinidad por heparina
y heparan sulfato.

Estos investigadores logran expresar y purificar con un
alto rendimiento, un mutante de la hSOD1 y la quimera
hSOD1/3  (PseudoEC-SOD). ElI  doble  mutante
monomérico de hSOD1, F50E/G51E, presenta una
reduccion de la actividad especifica en un 90 % respecto a
la enzima nativa, lo que demuestra la importancia de la
fenilalanina 50 y la glicina 51 para la actividad de la
hSOD1, las cuales a diferencia de las histidinas, no estan
directamente involucradas en el mecanismo catalitico sino
que se encuentran expuestas en la interfaz de contacto
entre monoémeros de hSOD1.

Este experimento permite también determinar que el
dimero esta estabilizado por fuerzas hidrofdbicas y de van
der Waals, pues la introduccién de acido glutamico, que es
polar y cargado, en la interfaz de dimerizacion (en el doble
mutante) reduce la actividad especifica.

Dicho resultado se repite para la quimera triple mutante
de PseudoEC-SOD, V24D/F50E/G51E, con la cual se
confirma el papel de los residuos de fenilalanina y glicina
en este caso para la heterodimerizacion, y ademas se
comprueba que la sustitucion de un aminoacido apolar
alifatico como la valina por uno polar con carga negativa
como el acido aspartico, reduce drasticamente la actividad
catalitica, pues afecta la heterodimerizacion requerida para
la dismutacion de aniones superdxido (36).

También se ha estudiado el plegamiento especifico del
mondmero de la enzima, el grado de exposicidn de ciertos
residuos y como influyen sobre los mismos diferentes
factores, empleando una técnica novedosa basada en la
introduccién de aminoéacidos fluorescentes obtenidos por

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Superoxide Dismutase: a therapeutic candidate for oxidative stress

sintesis quimica, como la dansilalanina [acido 2-amino-3
(5 (dimetilamino) naftaleno-1 sulfonamida) propanoico].

Dicha técnica se empled con éxito para marcar la
hSOD1 (37), para lo cual se transformaron por
mutagénesis dirigida, los codones para la glutamina 16 y el
triptéfano 33 en codones de alanina, para luego incorporar
en esas posiciones la dansilalanina y poder estudiar la
conformacién del plegamiento y la orientacién de dichos
residuos en el mismo.

Sin embargo la incorporacion de un amino &cido no
natural a una proteina es un procedimiento complejo, que
requiri6 en este caso, del empleo de un RNA de
transferencia 'y  su  Aminoacil-tRNA  Sintetasa,
(tRNALeu5/LeuRS) provenientes de una cepa de E. coli,
supresora de tRNA/ leucil-tRNA, para expresarlos en
levadura, donde constituyen proteinas ortogonales que no
reaccionan con las Aminoacil-tRNA Sintetasas ni con los
tRNA enddgenos. Luego fue necesario generar una
biblioteca de mutantes para Leucil-tRNA Sintetasa, en
residuos del centro activo y del sitio editor, con el objetivo
de modificar la especificidad de esta enzima por la leucina
y lograr que incorporara la dansilalanina.

Una vez ingenierizado este sistema de incorporacion,
los investigadores introdujeron la secuencia de la hSOD1
con cada mutacion (Q16A y W33A) en la cadena SCY4 de
levadura, y pudieron obtener proteinas fluorescentes con
un alto rendimiento. El estudio de desplegamiento y
renaturalizacion las hSOD mutantes a diferentes
concentraciones de cloruro de guanidinio, permitio
determinar que los residuos 16 y 33 se encuentran ocluidos
en el interior de la enzima nativa, interactuando con el
nacleo de hoja B y que el triptéfano 33 es altamente
afectado por algunos factores desnaturalizantes, como la
presencia de un agente caotrdpico, por lo que constituye un
residuo implicado en la estabilidad del monémero (37).

Otros aspectos de interés, como la capacidad de
dimerizacion y el rol del triptéfano 33 en este proceso, no
pudieron ser evaluados por el empleo del agente
caotrépico, sin embargo seria relevante estudiar la
conformacién del dimero empleando esta técnica de
fluorescencia, pero en condiciones no desnaturalizantes.

Una segunda linea de investigacion sobre mutagénesis
dirigida aplicada a la SOD, se ha encaminado a obtener
mutantes tipicos que se relacionan con determinadas
patologias, para evaluar en modelos animales de estas
enfermedades el papel de la SOD en la génesis y
agravamiento de las mismas.

En este sentido, son de gran importancia los resultados
obtenidos por Gurney M. et al. en 1994 (38) y Banci L. et
al. en 2008 (39), quienes demuestran la expresion de los
mutantes de hSOD1, G93A y G94A, en la ELA. Estos
resultados confirman la presencia de agregados fibrilares y
no funcionales de hSOD1, lo que evidencia la relacién
entre la introduccidn de glicina en las posiciones 93y 94, y
la tendencia a la agregacion, en la cual los puentes de
hidrégeno juegan un papel decisivo.

Sobre esta tematica, algunas investigaciones mas
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recientes correlacionan la expresion del mutante SOD1-
G93A en modelos murinos, con la activacién de la quinasa
MST1 por especies reactivas del 6xigeno, que se acumulan
debido la deficiencia de la actividad SOD1 provocada por
la agregacion fibrilar (31). Los resultados obtenidos
muestran una elevada actividad MST1 en motoneuronas en
cultivo y en modelos de raton y rata, en los que se ha
inducido la expresién de la SOD1 mutante.

También permiten caracterizar el mecanismo de
induccion de la apotosis por MST1, el cual se identifica
como una autofagia mitogénica que depende de la
activacion de la proteina p38, la via de las MAP Quinasas
y las Caspasas (31).

Por otra parte, lo planteado por Seijffers R. et al. en el
2013 (40), sugiere que el factor de transcripcion ATF3
tiene un efecto neuroprotector y antiapoptdtico en modelos
murinos para SOD1-G93A, lo que esta mediado por
regeneracion axonica y muscular, que contribuye a
minimizar los efectos de peroxidacion y pérdida de
estructuras celulares, causados por la afectacion en la
actividad SOD1. Estos estudios aportan conocimientos de
vital importancia en el establecimiento de una terapia para
laELA.

2.2. Modificaciones quimicas

Aunque los estudios de mutagénesis dirigida han tenido
el protagonismo en los analisis de estructura-funcién de la
hSOD, la modificacion quimica de residuos ha contribuido
a la comprension del funcionamiento de la enzima en
determinadas condiciones fisioldgicas, asi como la
evaluacion de la influencia de las modificaciones naturales
que ésta puede sufrir, sobre su funcionamiento.

Weisiger R. y Fridovich I. en 1973 (41), realizaron
varias  modificaciones que contribuyeron a la
caracterizacion de las dos principales isoformas de la SOD
aislada de higado de pollo, y muchos de sus hallazgos han
sido demostrados para las isoformas de la hSOD. Estas
modificaciones comprenden el tratamiento con cianuro, B-
mercaptoetanol,  dimetilsulfoxido, p-cloromercurifenil
sulfonato, la hidrdlisis 4acida total con HCI a una
concentracion de 6 My la oxidacion con acido perférmico.

El cianuro inhibe la trasferencia de electrones a nivel
de los atomos de cobre del centro activo en la SOD1, pero
no tiene efecto sobre la SOD2 debido que el sitio activo
presenta manganeso. Este tratamiento quimico permitid
diferenciar las dos isoformas, citosolica y mitocondrial, de
la SOD y confirmar la composicién de cobre y manganeso
de cada enzima, que ya habia sido encontrada en otras
SOD de bacterias y de plantas. Por su parte, el B-
mercaptoetanol, un agente reductor fuerte, fue de gran
utilidad en el estudio de las subunidades de la enzima,
junto con el detergente aniénico Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS, por sus siglas en inglés), siendo este trabajo uno de
los primeros en plantear la estructura dimérica para SOD1
y la tetramérica para SOD2. También evidencié que la
dimerizacion de SOD1 y SOD2 no ocurria por puentes
disulfuro, sélo en condiciones muy oxidantes del medio y
conllevaban a agregados multienzimaticos no activos,
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aunque en SOD2 si se formaban puentes disulfuro
intracatenarios (41).

La hidrdlisis total con HCI fue empleada para el
anélisis de la composicién aminoacidica de la SOD1 y la
SOD2, donde ademéas se empleé para la SOD1, el
tratamiento con dimetilsulfoxido y la oxidacién con &cido
perférmico, para identificar las cisteinas presentes en dicha
isoforma. La identificacion de grupos sulfidrilos por
subunidad, fue realizada con p-cloromercurifenil sulfonato
y arrojé como resultado 1,2 grupos por subunidad, lo que
se reducia a 0,3 grupos en la enzima autoxidada vy
mantenida en una solucién de fosfato de potasio a 0,05 M
y EDTA, pH=7,8 por 2 semanas. Este resultado indica que
la autoxidacion de la SOD1 disminuye su reactividad, en
términos de grupos sulfidrilos accesibles a un modificador
quimico (41).

Por otra parte, han sido evaluados algunos factores que
influyen sobre la catélisis de la SOD1 de eritrocitos
bovinos, tales como la oxidacion (42). La inhibicion de la
SOD1 por su producto, H,O,, fue examinada en términos
de la oxidacion de la histidina 118, ubicada en el centro
catalitico, lo que redujo significativamente la actividad. El
residuo oxidado en forma de 2-oxo-histidina, pudo ser
detectado por hidrdlisis &cida y anélisis de la composicién
aminoacidica de la SOD1 por RP-HPLC, que después se
identifico en la posicion 118 por mapeo triptico y analisis
peptidico por RP-HPLC. El estudio de modificacién
selectiva de histidina con H,O,, demostrd la importancia
de este residuo en el mecanismo catalitico de la enzima y
su implicacion en la inactivacién por producto.

Una de las mayores aplicaciones de la modificacion
quimica en la SOD, constituye el mejoramiento de la
enzima para su uso terapéutico, que se propone extender el
tiempo de vida media en sangre, minimizar la inactivacion
y mejorar la estabilidad en condiciones fisioldgicas.

Sobre este tema tratan los trabajos de Veronese F. et al.
en 1985 (43), que describen un método factible para la
obtencién de conjugados de monometoxi-polietilen glicol
con proteinas y péptidos, empleando derivados
fenilcarbonados de polietilen glicol (PEG). Estos
derivados altamente reactivos, pueden lograrse mediante
reaccion con 2,4,5-tricloro-fenilcloroformiato o p-
nitrofenilcloroformiato.

Empleando dicho procedimiento, obtienen un derivado
SOD1-PEG que posee mayor tiempo de retencién en
sangre en ratas a las cuales les fue administrado por via
endovenosa, respecto a la SOD1 nativa, la cual es aclarada
rdpidamente por los rifiones y detectada en la orina de los
animales. La conjugacion con polimeros aumenta el radio
de la molécula, lo que disminuye su aclaramiento por
filtracion en el glomérulo renal y ademas preserva frente a
la accidn de proteasas (43).

La enzima modificada es menos inmunogénica y es
reconocida con baja afinidad por anticuerpos especificos,
debido a que el PEG modifica mdltiples grupos amino en
la proteina, por lo que logra bloquear epitopos que afectan
el reconocimiento. Esto puede constituir una ventaja si se
desea administrar enzimas no humanizadas o en forma
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quimérica directamente en la sangre, con poco rechazo
inmunoldgico. También se evalué la actividad del
derivado, la cual no varié significativamente del control no
modificado, evidenciando que la conjugacion no afecta los
residuos del centro activo ni la conformacion nativa (43).

La modificacion con PEG o pegilacion como
herramienta para mejorar las propiedades de las isoformas
de la SOD, ha sido también aplicada en la optimizacion de
una terapia experimental en modelos de rata para la
Isquemia Cerebral (44). La inyeccién intravenosa de
10,000 U/kg de PEG-SOD disminuye el volumen de
infarto a 139 +/- 9 mm3, respecto a un control tratado con
placebo, en el cual fue de 182 +/- 8 mm3, resultados que
fueron determinados para un total de 38 individuos.

Estos resultados confirman el efecto protector y de
estabilidad conferido al PEG, y constituyen mas hallazgos
que relacionan la SOD con enfermedades inflamatorias y
lesiones tisulares.

Un enfoque interesante sobre la misma aplicacion, es
planteado por Fujita T. et al. en 1992 (45), donde exponen
como es posible mejorar la estabilidad en plasma de la
SOD humana recombinante (hSODr) y dirigir su accion a
tejidos especificos, empleando la conjugaciéon con
polisacéridos y monosacéridos. Mediante la sintesis de
cuatro derivados diferentes, hSOD-carboximetil dextrano,
hSOD-dietilaminoetil dextrano, hSOD galactosilada y
hSOD manosilada, evaluaron el tiempo de vida en plasma
y la distribucion de los productos modificados por
farmacocinética en modelo de ratdn, asi como la actividad
de los conjugados.

Los derivados obtenidos retuvieron de un 50 a un 80 %
de la actividad enzimatica original y fueron estables en una
incubacién con suero de raton, manteniendo un 80 % de la
actividad por 3 horas, lo que indica que la modificacién no
afecta la actividad y los conjugados no son neutralizados
por anticuerpos murinos. La administracién por via
intravenosa de la hSODr nativa conllevé a una répida
eliminacién por via renal, siendo detectada en alta
concentracion en la orina, mientras la hSOD-carboximetil
dextrano presentd un elevado tiempo de vida media en
plasma, debido a la no filtracién glomerular y a la
interaccion con los tejidos. Las formas galactosilada y
manosilada de la hSOD fueron incorporadas en poco
tiempo a las células parenquimatosas y no
parenquimatosas del higado, por endocitosis mediada por
receptor. La cinética de este aclaramiento hepatico
presentd un comportamiento no lineal, disminuyendo con
incrementos en la dosis, con un valor maximo a la dosis
minima de 0.1 mg/kg (45).

Por otra parte, la hSOD-dietilaminoetil dextrano se
acumulé rapidamente en higado, pero esta retencién fue de
tipo electrdstatico y constituye un mecanismo de captacion
menos especifico (45).

En conjunto, estos resultados validan la modificacion
con compuestos mono y polisacaridicos, no s6lo en el
mejoramiento de la estabilidad y el tiempo de vida media
en plasma de la hSODr, sino en su biodistribucién. Esta
aplicacion aporta ventajas claras para las terapias basadas

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Superoxide Dismutase: a therapeutic candidate for oxidative stress

en la administracion exdégena de hSOD, la cual requiere la
accion selectiva de la enzima en las lesiones tisulares y
zonas localizadas de inflamacion.

En este campo también se ha probado la modificacién
de la SOD con otros polimeros, como el copolimero de
éter divinilo y anhidrido maleico (DIVEMA, por sus siglas
en inglés), lo que produce conjugados con buena retencion
de la actividad, que mostraron mayor tiempo de vida
media y una captacién incrementada en el higado, en
modelo de rata para edema pulmonar con reperfusion
bronquial. Dichos conjugados fueron capaces de reducir
los procesos inflamatorios intrahepéticos, proteger contra
el edema bronquial y evitar la infiltracion leucocitaria en
los vasos sanguineos, lo que fue evaluado por microscopia
electrénica (46).

De igual forma la conjugacién de la SOD con la sal
sodica del éacido hialurénico se ha logrado con éxito,
empleando la modificacion por enlaces amida entre los
grupos amino de la proteina y los grupos carboxilo del
&cido hialurénico, con el uso de la 1-etil-3-(3-dimetil
aminopropil) carbodiimida. (47). Los derivados resultantes
retuvieron un 70 % de la actividad enzimética original y
manifestaron un elevado efecto antiinflamatorio y no
inmunogénico, en modelo de rata para edema de la pata
inducido por la carragenina y para artritis adyuvante.

Otras estrategias, basadas en la conjugaciéon de la
hSOD1 a proteinas séricas por modificacion de residuos,
también han ofrecido buenos resultados, en términos del
aumento del radio de la enzima y por tanto la reduccién
del aclaramiento renal y la eliminacion en la orina (48). El
conjugado entre la hSODL1 vy la alblmina sérica se forma
espontaneamente en sangre al suminstrar la hSOD1
modificada en sus residuos de lisina con AMS [poli-(acido
maléico-co-estireno) butil éster].

La modificacion quimica fue evaluada in vitro, por
cromatografia de afinidad con una matriz de albumina-
sefarosa, que demostrd retencion especifica de la AMS-
hSOD1, mientras la hSOD1 nativa fue eluida en la
fraccion no fijada. La evaluacion in vivo en modelos
animales, revelé un incremento en el tiempo de vida media
en plasma de la AMS-hSOD1, que fue de 6 horas, respecto
a la enzima no modificada que fue eliminada por la orina
en menos de 4 minutos. Adicionalmente, la medicién de
radicales libres plasma evidencié una disminucidn,
respecto a los animales tratados con la hSOD1 nativa, lo
que valida este producto modificado para la reduccion de
radicales libres circulantes (48).

Algunas investigaciones més recientes, demuestran la
eficacia de la modificacion de la SOD con polisacéridos
iénicos tales como la carboximetil quitina, el manano (49)
y la carboximetil celulosa (CMC) (50), siendo esta Ultima
modificacion factible de realizar, por alquilacién reductiva
con el derivado polialdehidico de la CMC o con la
carbodiimida como agente acoplante. Estos derivados
polisacaridicos de SOD retuvieron una actividad mayor del
50 % y presentaron Optimos resultados farmacocinéticos
en modelos de ratén y rata.
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2.3. Inmovilizacion covalente

Debido a que la SOD cataliza una reaccion muy
especifica, en la que el anion superoxido no puede ser
remplazado por un sustrato sintético con vistas a obtener
un producto para uso industrial o de interés biomédico, no
ha existido un desarrollo marcado en el &rea de la
biocatalisis y los bioprocesos, vinculado a esta enzima.
Maéas bien la alta especificidad de la proteina y la
generacion de un producto (H;O;), detectable vy
cuantificable por  técnicas  espectrofotométricas,
quimioluminiscentes y otras, ha propiciado que la principal
aplicacion de la inmovilizacion covalente de esta enzima,
haya sido la obtencién de biosensores para medir el estrés
oxidativo y los radicales libres en sistemas bioldgicos.

Debido a esto, las principales propuestas de
inmovilizacion de la SOD para aplicaciones concretas, han
estado basadas en la fijacion covalente, mediante reactivos
bifuncionales tales como el glutaraldehido, a
micropeliculas  formadas por  &cidos  orgénicos,
polisacéridos, polimeros industriales u organicos,
recubriendo superficies metalicas de electrodos de oro o
platino, asi como nanoparticulas con diversas propiedades
que constituyen la base de estos biosensores (Figura 4).
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Figura 4. Principales configuraciones de inmovilizacion
covalente, que se han empleado en el trabajo con la SOD. A)
Sobre nanoparticulas de oro recubiertas de polisacéaridos o &cidos
orgénicos. B) Sobre nanoparticulas de Oxidos metélicos
modificadas con polimeros organicos. C) Sobre micropeliculas
poliméricas que recubren electrodos metalicos.

En 2001, Ge B. et al. (51), desarrollan un biosensor,
inmovilizando la SOD1 de eritocitos bovinos en un
electrodo de oro modificado con 4cido  3-
mercaptopropiénico (AMP) a partir de la 2-
mercaptoetilamina (MEA) fijada al electrodo con un
tratamiento extremo a base de &cido sulfurico. El oro
modificado puede incorporar la enzima, por reaccién con

31



1-Etil-3(3-dimetil aminopropil) carbodiimida (EDC). Se
obtuvo una repuesta electroquimica pronunciada vy
sostenida por parte de la SOD1 inmovilizada, con un
potencial de 56 +/- 9 mV, en tampdn de baja fuerza idnica
y libre de proteinas, a pH 7,5. Este resultado indica una
transformacién redox cuasirreversible, por parte de la
enzima sobre la superficie de oro.

Aunque se constaté cierta pérdida de actividad por
parte de la proteina, se mantiene la sensibilidad necesaria
para la funcion del biosensor. El empleo de un modificador
de mayor longitud podria solucionar esta deficiencia, al
permitir una mayor interaccion proteina-electrodo (51).

Un acercamiento similar a esta aplicacion es descrito
por Endo K. et al. en 2002 (52), con la obtencion de un
biosensor a partir de SOD2 inmovilizada en un electrodo
de platino con el empleo de glutaraldehido y un mediador
para el transporte de electrones, compuesto por ferrocen-
carboxaldehido, cianamida y albdmina bovina. El sistema
completo fue recubierto con poliuretano como proteccion
adicional.

Este biosensor se empled para cuantificar aniones
superoxido en solucidn, generados por la Xantina Oxidasa
en presencia de xantina, mediante una corriente eléctrica,
acoplando el electrodo a un sistema de deteccion. En las
soluciones evaluadas la sefial del sensor crecio
linealmente, de forma proporcional a las cantidades de
xantina afladida, lo que evidencia la precision de las
mediciones. También se determiné la capacidad de
deteccion del sensor a partir de tejido cardiaco de ratas
inyectadas con endotoxina, resultando en una medicién
estable con valores elevados, en concordancia con la
situacion de estrés oxidativo generada (52).

En otras investigaciones se ha combinado la
mutagénesis dirigida y la inmovilizacién, para lograr
métodos factibles y eficientes de fijacion covalente de la
SOD1 a superficies de oro, con aplicacion en la
construccién de biosensores (53). En este trabajo se
obtienen 6 mutantes monoméricos en los que se han
introducido una o dos cisteinas adicionales, lo que permite
inmovilizar la enzima mediante grupos sulfidrilos en una
superficie de oro, sin necesidad de recubrimiento organico
ni otros modificadores. Un biosensor obtenido por este
principio fue evaluado en la determinacion de radicales
superoxido, mostrando una mayor sensibilidad que los
electrodos de Citocromo C clasicos (53), sin interferencias,
pero sin alcanzar la sensibilidad del sensor de oro
modificado con AMP a partir del dimero de SOD1
inmovilizado.

La otra aplicacion fundamental, de caracter mas
reciente en el campo de la inmovilizacion de la SOD, es la
fijacidn a nanoparticulas metélicas (Figura 4, Ay B).

En este sentido destaca el trabajo de Villalonga R. et al.
en 2005 (54), con la obtencién de nanoparticulas de oro
pertioladas y recubiertas de B-ciclodextrina, que permiten
la inmovilizacién supramolecular de la SOD1 con alta
retencion de la actividad. Este dispositivo tiene
potencialidades para ser empleado en futuras terapias
contra el estrés oxidativo.
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También se han obtenido biosensores para radicales a
partir de la SOD inmovilizada en nanoparticulas de 6xido
de niquel, que a su vez se retienen por electrodeposicion
con voltametria ciclica en un electrodo de fibra de carbono
modificado (55). El sensor obtenido por este método,
mantiene un proceso redox bien definido con un potencial
de —0,03 V en pH 7,4. La SOD inmovilizada present6 un
recubrimiento superficial (1) y una constante de
transferencia electrénica heterogénea (ks) de 1,75 x 10
mol/ cm?y 7,5 + 0,5 s*, respectivamente. En general, el
biosensor exhibié una respuesta amperométrica muy
rpida (3 s) en un rango de concentraciones de ani6n
superdxido de 10 uM a 0,25 mM, una alta sensibilidad
(12,40 nA pM* cm™®) y un limite de deteccién de 2,66
UM. Este dispositivo muestra elevada estabilidad,
reproducibilidad y tiempo de vida (54), lo que valida las
nanoparticulas de Oxidos metalicos como portadores
eficientes de SOD inmovilizada, para determinaciones
amperométricas de radicales sin interferencias.

Otra aplicacion importante de la SOD en el campo de
la nanotecnologia, fue aportada por Song C. et al. en 2012
(55), que inmovilizan por medio de glutaraldehido, la
SOD2 termoestable aislada del organismo Thermus
thermophilus, en nanoparticulas supermagnéticas de 6xido
de hierro y silicio modificadas con polimeros organicos.

Las particulas con la enzima incorporada fueron
caracterizadas por difraccion de rayos X, microscopia
electronica de transmision y analisis magnetométrico. Se
registroé un diametro de 40 = 5 nm y un valor de saturacion
de magnetizacion de 27,9 emu/g, sin remanencia o
coersitividad. En comparacidon con la enzima libre, la
SOD2 inmovilizada presentd mayor resistencia a la
temperatura, pH, iones metélicos, inhibidores enziméticos
y detergentes (55). Otros resultados mostraron que la
enzima puede ser reutilizada 10 veces sin pérdida
significativa en la actividad, lo que evidencia la
factibilidad de este método de inmovilizacion y la
estabilidad que brinda el anclaje quimico a nanoparticulas
(55). Estos nanodispositivos ofrecen ventajas en la
biomedicina y otras aplicaciones industriales basadas en la
SOD2.

2.4. Atrapamiento y microencapsulacion

La encapsulacion en estructuras poliméricas y
liposomas, asi como el atrapamiento en geles y polimeros
proteicos (Figura 5), también han encontrado su
aplicacion en el trabajo con la SOD, siendo empleados
tanto para la obtencién de biosensores como para el
mejoramiento terapéutico y la liberacidn controlada de la
enzima.

En algunos experimentos se ha realizado el
atrapamiento de SOD y Xantina Oxidasa en matrices de
gelatina entrecruzada con glutaraldehido (56), creando
sistemas estables de porosidad controlada (Figura 5A) que
permiten la difusiéon de sustratos y constituyen modelos
para la generacién y evaluacion de radicales libres.

Campanella L. et al. en 1999 (57) obtuvieron un
biosensor a partir de la SOD atrapada en geles de «-
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carrageno sobre electrodos indicadores, probando con
electrodos de Clark y con electrodos amperométricos
clasicos para H,0, resultando estos ultimos, mas
efectivos. El biosensor fue evaluado in vitro con el sistema
xantina/Xantina Oxidasa y permitié la caracterizacion de
otras proteinas antioxidantes en cuanto a su efecto sobre el
anion superdéxido.

Figura 5. Representacion esquemética de cuatro formas de
inmovilizacion mediada por atrapamiento que se han empleado
en la caracterizacion y optimizacion de la SOD. A) Atrapamiento
en una red proteica entrecruzada con glutaraldehido. B)
Atrapamiento en gel. C) Microencapsulacion en cristal de silica
porosa. D) Encapsulacién en liposomas.

Un acercamiento més actual a esta aplicacion es
descrito por Emregul E. en 2005 (58), quien logra un
biosensor para aniones radicales, atrapando la SOD en
gelatina reforzada por entrecruzamiento con glutaraldehido
sobre la superficie de un electrodo de platino. El sensor fue
evaluado en varias condiciones de pH y fuerza ionica,
manteniendo una medicién estable, proporcional a la
concentracién de O%, con un limite de deteccién de 0,01
mmol L'y una relacién sefial/ruido de 3. El dispositivo
retuvo de un 80 a un 60 % de su sensibilidad tras el uso
por 4 semanas, demostrando que la gelatina brinda un
microambiente estable y biocompatible con la SOD, que
mantiene la actividad enzimética de forma eficiente (58).
Algunas aplicaciones directas en las que este biosensor
pudo ser probado, fueron la evaluacién de la capacidad
antioxidante de drogas derivadas de &cido acetilsalicilico y
la determinacion del estrés oxidativo en tejido cerebral
tumoral y sano (58).

La microencapsulacion ofrece también ventajas
atractivas para el estudio de la SOD en microambientes
controlados y para posibles aplicaciones terapéuticas. Un
ejemplo lo constituye el atrapamiento de la SOD1 en
microcépsulas de cristal de silica porosa (Figura 5C),
obtenido por el método sol-gel (59). Estas microcapsulas
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se logran con condiciones poco drésticas, lo que permite el
mantenimiento de una elevada actividad enzimatica en su
interior. Ademas son porosas lo que permite el intercambio
de sustancias pero impide la pérdida de la enzima, y son
transparentes, lo que facilita el seguimiento de las
propiedades 6pticas de las proteinas encapsuladas.

Por otra parte la encapsulacion de la SOD en liposomas
(Figura 5D) ha logrado mejorar la biodistribucion y
preservar la estabilidad, siendo efectiva como estrategia
terapéutica. La SOD1 recombinante encapsulada en
liposomas fue utilizada en el tratamiento de heridas por
guemaduras (60), demostrando una reduccion de las
lesiones tisulares, el edemay la necrosis local, asi como un
incremento en la reepitelializacion y la cicatrizacién en
pacientes tratados, respecto a pacientes control que
recibieron placebo.

Igualmente se ha constatado la efectividad de
liposomas recubiertos de PEG como sistemas portadores
de SOD1, que permiten su liberacion controlada en sitios
artriticos inflamados, en pacientes y modelos murinos de
artritis reumatoide, mediando una disminucion de la
inflamacion y del depo6sito de inmunocomplejos (61).

Otra aplicacién referida a la encapsulacion de la SOD
en liposomas, es descrita por Pluta J. y Karolewicz B. en
2003 (62), que encapsulan la enzima en liposomas
obtenidos a partir de lecitina de soya, estearilamina,
fosfatidilglicerol y colesterol, recubiertos de quitosano, un
polisacarido biocompatible de uso industrial y biomédico.
Este recubrimiento funciona como mucoadhesivo por su
alta hidratacion, permitiendo al liposoma depositarse y
liberar su contenido en las mucosas (62). Estos preparados
han mostrado alta retencion de la actividad SOD y ofrecen
propiedades Utiles, desde el punto de vista terapéutico para
el tratamiento de inflamacion y lesiones mucosales, asi
como para algunas hipersensibilidades que ocurren a nivel
de las mucosas (62).

Una aplicacion similar es lograda por Dominguez A. et
al. en el 2004 (63), quienes logran un sistema de liberacién
controlada de la SOD, atrapandola en hidrogeles de CMC.
Este constituye uno de los primeros intentos de
inmovilizacién por atrapamiento de la SOD en hidrogeles,
para uso biomédico. Dicho sistema se logrd por adicidn
estequiométrica de 2-cloro-1-metilpiridin ioduro (CMP-I)
a la solucion de la enzima con CMC. El preparado retuvo
la actividad enzimatica de forma eficiente y mejoré las
propiedades farmacoldgicas respecto a la enzima nativa
(63). La cinética de liberacién fue determinada,
presentando una liberacion de un 50 % a las 72 horas. Este
sistema basado en hidrogeles de entrecruzamiento
intermedio (54 %), promueve ademas la proliferacion de
fibroblastos humanos en cultivo, pues su estructura porosa
y esponjosa provee un ambiente adecuado que actla como
soporte para las células adherentes, que no es muy
reticulado o compacto, lo que permite el crecimiento (63).

Los resultados expuestos reafirman los sistemas de
liberacién controlada de SOD basados en hidrogeles, como
herramientas Gtiles en la farmacologia y la terapia, que
disminuyen el estrés oxidativo y promueven la
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proliferacion de fibroblastos y la reparacidn tisular.
3. PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS

Como se ha abordado en esta revisién, las principales
técnicas de ingenieria de proteinas encaminadas al trabajo
con las isoformas de la SOD, han permitido su
caracterizacién, el andlisis estructura-funcién y el
desarrollo de algunas aplicaciones terapéuticas para
afecciones relacionadas al estrés oxidativo. Se han
evaluado las tres isoformas de esta proteina y se ha
establecido, tanto su funcién biolégica, como su
implicacion en determinadas patologias, por lo que las
perspectivas de investigacion actuales relacionadas con la
SOD, estén dirigidas al mejoramiento de la enzima para
implementar terapias basadas en la administracion
exogena.

Las principales deficiencias de estas estrategias
terapéuticas, radican en la baja estabilidad de la enzima, la
imposibilidad de dirigirla a un blanco especifico, la
susceptibilidad a la inactivacion y la protedlisis, y la rapida
excrecion por via renal, que limita el tiempo de vida media
en sangre. Algunas de las técnicas de modificacion con
polisacéridos, PEG y otros polimeros organicos, asi como
la microencapsulacion y el atrapamiento, parecen resolver
algunos de estos inconvenientes y en general elevan la
permanencia en plasma y protegen contra la inactivacion,
la protedlisis y la neutralizacion por anticuerpos. Sin
embargo la terapia basada en administracion de SOD aln
afronta retos, como el mejoramiento de la biodistribucion
y un mayor tiempo de vida media, que permita minimizar
las dosis y emplear esta enzima como adyuvante para
mdltiples terapias combinadas, o como producto de uso
topico y sistémico, para variados trastornos isquémicos,
vasculares, neurodegenerativos, autoinmunes e incluso el
cancer.

La combinacion de sistemas de liberacidn controlada y
modificacion con sustancias biocompatibles, junto con las
tecnologias de acoplamiento de anticuerpos o
nanoparticulas, ofrecen opciones atractivas y promisorias
en cuanto a la ingenierizacion de esta proteina y la
busqueda de un producto antioxidante eficiente para uso
clinico.
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ABSTRACT: The surgery of the nervous system is
etymologically known as “Neurosurgery”. Although
cranial trepanation is possibly the oldest operation
which there are proven traces, from the Paleolithic
period (12,000 years BC), Neurosurgery as a discipline
of Medicine and Surgery specialty began as such at the
end of XIX century. From that time until today can be
sentenced to no other medical or surgical speciality that
has experienced such a huge development in the span of
little over a century. In this paper this historical
development of what could be considered “modern”
Neurosurgery is exposed. Additional emphasis is placed
on what will be the Neurosurgery in the not too distant
future, if not already present.
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RESUMEN: La cirugia del sistema nervioso es
etimologicamente  conocida como “Neurocirugia”.
Aunque posiblemente sea la trepanacion craneal la
operacién mas antigua de la cual existen huellas
comprobadas, ya desde el periodo Paleolitico (12.000
afos_a. C.), la Neurocirugia como disciplina de la
Medicina y especialidad de la Cirugia se inici6 como tal
a finales del siglo XIX. Desde ese momento hasta
nuestros dias puede sentenciarse que no hay ninguna
otra especialidad médica o quirirgica que haya
experimentado un desarrollo tan mgente en el lapso de
poco més de un siglo. En este trabajo se expone este
devenir hlstorlco de la que puede considerarse como
Neurocirugia “moderna”. Asimismo, se hace hincapié
respecto a lo que seré la Neur00|rug|a en un futuro no
muy lejano, por no decir ya presente.
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1. INTRODUCCION

Puede definirse la Neurocirugia como “aquella
disciplina de la Medicina y especialidad de la Cirugia que
se ocupa del estudio y tratamiento (esto es, prevencion,
diagndstico, evaluacion, terapéutica, cuidado intensivo y
rehabilitaciéon), de las enfermedades quirdrgicas o
potencialmente quirlrgicas del Sistema Nervioso Central,
Periférico y Auténomo, incluyendo sus cubiertas,
vascularizacion y anejos como la hipéfisis, asi como del
manejo operatorio y no operatorio del dolor, cualquiera
que sea la edad del paciente”.

De este modo, la Neurocirugia contempla el
tratamiento de pacientes adultos o pediatricos con
trastornos del Sistema Nervioso que comprenden la
patologia del encéfalo, las meninges, el crdneo y sus
aportes vasculares, incluyendo las arterias carétidas y
vertebrales, la patologia de la hipoéfisis, la patologia de la
médula espinal, la columna vertebral y sus meninges, asi
como la patologia de los nervios periféricos en toda su
extension.

Siguiendo a Jiménez Diaz, puede definirse al “médico”
como “al hombre que hace Medicina para otro hombre”.
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Parafraseando a Sixto Obrador, el
representa la convergencia y asociacion del
en sus dimensiones tedrico-clinicas, con el
sus aspectos practicos y terapéuticos.

Si bien los primeros pasos de mi especialidad fueron
dados, por tanto, por cirujanos generales, sélo surgird una
auténtica Neurocirugia cuando el conocimiento y estudio
del Sistema Nervioso por los neur6logos, se iguale o
anteponga a la habilidad técnica de aquellos cirujanos
generales. Asi, Neurologia y Cirugia serdn las dos
especialidades que converjan y se unan en la Neurocirugia
1,2).

2. HISTORIA DE LA
MODERNA

Aungue la trepanacion craneal, bien con fines magico-
religiosos bien terapéuticos, estd considerada como la méas
antigua operacién de la cual existen huellas comprobadas,
con seguridad en el periodo Neolitico (alrededor de 5.000
afios a. C.) y posiblemente mucho antes, en el Paleolitico
(12.000 afios a. C.), la Neurocirugia es una especialidad
que se inicia como tal a finales del siglo XIX. Puede
sentenciarse que desde la Prehistoria hasta ese momento,

“neurocirujano”
“neurdlogo”,
“cirujano”, en

NEUROCIRUGIA
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la cirugia del Sistema Nervioso apenas evoluciond. Es
entonces, segunda mitad del siglo XIX, cuando se van a
producir dos hechos cruciales para el desarrollo de la
misma. Por una parte, la creacion de la moderna cirugia,
condicionada por la aparicion de la anestesia, de la
antisepsia y de la asepsia, y por otra parte, el desarrollo de
la Neurologia como auténtico cuerpo de doctrina.

En la historia de la Medicina, la bisqueda de métodos
capaces de hacer desaparecer el dolor durante las
intervenciones quirdrgicas (bebidas alcohdlicas, plantas
medicinales, estupefacientes,...) fue siempre una constante
preocupacion. A finales del siglo XVIII, el cirujano inglés
Moore comenz6 a utilizar fuertes torniquetes que parecian
mitigar el dolor en el curso de las amputaciones. Casi
simultdneamente, Sir Humphry Davy sefial6 en Inglaterra
la posibilidad de emplear el dxido nitroso contra los
dolores de muelas, el llamado “gas hilarante”. En 1846, el
cirujano John Collins Warren, en el Massachusetts General
Hospital, extirpé un tumor benigno del cuello de un
paciente bajo anestesia por éter, administrada por el
dentista William Morton. La intervencion fue un éxito
total, marcando para la Cirugia el nacimiento de lo que el
anatémico y poeta Oliver Wendell Holmes designard como
“anestesia”.

Sin embargo, a pesar del avance que supuso la
anestesia, la ampliacion de las fronteras del saber
quirdrgico s6lo se realizd de forma notable tras la
aparicion de la antisepsia y de la asepsia. Joseph Lister
(1827-1912), profesor de Cirugia en Glasgow, basandose
en los estudios de Louis Pasteur y de Robert Koch,
recomendd el empleo del fenol en el tratamiento de las
heridas, inicidndose asi la antisepsia. Sus ideas fueron
rechazadas inicialmente por prestigiosos cirujanos ingleses
y por la mayor parte de los cirujanos asistentes a la
primera reunion de la “American Surgical Association”, en
1883. Un paso mas alla de la antisepsia vino representado
por la blsqueda de la asepsia en las intervenciones
quirdrgicas. Ernst von Bergmann (1836-1907) utiliz6 la
esterilizacion por el vapor, y cuando su discipulo Curt
Schimmelbusch publicé y sistematizd dichos métodos, en
1891, podemos decir que la asepsia quirdrgica habia
comenzado.

En la segunda mitad del siglo XIX, la Neurologia y la
Neuropsiquiatria, van a cobrar una importancia
trascendental. Los principales artifices de estos cimientos
de la Neurologia Clinica van a ser los franceses Broca y
Charcot, los alemanes Friedreich, Meynert, Von Leyden,
Westphal y Erb, el inglés Jackson y el americano Mitchell.
Desde el mismo momento en que existen unos hombres
dedicados a estudiar la patologia clinica del Sistema
Nervioso, van a surgir una serie de procedimientos
instrumentales de diagndstico. De este modo, nace la
electroencefalografia con Hans Berger, Albrecht Von
Graefe introduce en el ambito clinico, en 1860, el
oftalmoscopio de Hernann Von Helmholtz, se inicia el
estudio bioquimico del LCR tras la implantacion de la
puncién lumbar por Heinrich Quincke y comienza la
Neurorradiologia de la mano de Artur Schiller.

38

Gregorio Rodriguez Boto

La aparicién de la anestesia quirdrgica, de la antisepsia
y de la asepsia abrieron la posibilidad de realizar
intervenciones quirdrgicas antes impensables. El inicio de
la Neurologia Clinica, en esta segunda mitad del siglo
XIX, motivd a los cirujanos generales a practicar
intervenciones quirdrgicas sobre el Sistema Nervioso,
haciendo asi posible el nacimiento de una nueva disciplina,
la Neurocirugia. El desarrollo de la misma puede dividirse
en tres periodos, a mi juicio. ElI primero de ellos,
considerado como inicial, estd caracterizado por la
presencia de diversos cirujanos que comenzaron
timidamente a practicar intervenciones quirdrgicas sobre el
Sistema Nervioso, pero sin hacer de ello su actividad
profesional principal. Podria establecerse entre 1850 y
1900. En un segundo periodo, una serie de profesionales
independientemente de cual fuera su formacidn previa y el
momento de su vida profesional, van a dedicarse de forma
practicamente exclusiva a la Neurocirugia. Se diria que
transcurre entre 1900 y 1970. Es en esta época cuando se
desarrolla la ingente labor de Harvey Cushing. EN 1971 se
introdujo en la clinica la Tomografia Axial
Computarizada, fruto de los trabajos de Allan Cormack y
de Godfrey Hounsfield, merecedores del Premio Nobel de
Medicina en 1979. A partir de este momento, arranca una
nueva etapa en la Neurocirugia, presidida y dominada por
los avances radiolégicos y el refinamiento tecnolégico.
Esta etapa actual de la Neurocirugia esta caracterizada por
el incesante desarrollo de la misma, que ha logrado que el
dia de hoy sea pasado olvidado mafiana. Obviamente, los
dos primeros periodos en los que arbitrariamente he divido
el devenir histérico de la Neurocirugia moderna no se dan
simultaneamente en todos los paises. Por otro lado,
muchos neurocirujanos ejercieron su actividad en mas de
una de estas etapas. Esta divisién temporal en etapas
permite comprender el hecho de la aparicion del cirujano
dedicado exclusivamente al Sistema Nervioso y a quien, a
partir de ese momento, podemos llamar “neurocirujano”
(3,4).

2.1. Gran Bretaia

Los primeros pasos de la Neurocirugia tuvieron lugar
en Gran Bretafia, de la mano de Macewen. Entre sus
continuadores merecen ser destacados Horsley, Jefferson,
Cairns y Dott.

Sir William Macewen (1848-1924) (Figura 1), escoceés,
aun siendo un cirujano general, puede considerarse un
auténtico pionero de la Neurocirugia. En 1869 terminé sus
estudios de Medicina y se uni6 a Joseph Lister, del que
adoptd sus ideas. En 1877 fue nombrado cirujano en el
“Glasgow Royal Infirmary”, donde sustituyé la
traqueotomia por la intubacién endotraqueal. Se interesé
por los comas traumaticos y por las localizaciones
cerebrales, lo que le permitié operar en 1876 un absceso
cerebral y en 1879, un hematoma subdural y un
meningioma de la convexidad. En 1883, realiz6 la primera
laminectomia por compresion medular. En 1888 inici6 sus
escritos sobre la cirugia del Sistema Nervioso, a la que
denomind “Neurocirugia”. ElI “Johns Hopkins Hospital”
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(Baltimore, Maryland) le ofrecié una cétedra quirdrgica
que €l rechaz6 ya que no le permitia la formacion y
supervision de sus propias enfermeras. Permanecié hasta
su muerte, en 1924, como profesor de Cirugia en la
Universidad de Glasgow.

Figura 1. Sir William Macewey.

Sir Victor Horsley (1857-1916) (Figura 2) puede
considerarse el primer neurocirujano de Inglaterra, pues
fue abandonando paulatinamente la Cirugia General para
dedicarse, hacia el final de su vida y de forma casi
exclusiva, a la Neurocirugia. En 1859, se habia inaugurado
en Inglaterra el primer hospital consagrado exclusivamente
a las enfermedades del Sistema Nervioso. Este hospital fue
creado en Queen Square bajo el nombre de “National
Hospital for Diseases of the Nervous System” y en
principio estaba reservado para enfermos paraliticos y
epilépticos. Més tarde, llegaria a ser el famoso “National
Hospital for Nervous Diseases” y actualmente, el
“National Hospital for Neurology and Neurosurgery”. En
1886, a los 29 afios de edad, Victor Horsley operaba ya en
el “The National” y en 1887 fue el primero en resecar un
tumor medular diagnosticado por el neur6logo, Sir
William Gowers. Horsley aplic6 una metodologia
cientifica a la consecucion de mapas cerebrales,
coincidiendo con las observaciones del neur6logo John
Jackson en enfermos epilépticos, y fue el primero en
producir experimentalmente una hipertension intracraneal
por medio de balones inflables. Descubrié la herniacién
cerebelosa, aportd la incision curva para los colgajos
cuténeos e ided, junto con Robert Clarke, el primer aparato
de estereotaxia para gatos. A los 59 afios de edad, Sir
Victor Horsley, se enrol6 en el cuerpo expedicionario
inglés de Oriente Medio, falleciendo de una insolacion en
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un pequefio hospital de Mesopotamia.

Figura 2. Sir Victor Horsley.

Sir Geoffrey Jefferson (1886-1961) (Figura 3) naci6 en
Rochdale, Inglaterra, y cursé sus estudios en Manchester.
En 1911 ejercia ya en Londres como cirujano,
interesdndose por la anatomia y la fisiologia del Sistema
Nervioso. En 1926 comenz6 a ejercer la neurocirugia en
Manchester, donde ocupé la primera céatedra de
Neurocirugia, creada en 1939. Sus aportaciones mas
importantes se centraron en el &mbito de la traumatologia
craneoencefélica, de los adenomas de hipdfisis, de los
aneurismas intracraneales y de la neurorradiologia.

Figura 3. Sir Geoffrey Jefferson.
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Sir Hugh Cairns (1896-1952) (Figura 4) naci6 en
Australia, en el seno de una familia de origen escocés,
alcanzando el grado de doctor en Medicina por la
Universidad de Adelaida. Por medio de una beca pudo
trasladarse a Oxford. En 1926 conoci6 en Boston a Harvey
Cushing, regresando a Inglaterra posteriormente y creando
en el “Royal London Hospital”, un Servicio dedicado
exclusivamente a la Neurocirugia. Diez afios més tarde se
trasladé a Oxford con todo su equipo, para ocupar una
catedra de Neurocirugia en la “Radcliffe Infirmary”,
puesto en el que permaneci6é hasta el final de su vida
profesional y que sélo abandonaria durante la segunda
guerra mundial para dedicarse a la organizaciéon de los
Servicios de la Sanidad Militar. Cairns fue un trabajador
sistemético y constante en su actividad neuroquirdrgica y
para nosotros tiene un significado especial, pues alojé a
Pio del Rio Hortega, exiliado de Espafia por la guerra civil,
poniendo a su disposicion un modesto laboratorio y
contribuyendo asi a la obra de la Escuela Espafiola de
Neuropatologia.

Figura 4. Sir Hugh Cairns.

Norman Dott (1897-1973) (Figura 5) realizd sus
estudios en la Universidad de Edimburgo y su dedicacion a
la Neurocirugia estuvo directamente influida por Harvey
Cushing y Percival Bailey. Fue el primero en operar en
Gran Bretafia un aneurisma intracraneal, en 1933,
diagnosticado por medio de la angiografia que habia sido
introducida poco tiempo antes por Egas Moniz. En 1947
fue nombrado catedratico de Cirugia Neuroldgica y en
1960 inaugurd un moderno Departamento de Neurocirugia
en el marco del “Western General Hospital” de
Edimburgo.
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Figura 5. Norman Dott.
2.2. Los Estados Unidos

Pero si bien podemos considerar que la Neurocirugia se
inicia en Gran Bretafia, su consagracion como especialidad
independiente ocurri6 en Los Estados Unidos y fue
consecuencia logica de la figura y obra de Harvey
Cushing.

Harvey Williams Cushing (1869-1939) (Figura 6)
nacié en Cleveland, Ohio. Cursé la carrera de Medicina en
la Universidad de Harvard. Su estancia en el
“Massachusetts General Hospital” de Boston le permiti6
apreciar de primera mano los resultados decepcionantes de
la cirugia cerebral, lo que al parecer le motivé para
interesarse por este campo. Finalizados sus estudios se
dirigi6 al “Johns Hopkins Hospital” de Baltimore, donde el
gran cirujano estadounidense William Halsted le admitio
como residente de Cirugia General, tratando de orientarle
hacia la Traumatologia. Entre 1897 y 1900, Cushing, en el
“Johns Hopkins Hospital”, comenzd sus estudios de
neurocirugia experimental en el “Hunterian Laboratory”.
Tras este periodo se traslad6 a Inglaterra, donde tomoé
contacto con Horsley, sin que le llegara a agradar la
técnica rapida que éste practicaba. Posteriormente, trabajo
en Berna al lado del Premio Nobel de Medicina Emil
Kocher. Més tarde conocid transitoriamente la naciente
neurocirugia francesa, visito diversos hospitales italianos y
finalmente se trasladé de nuevo a Inglaterra, donde
permaneci6 durante un mes en el laboratorio del
neurofisiélogo Charles Sherrington, Premio Nobel de
Medicina en 1932. En 1901 Cushing regresé al “Johns
Hopkins Hospital” con la firme decisién de dedicarse
exclusivamente a la cirugia del Sistema Nervioso,
momento crucial para el desarrollo de mi especialidad,
pues en virtud de esta decisién la cirugia del Sistema
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Nervioso comenzard a llamarse ya, con toda propiedad,
“Neurocirugia”. En 1911 fue nombrado Jefe de un
Servicio de Clinica Quirlrgica en el “Peter Bent Brigham
Hospital” de Boston y en 1912, profesor de Cirugia en la
Universidad de Harvard. Entre esta fecha y 1932 se
desarroll6 la extraordinaria actividad neuroquirdrgica de
Cushing, sélo interrumpida por la Primera Guerra
Mundial, que le llevo a ejercer como cirujano general en
Europa, de la mano del general norteamericano John
Pershing. Tras retirarse de su actividad neuroquirdrgica en
1932, Cushing se traslad6 a la Universidad de Yale, donde
fue profesor de Neurologia y luego de Historia de la
Medicina. Entre las innumerables aportaciones de
CUSHING baste decir que publicd 24 libros y 658
trabajos. Ademas, sus contribuciones técnicas fueron
incontables no solo en Neurocirugia, sino también en otros
campos de la Medicina. Asi, introdujo la recogida de la
tension arterial y el empleo sistemético de las graficas de
anestesia durante las intervenciones quirdrgicas, realizo
importantes  trabajos  experimentales en  cirugia
cardiovascular, investigé sobre los  mecanismos
reguladores de la presion arterial y su relacién con la
hipertension intracraneal (“efecto  Cushing”), hizo
importantes aportaciones a la hemostasia quirdrgica
creando desde un torniquete neumatico para hemostasia
del cuero cabelludo hasta un sistema de electrocoagulacion
e inventd los clips neuroquirdrgicos de plata. Su habilidad
quirdrgica le permitié6 abordar campos del Sistema
Nervioso hasta entonces inalcanzables por lo que se
considera el padre de la “Neurocirugia”.

Figura 6. Harvey W. Cushing.

Walter Dandy (1886-1945) (Figura 7) nacié en Sedalia,
Missouri, terminando sus estudios de Medicina en la
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“Johns Hopkins University School of Medicine”, en 1910.
Posteriormente, realizaria la residencia de Cirugia General
en el “Johns Hopkins Hospital” bajo la direccion de
Halsted, su mentor. Su personalidad le llevo a multiples
enfrentamientos personales con Cushing, del que fue
residente durante un afio, antes de que éste se trasladara a
Harvard. El hecho de que ambos fueran contemporaneos
hizo que la figura de Dandy quedara levemente
enmascarada ante la de Cushing. Sin embargo, su
extraordinaria destreza y rapidez quirdrgica amén de sus
geniales aportaciones, le han hecho ocupar un puesto
prominente en la historia de la Neurocirugia. Su actividad
neuroquirurgica se desarrollé enteramente en el “Johns
Hopkins Hospital”. Realiz6 importantes estudios sobre la
circulacion del liquido cefalorraquideo, la hidrocefalia
experimental y su tratamiento quirdrgico; en concreto,
describié lo que seria posteriormente la endoscopia
cerebral. En 1918, a los 32 afios de edad, public6 en la
revista “Annals of Surgery” su mayor aportacion, la
ventriculografia. Un afio mas tarde, en 1919, descubriria la
neumoencefalografia. Dandy fue el primero en resecar
totalmente un neurinoma del acUstico en 1917, cirugia en
la que alcanz6 unas cifras de mortalidad tan bajas que
resultan dificiles de igualar con los avances técnicos
actuales. Fue también el primero, en los Estados Unidos,
que clipé un aneurisma intracraneal, en 1937. Otras
aportaciones suyas fueron la seccién en la fosa posterior
del nervio trigémino para el tratamiento de la neuralgia
trigeminal y del VIII par craneal para el tratamiento del
vértigo de Méniére. Ademas, fue el primero en crear una
Unidad Neuroquirtrgica de Cuidados Intensivos.

Figura 7. Walter Dandy.
Washington Adson (1887-1951) (Figura 8) ocup6 una
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plaza de cirujano en la “Mayo Clinic”, en Rochester
(Minnesota), donde pronto se ocuparia de la Neurocirugia.
Sus aportaciones mas importantes tuvieron lugar en la
cirugia de la neuralgia del glosofaringeo. Ademas, creo
diversos instrumentos utilizados hoy dia en todos los
Servicios neuroquirdrgicos, como las bien conocidas
“pinzas de Adson”.

Figura 8. Washington Adson.

Percival Bailey (1892-1973) (Figura 9) fue un
cultivador tanto de la Neurocirugia como de la
Neuroanatomia, de la  Neuropatologia, de Ia
Neurofisiologia y de la Neuropsiquiatria. Cursd sus
estudios de Medicina en la Universidad de Chicago y en
1919 se trasladé al “Peter Bent Brigham Hospital” de
Boston para iniciarse en la Neurocirugia al lado de
Cushing. En 1928 se establecid de nuevo en Chicago como
neurocirujano. A partir de 1939, la actividad profesional de
Bailey se orienté hacia la Neurologia y después hacia la
Psiquiatria, siendo nombrado en 1951 “Director del
Instituto Psiquiatrico del Estado de Illinois”. Entre sus
aportaciones neuroquirdrgicas destacan sus obras sobre los
tumores intracraneales, realizando junto a Cushing en
1926, una clasificacién de los tumores cerebrales que ha
pasado a la historia. Igualmente, son dignos de mencién
sus estudios respecto a la epilepsia y su conocido atlas
estereotaxico.

La ingente labor de Cushing y sus coetaneos se
plasmara en la creacién de la “Society of Neurological
Surgeons” en 1920 y de la “Harvey Cushing Society” en
1931, actualmente conocida como “American Association
of Neurological Surgeons”. Ambas se constituyeron en las
primeras Sociedades Cientificas mundiales en el &mbito de
la Neurocirugia y posicionaron a los Estados Unidos, sin
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duda alguna, a la cabeza de la Neurocirugia mundial en
aquella época.

Figura 9. Percival Bailey.
2.3. Canada

En Canad4, la Neurocirugia va a consolidarse por obra
de Penfield. Wilder Penfield (1891-1976) (Figura 10)
naci6 en Spokane, estado de Washington. Su formacion
fue sélida como consecuencia de sus viajes a Europa,
donde recibi6 la huella de Sherrington, Ramén y Cajal y
Del Rio Hortega. Entre 1921 y 1924 se form6 como
cirujano en el “New York-Presbyterian Hospital” y en
1925 fue nombrado Profesor Asistente de Investigacion
Neuroquirurgica. En 1928, PENFIELD se traslad6 al
“Royal Victoria Hospital” y a la “McGill University” de
Montreal, para hacerse cargo de los casos
neuroquirdrgicos. En 1934, con ayuda de una subvencién
de la “Rockefeller Foundation” y el apoyo del gobierno de
Quebec, inaugurd el “Montreal Neurological Institute”,
donde formé wuna magnifica escuela que tantas
aportaciones harian en el campo de la estimulacion
cerebral y en la cirugia de la epilepsia.

Figura 10. Wilder Penfield.
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2.4. Paises escandinavos

En los paises escandinavos los inicios de la
Neurocirugia estan ligados al danés Edouard Busch, al
noruego Arn Torkildsen con sus aportaciones técnicas al
tratamiento de la hidrocefalia no comunicante y a la
excelsa escuela sueca de Neurocirugia, con Herbert
Olivecrona (Figura 11a) a la cabeza y singularmente, con
Lars Leksell (Figura 11b). Este ultimo, a mediados del
siglo XX, desarrollo la estereotaxia en humanos e invento
la radiocirugia, creando asi una nueva Neurocirugia
funcional y la moderna psicocirugia, lo cual supuso un
punto de inflexién en la Neurocirugia sin parangén alguno.

Figura 11b. Lars i:eksell.
2.5. Rusia

En Rusia, la Neurocirugia nacié con Ludvig Puusepp
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(1875-1942) (Figura 12a) y con Nikolay Burdenko (1876-
1946) (Figura 12b). Este dltimo comenz6 en 1924 sus
actividades neuroquirdrgicas en Moscl, consolidando
pronto la especialidad e inaugurando en 1934, el Instituto
de Neurocirugia que lleva su nombre, el Instituto
Burdenko, primer instituto neuroquirdrgico del mundo.

Figura 12b. Nikolay Burdenko.

2.6. Alemania

En Alemania, se considera a Fedor Krause (1857-1937)
(Figura 13) el fundador de la Neurocirugia en este pais. Se
inicié como cirujano general, pero pronto se polariz6 hacia
la Neurocirugia, describiendo en 1892 su técnica para
abordar extraduralmente el ganglio de Gasser, en la base
craneal. Parece ser que fue el primero en operar una hernia
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de disco lumbar, antes de las observaciones que sobre esta
patologia hiciera Walter Dandy en 1929. Su experiencia,
adquirida en el “Augusta Hospital” de Berlin, se recoge en
su tratado “Cirugia del Cerebro y de la Médula”, publicado
entre 1908 y 1911.

Figura 13. Fedor Krause.

2.7. Suiza

En Suiza, la Neurocirugia se consolida con la figura de
Hugo Krayenbihl, que fue nombrado profesor de
Neurocirugia en Zdrich en 1948, creando una magnifica
escuela. Tras su jubilacién, en 1973, le sucedi6 Gazi
Yasargil, que pronto llegaria a ser una de las figuras mas
destacadas de la Neurocirugia mundial, junto con Harvey
Cushing. Gazi Yasargil (Figura 14), de origen turco, naci6
en 1925. Estudié Medicina en la Universidad de Jena
(Alemania), afincandose posteriormente en Zdrich.
Fundador de la microneurocirugia, hizo posible realizar
operaciones antes impensadas, particularmente en la
patologia cerebrovascular, cambiando por completo el
paradigma de la especialidad y revolucionando la misma.
De 1973 a 1993 practicéd un total de 7.500 operaciones
intracraneales. Tratd quirGrgicamente la epilepsia y los
tumores cerebrales, con instrumental de disefio propio. En
1994, se traslado a la Universidad de Arkansas, en Little
Rock, donde adn permanece activo. Gazi Yasargil es una
auténtica leyenda viva de la Neurocirugia, pues ha tenido
el privilegio de conocer lo que yo he pergefiado como las
tres etapas de la Neurocirugia moderna y de protagonizar
en primera persona la tltima de ellas.
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Figura 14. Gazi Yasargil.
2.8. Francia

En Francia, De Martel y Vincent hicieron posible de
forma definitiva la Neurocirugia.

Thierry de Martel (1875-1940) (Figura 15a) se vio
orientado por Joseph Babinski hacia la Neurologia y
posteriormente hacia la Neurocirugia, iniciando sus
intervenciones bajo las directrices diagnésticas de aquél.
Entre las mayores aportaciones de De Martel, hemos de
citar la introduccién de la posicién sentada para las
intervenciones sobre la fosa posterior, del trépano con
parada automética y de diversos separadores automaticos.

Figura 15a. Thierry de Martel.
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Clovis Vincent (1879-1947) (Figura 15b) fue en primer
lugar neurélogo, discipulo de Babinski. intimo amigo de
De Martel, fue poco a poco polarizdndose hacia la
Neurocirugia. Trasladaba personalmente los enfermos que
diagnosticaba en “La Pitié” hasta la clinica de De Martel,
donde ayudaba a éste en las intervenciones. Durante una
ausencia de De Martel, que tuvo que viajar a Bagdad para
operar a un personaje importante, Vincent no tuvo mas
remedio que operar los casos urgentes, naciendo en él
definitivamente la vocacion por la Neurocirugia. Clovis
Vincent inicié asi, a sus 48 afios de edad, su carrera
neuroquirurgica, haciendo  de  neurdlogo, de
neurorradiologo y de neurocirujano en una pequefia clinica
y renunciando a una magnifica posicién como neurdlogo
clinico en “La Pitié”. Los esfuerzos y la tenacidad de
Clovis Vincent se vieron recompensados en 1933, cuando
se cred para él un Servicio de Neurocirugia en dicho
hospital, lo que marcaria la consolidacion de la
especialidad en Francia. En 1938, con la ayuda de la
“Rockefeller Foundation”, este Servicio se transformé en
la primera catedra francesa de Clinica Neuroquirdrgica.
Clovis Vincent mandaba la mayor parte de los tumores
cerebrales que operaba a Del Rio Hortega, en Espafia, para
su estudio anatomopatolégico. Sus aportaciones mas
notables se centraron en el campo de la
neurotraumatologia y en el de los abscesos cerebrales. En
este Ultimo terreno preconizd, en los abscesos agudos,
hacer una gran craniectomia descompresiva sin apertura de
la duramadre, seguida de punciones evacuadoras hasta que
el absceso se encapsulara y pudiera ser abordado unas
semanas mas tarde. Con esta técnica, Vincent revolucion6
el pronostico del absceso cerebral en una época en la que
los antibidticos eran desconocidos.

Figura 15b. Clovis Vincent.
2.9. Portugal

En Portugal, la Neurocirugia esta intimamente ligada a
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la figura de Egas Moniz. Antdnio Caetano de Abreu Freire
Egas Moniz (1874-1955) (Figura 16), de formacion
eminentemente francesa, fue profesor de Medicina Interna
en Coimbra y de Neurologia en Lisboa. A los 52 afios de
edad, en 1926, introdujo la angiografia como proceder
diagndstico revolucionario. Entre 1930 y 1935, envi6 a su
colaborador Almeida Lima a entrenarse en Neurocirugia
con Cairns. Junto con aquél, Egas Moniz realizd después
sus importantes aportaciones a la psicocirugia que le
llevarian a obtener el Premio Nobel de Medicina en 1949,
“por el descubrimiento del valor terapéutico de la
lobotomia en determinadas psicosis” (sic). Egas Moniz ha
sido el Gnico neurocirujano del mundo que ha alcanzado
tan preciado laurel. Fue ademés, Ministro de Asuntos
Extranjeros de Portugal y vivio los Gltimos 17 afios de su
vida paralitico tras ser tiroteado por uno de sus pacientes
psiquidtricos.

Figura 16. Egas Moniz.

No obstante, el reconocimiento oficial de la
Neurocirugia en Portugal no tuvo lugar hasta 1954, cuando
Vasconcelos Marques obtuvo un puesto de Jefe de Clinica
Neuroquirdrgica y organizé, un afio mas tarde, el primer
Servicio de Neurocirugia de Portugal en el Hospital Civil
de Lisboa.

2.10. Espaia

En Espafa, la patologia del Sistema Nervioso cobrd
importancia a finales del siglo XI1X gracias a la Escuela
Espafiola de Neurohistologia o Neuropatologia (Santiago
Ramon y Cajal, Nicolas Achdcarro, Fernando de Castro,
Pio del Rio Hortega, Rafael Lorente de No y Jorge
Francisco Tello, entre otros) y al germen de la Neurologia
Clinica que quebraba albores por aquel entonces en
nuestro pais (Luis Barraquer Roviralta, Enrique Fernandez
Sanz, Gonzalo Rodriguez Lafora, Luis Simarro Lacabra y
José Maria Villaverde y Larraz, entre otros).
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Asi, en los Ultimos afios del siglo XIX, la Neurocirugia
arrancé timidamente en algunos centros quirdrgicos de
Madrid, de Barcelona (el Hospital de la Santa Cruz), de
Bilbao y de Zaragoza. Entre todos estos iniciadores, deben
destacarse las figuras de Larra Cerezo (Figura 17a) en el
Hospital Militar de Carabanchel, de Cervera Ruiz (Figura
17b) y de Otero Acevedo (Figura 17c), estos dos Gltimos
en el Instituto de Terapéutica Operatoria dirigido por
Federico Rubio. Otero Acevedo (1865-1920) fue
nombrado por el mismo Federico Rubio “Profesor de
Cirugia Nerviosa” y puede sentenciarse que fue el
precursor de la especializacion neuroquirdrgica en Espafa.

Figura 17a. Larra Cerezo.

Figura 17b. Cervera Ruiz.
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Figura 17c. Otero Acevedo.

Entre 1920 y 1949 la Neurocirugia en nuestro pais fue
cultivada por una serie de cirujanos eminentes, pero sin
llegar a cristalizar en una auténtica especialidad. Vara
Lopez (1904-1982) (Figura 18) destaca entre ellos.
Aunqgue nunca fue un cirujano consagrado exclusivamente
a la Neurocirugia, la dedicd gran parte de su actividad,
habiendo recibido su aprendizaje de prestigiosos
neurocirujanos internacionales.

Figura 18. Vara L6pez.

La aparicion de una auténtica  actividad
neuroquirdrgica en nuestro pais tuvo lugar a partir del afio
1949, fecha en que se fundé la Sociedad Luso-Espafiola de
Neurocirugia, por Juan José Barcia Goyanes, Adolfo Ley
Gracia, Sixto Obrador Alcalde y Eduardo Tolosa Colomer,
junto a los portugueses Pedro Almeida Lima y Ant6nio
Vasconcelos Marques. Esta Sociedad Luso-Espafiola de
Neurocirugia, la segunda en el mundo tras las dos
estadounidenses, tuvo como Presidente Honorario a Egas
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Moniz.

Adolfo Ley Gracia (1908-1975) (Figura 19a) y Sixto
Obrador Alcalde (1911-1978) (Figura 19b) pueden
considerarse los auténticos creadores de la Neurocirugia
espafiola y de su escuela, pues escuela es como dijera
Jiménez Diaz, “el intento de transmitir un estilo”. Adolfo
Ley, formado con Puusepp y con Bailey, desarrollé su
labor neuroquirdrgica pionera en Barcelona, dejando tras
de si una escuela de excelsos neurocirujanos. Sixto
Obrador se form6 en los aspectos bésicos de las ciencias
neuroldgicas en los laboratorios de Ramén y Cajal, Del
Rio Hortega y Sherrington, trabajando posteriormente al
lado de Cairns en Londres y de Dott en Edimburgo. En
1946 se instald6 en Madrid, creando un Instituto de
Neurocirugia en un chalet de la calle Olivos del parque
Metropolitano de la misma ciudad. Posteriormente, fundo
una amplia escuela neuroquirdrgica en la que quien
suscribe ha tenido el honor de haberse formado.
Asimismo, impulso el desarrollo de mi especialidad con la
creacion de diversos Servicios de Neurocirugia en la
capital.

Figura 19a. Adolfo Ley Gracia.

Hemos visto cémo en el devenir histérico, la
Neurocirugia sélo adquiere entidad real cuando surge la
figura del neurocirujano, esto es, de un profesional con
mayor o menor formacién neurolégica, con mayor o
menor experiencia en neuroanatomia, neuropatologia o
neurofisiologia, pero en definitiva un profesional que se va
a dedicar prioritariamente a los aspectos quirdrgicos del
Sistema Nervioso. Va a ser la aparicion de este personaje
lo que va a determinar que la hasta entonces “Cirugia del
Sistema Nervioso” deje de llamarse asi, para denominarse
ya con propiedad “Neurocirugia”. Posiblemente inferido
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de lo que expuesto hasta este momento, no haya ninguna
otra especialidad médica o quirdrgica que haya
experimentado un desarrollo tan ingente en el lapso de
poco mas de un siglo (3,4).

Figura 19b. Sixto Obrador Alcalde.
3. “NEUROCIRUGIA DEL FUTURO”

La “Neurocirugia del futuro” puede decirse de alguna
forma que vya es presente, como las “suites
neuroquirdrgicas” en las que se integra todo el
equipamiento tecnoldgico que actualmente requiere el
tratamiento neuroquirdrgico de un paciente, incluida la
resonancia magnética intraoperatoria. No obstante, si
miramos hacia adelante me atrevo a decir que el abanico
de posibilidades tecnolégicas futuristas puede llegar a ser
practicamente ilimitado. En este sentido, me refiero
expresamente a intervenciones neuroquirdrgicas realizadas
por robots que incluso pueden llegar a practicarse a
distancia (“telerrobética”) y a todas las posibilidades de
regeneracion del Sistema Nervioso que se abren gracias a
la terapia con células madre, en la que la Neurocirugia ha
depositado tantas esperanzas e ilusiones.
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ABSTRACT: The control of the intestinal flora is one
of the targets of the functional foods and nutraceuticals.
A symbiotic equilibrium can be achieved b%/ the intake
of live microorganisms (probiotics) or by the so-called
prebiotics (non-digested oligosaccharides). Prebiotics
are selectively fermented by the human microbiota
allowing specific changes and conferring benefits upon
host well-being and health. Among prebiotics
fructooligosaccharides (FOS) constitute one of the most
established groups. Levansucrases (EC 2.4.1.10) are a
family of enzymes that catalyse the transfer of the
fructosyl moiety from sucrose to different acceptors
such as: (1) sucrose —yielding FOS that can be further
fructosgllated forming levan a polymer with food and
biomedical applications -; (2& water resulting in sucrose
hydrolysis. In this work a levansucrase from
Zymomonas mobilis was characterized and the reaction
products using sucrose as substrate were analysed by
High-Performance Anion-Exchange Chromatography
(HPAEC-PAD). The number of FOS synthesized by the
soluble enzyme was significantly higher compared with
previous reports. In order to optimize the biocatalytic
process the enzyme was further immobilized by
entrapment in calcium alginate gel and the resulting
beads were dehydrated to obtain DALGEEs (Dry
ALGinate Entrapped Enzymes). Different
immobilization strategies were studied to minimize
enzyme loss (lixiviation) throughout the pores. The
effect of enzyme immobilization on levansucrase
behaviour was also analysed.
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RESUMEN: EI control de la microflora intestinal es
uno de los objetivos de los alimentos funcionales y
nutracéuticos. El equilibrio simbidtico puede lograrse
mediante la ingesta de microorganismos Vivos
probidticos) o de los denominados prebidticos
oligosacaridos no digeribles). Los prebioticos son
fermentados selectivamente por la microbiota generando
cambios especificos en su composicién que producen un
beneficio en la salud del hospedador. Entre los
prebidticos los fructooligosacaridos (FOS) constituyen
uno de los grupos méas importantes. Las levansacarasas
(EC 2.4.1.10) son una familia de enzimas que catalizan
la transferencia de un grupo fructosilo desde una
sacarosa a diferentes aceptores entre ellos otra molécula
de sacarosa dando lugar a FOS sobre los que puede
transferir otro grupo fructosilo para llegar a formar
levano un polimero con aplicaciones en alimentacion y
biomedicina. Si el grupo fructosilo se transfiere sobre
una molécula de agua da lugar a la hidrolisis de la
sacarosa. En este trabajo se caracterizd una
levansacarasa de Z. mobilis y los productos de reaccion
con sacarosa como sustrato se analizaron por
cromatografia de intercambio aniénico con detector
amperométrico de pulsos (HPAEC-PAD). Con objeto de
optimizar el proceso biocatalitico la enzima se
inmovilizé por atrapamiento en geles de alginato célcico
y las esferas resultantes se deshidrataron para formar
DALGEEs (Dry ALGinate Entrapped Enzymes). Se
probaron diferentes estrategias de inmovilizacion para
minimizar la pérdida de la enzima por los poros. El
efecto de la inmovilizacién en el comportamiento de la
levansacarasa fue analizado.
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1. INTRODUCCION

La microflora o microbiota intestinal se define como
un complejo ecosistema dinamico de especies microbianas
residentes en el intestino humano el cual es colonizado por
un gran nimero de bacterias. Como puede observarse en la
Figura 1 estos microorganismos van aumentando su
concentracion desde la boca hasta el recto siendo méaxima
en el colon con aproximadamente 10 UFC (Unidades
Formadoras de Colonias) por gramo de contenido
intestinal. El colon estd habitado por unas cuatrocientas
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especies bacterianas (1) y se divide en colon ascendente o
proximal colon transversal colon descendente o distal y
colon sigmoidal. Las bacterias presentes tienen actividades
fluctuantes en funcién de la disponibilidad de sustrato pH
potencial redox y distribucion en el colon (2). Asi los
microorganismos residentes en el colon proximal tienen un
suministro abundante de nutrientes provenientes de la dieta
de modo que crecen muy répido causando una disminucién
del pH. Sin embargo en el colon distal la disponibilidad de
sustrato es menor las bacterias crecen mas lentamente y el
pH se acerca a la neutralidad (3).
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COLON PROXIMAL (yeyuno):
pH5-6

Sacarolitico

Alta fermentacion de carbohidratos
Elevada velocidad de crecimiento bacteriano

COLON DISTAL (ileon):

pH neutro

Proteolitico

Pocafermentaciéonde carbohidratos
Poblaciéonbacteriana mas estatica

sigmoides

FADAM.

Figura 1. Esquema de los microorganismos caracteristicos de las distintas secciones del tracto gastrointestinal (adaptado de Mayo y
Delgado 2003 (4)) y de las regiones del colon humano con sus correspondientes actividades bacterianas y diferencias fisioldgicas

(adaptado de Macfarlane 2008 (5)).

Las funciones metabdlicas de la microbiota intestinal
consisten en la fermentacion de sustratos dietéticos no
digeribles. En concreto la fermentacién de los hidratos de
carbono es una importante fuente de energia para la
proliferacion bacteriana en el colon y produce &cidos
grasos de cadena corta (AGCC). Mediante esta
acidificacion se favorece la absorcion de minerales como
Fe Mg y Ca. La actividad metabdlica también incluye la
produccion de algunas vitaminas tales como vitamina K
B12 biotina acido félico &cido pantoténico y la sintesis de
aminodcidos a partir de amoniaco o de urea (6). Son
muchos los factores que pueden influir sobre los niveles de
estas poblaciones microbianas alterando el equilibrio
bacteriano de la flora intestinal tales como la dieta el estrés
malos hébitos administracion de antibidticos etc (7).
Recientemente en un estudio llevado a cabo con 22
individuos  clasificaron 3  enterotipos  humanos
caracterizados por su microbiota intestinal: enterotipo 1
donde predominan Bacteroides; enterotipo 2 dominando la
especie Prevotella; y enterotipo 3 con mayor proporcion de
Ruminococcus.  Estos  enterotipos  parecen  venir
determinados fundamentalmente por la dieta a largo plazo
(8). Lo fundamental es mantener un equilibrio entre las
distintas especies bacterianas evitando la excesiva
proliferacion de aquellas potencialmente patdgenas vy
obtener asi una microflora intestinal sana (9). Este
equilibrio se puede restablecer mediante la ingesta de
alimentos funcionales o bien microorganismos vivos
probidticos o bien mediante el consumo de oligosacéridos
prebidticos.

Los prebidticos son ingredientes que son
selectivamente fermentados por la microflora intestinal
provocando cambios especificos tanto en su composicion
como en su actividad aportando efectos beneficiosos sobre
la salud humana (10). Su consumo produce un aumento en
la proporcion de bacterias beneficiosas como Lactobacillus
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y Bifidobacterium frente a otras especies mostrando una
mejora en la salud del individuo (11). Conviene
diferenciarlos de los probidticos que se definen como
organismos exo6genos Vivos que resisten a la digestion
normal alcanzando el colon e influyendo asi de manera
positiva en la composicion de la microflora intestinal (1).
Los simbidticos resultan de la combinacién de probidticos
y prebidticos en un mismo producto para mejorar la
supervivencia e implantacién de los microrganismos en el
tracto gastrointestinal. Los principales efectos benificiosos
de los prebioticos se deben a la presencia de una flora
predominantemente bifidogénica. Estos efectos se pueden
dividir en tres: la accién inmunoprotectora la accion
metabdlica por la produccién de AGCC y la accién
nutricional ya que las bifidobacterias favorecen la sintesis
de algunas vitaminas como B6 B12 etc. y ayudan a la
absorcion de Ca Mg Fe y Zn. Ademas los prebidticos son
bajos en calorias y anticariogénicos.

Los prebidticos tienen una serie de ventajas frente a los
probidticos: estimulan a toda la microbiota no sélo a una
cepa; son mas estables y se pueden afiadir como aditivos a
una gama mas amplia de productos; y es mas facil que
lleguen intactos al colon que las bacterias que tienen que
sobrevivir al tracto digestivo.

En la Tabla 1 se detallan los carbohidratos aceptados
como prebidticos hasta el momento. Los fructanos tipo
inulina se encuentran en numerosas especies vegetales la
oligofructosa se obtiene de la hidrélisis parcial de la
inulina los FOS y GOS a partir de la sintesis enzimatica de
sacarosa y lactosa respectivamente y la lactulosa se obtiene
industrialmente por isomerizacion de la lactosa.

Los FOS son oligosacaridos de D-fructosa (F) con una
D-glucosa (G) terminal en los que los grupos fructosilo se
unen mediante enlaces glicosidicos p(2—1) formando la
serie 'F-FOS. Cuando la unién se realiza mediante enlaces
B(2—6) se denomina serie °F-FOS si se trata de una
fructosa y °G-FOS cuando la unién tiene lugar con la
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glucosa (12) representdndose algunas de estas estructuras
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en la Figura 2.

Tabla 1. Clasificacion de carbohidratos aceptados como prebidticos (10).

Prebiético Grado de Nombre Produccio Enzima
polimerizacion comercial n (Tm/afio) utilizada
Inulina . i6
(Fru),Gle n = 2-60 Raftiline > 20 000 Ei’;g;‘;c'on
.
FOS Actilight Fructosiltransfera
Oligofructosa n=2-9 Raftil 12 000 sa
(Fru),-Glc atriosa Inulinasa
GOS i .
(Gal),-Glc n=2-5 Ol5lgomate 15 000 B-galactosidasas
.
Lactulosa Catalizador
Gal-Gle - MLS-50 20 000 basico

La obtencién de FOS se lleva a cabo mediante la
sintesis enzimética a partir de sacarosa. Las enzimas mas
empleadas para la obtencién industrial de FOS son las
fructosiltransferasas méas concretamente las sacarosa
fructosiltransferasas (EC  2.4.199) vy las B-
fructofuranosidasas (EC 3.2.1.26). La reaccion de
transfructosilacién mediada por estas enzimas tiene lugar
en dos pasos (13) forméndose un intermedio fructosil-
enzima por unién covalente de una molécula de fructosa al
centro activo de la enzima y liberdndose una molécula de
glucosa. En el segundo paso se produce un ataque
nucleofilico por un carbohidrato que actia como molécula
aceptora del fructosilo dando lugar a la sintesis del FOS
correspondiente. En caso de que el nucleéfilo sea una
molécula de agua se forma la fructosa. La preferencia por
una molécula de agua o de carbohidrato como molécula
aceptora viene determinada por la tasa transferencia/
hidrolisis de la enzima. Asi se buscan enzimas con elevada
tasa de transferencia/ hidrolisis.

La mayoria de los FOS que se encuentran en el
mercado son de tipo inulina tal como se observa en la
Tabla 2 recomendandose un consumo diario de 10 g/ dia
(14).

Las levansacarasas (EC. 2.4.1.10) son enzimas que
pertenecen a la familia de las hexosiltransferasas y que se
encuentran en microorganismos como Bacillus subtilis
Zymomonas mobilis Microbacterium laevaniformans o
Bacillus licheniformis (15-17). También son conocidas
como B-26-fructosiltransferasas porque catalizan la
formacion de levano un homopolimero de fructosa con
enlaces B(2—6) con alguna ramificacion p(2—1) (Figura
3) (18). El levano tiene aplicaciones en la industria
alimentaria farmacéutica y cosmética ademas de ser un
buen agente antitumoral debido a sus propiedades fisicas
(19). Aparte de la formacion del levano las levansacarasas
(LEV) producen FOS como se muestra en la Figura 3.
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Los FOS producidos por LEV son el producto de la
transfructosilacién de un grupo fructosilo a una molécula
de sacarosa 0 a otro FOS respondiendo a la formula GF,
con n de 1 a 10. El tipo de enlace glicosilico que se forma
entre las fructosas es principalmente del tipo pB(2—6)
produciendo entonces 6-kestosa y otros FOS de la misma
familia (Figura 3). Sin embargo también se ha descrito la
formacion de otros FOS como la 1-kestosa y el resto de
FOS de tipo inulina neokestosa blastosa etc. (Figura 3) por
parte de algunas levansacarasas incluyendo la de Z.
mobilis (20). Algunas levansacarasas también presentan
actividad hidrolitica sobe el levano produciendo moléculas
de fructosa levanbiosa sacarosa oligémeros del levano o
levano de bajo peso molecular (21).

La inmovilizacién de las enzimas productoras de FOS
es deseable debido a la creciente demanda de este tipo de
productos por la industria y los consumidores. La
inmovilizacidn de enzimas presenta una serie de ventajas
frente a la utilizacion de enzimas solubles: aumenta la
estabilidad de la enzima favorece la recuperacion del
producto y disminuye el coste total del proceso ya que el
biocatalizador se puede reutilizar. Hay diferentes maneras
de inmovilizar enzimas: por atrapamiento por adsorcion en
superficies por enlaces covalentes a un soporte o por
enlaces covalentes entre ellas mismas para formar
agregados.

La inmovilizacién por enlaces covalentes es mas
estable y reproducible que la inmovilizacion por adsorcion
0 atrapamiento. Sin embargo presenta la desventaja de que
puede afectar a la estructura de la enzima al interaccionar
con el soporte. Adem&s muchas veces los tipos de enlaces
que se forman requieren condiciones de reaccién que no
son favorables para la enzima. Por ejemplo para la
formacion de enlaces de tipo base de Schifft entre un
aldehido de un soporte y un grupo amino de una enzima se
requiere que el pH de la reaccion sea de 10. A ese pH
muchas enzimas pierden irreversiblemente su actividad.
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Figura 2. Estructura de los fructooligosacaridos. A Serie de 'F-FOS con enlaces f(1—2) entre fructosas. B. Serie de *F-FOS con enlaces

B(2—6) entre fructosas. C. Serie de °G-FOS con enlaces B(2—#6) entre fructosa y glucosa.
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Tabla 2. Prebidticos con estructura tipo inulina comercializados actualmente.
. Nombre Método de
Prebiético . Empresa -
comercial obtencion
Raftiline® Beneo Orafti 5 _
(Bélgica) Extraccion a partir
Inulina Frutafit® Sensus (Holanda) de achicoria
Fibruline® Cosucra (Bélgica)
Raftilose® Beneo Orafti Hidrolisi 1
Oligofructosa Fructalose® Sensus : r?anllisngarma ¢
Fibrulose ® Cosucra
- Beghin Meiii (Japén Sintesis enzimética a
FOS Actilight® g It (Yapon) partir de sacarosa

Tereos (Francia)
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Figura 3. Reacciones catalizadas por las levansacarasas.

Ya que las principales industrias consumidoras de FOS
son la alimentaria y la farmacéutica las técnicas por las que
se producen los FOS tienen que ser adecuadas para el
consumo humano evitando el uso de disolventes orgénicos
o de sustancias toxicas. La inmovilizacion por
atrapamiento en geles de alginato célcico ha sido
reconocida como apta para el consumo humano (GRAS
Generaly Recognized as Safe) y se usa ampliamente en la
conocida como gastronomia molecular. Sin embargo una
de las desventajas de esta técnica es que si la enzima no es
lo suficientemente grande puede lixiviar de las esferas de
alginato. La levansacarasa de Z. mobilis tiene una
propiedad descrita por Goldman et al. (22) por la cual a
valores de pH por debajo de 5.0 forma microfibras que
aumentan su peso molecular pudiendo evitar asi su
lixiviacién. Otra estrategia para aumentar el tamafio de las
proteinas es entrecruzarlas con glutaraldehido o maés
recientemente con transglutaminasas (TG). Las TGs son
enzimas (EC 2.3.2.13) que catalizan la formacion de
enlaces covalentes entre grupos amino libres y el grupo y-
carboxiamida de las proteinas o de una glutamina de una
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proteina. Los productos entrecruzados normalmente con
alto peso molecular son muy resistentes al esfuerzo
mecanico y a la degradacién proteolitica (23). Las TGs ya
se han usado para inmovilizar enzimas pero
principalmente para unir covalentemente las enzimas a una
matriz (24). Las TGs también son GRAS y se utilizan en la
industria alimentaria para el procesamiento de carne
pescado y lacteos.

Los objetivos de este trabajo fueron caracterizar la
enzima levansacarasa de Zymomonas mobilis estudiar la
sintesis enzimatica de fructooligosacaridos catalizada por
dicha enzima y optimizar la reaccion para su uso en la
industria mediante estrategias de inmovilizacién.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Enzimas y reactivos

La enzima levansacarasa de Zymomonas mobilis se
adquiri6 como un preparado comercial de extracto
extracelular en polvo de Amano (Japén). Los azlcares
sacarosa glucosa fructosa 1-kestosa y nistosa eran de
Sigma. La 6-kestosa la neokestosa y la blastosa fueron
aisladas e identificadas previamente en el laboratorio. La
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transglutaminasa se compr6 a la empresa japonesa
Ajinomoto con el nombre comercial de Activa WM. El
alginato sédico (Protanal LF 120 LS) se adquiri6 de FMC
BioPolymer (USA). Todos los reactivos eran de la méxima
pureza disponible en el mercado.

2.2. Caracterizacion de laenzima

La actividad catalitica de la preparacién enzimética se
determiné con el método del &cido 35-dinitrosalicilico
(DNS) para azlcares reductores descrito por Miller (25)
con sacarosa 100 g/l como sustrato. La actividad (U/mg) se
definié como los pmol de azlcares reductores producidos
en 1 minuto por miligramo de biocatalizador sélido
comercial. La concentracion de proteina total se determind
mediante el método de Bradford (26) con el reactivo de
Bio-Rad. El peso molecular de la proteina se estimé
analizando la preparacion enzimética en un gel de
poliacrilamida 10% con SDS tefiido con Protoblue™ Safe
(National Diagnosis) y comparando el tamafio de la banda
principal con marcadores de peso molecular de proteinas
(Novagen). La transferencia a una membrana de PVDF
(Bio-Rad) se realizé con el Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System (Bio-Rad). La membrana se tifi6 con Coomassie y
las bandas de interés se cortaron y se enviaron a un
laboratorio externo para los anlisis de secuenciacion del
dominio N-terminal.

Se calcularon las condiciones Optimas de pH y
temperatura en términos de actividad y estabilidad. Para la
estabilidad frente al pH se prepararon las siguientes
soluciones tampon: acetato sédico 50 mM a pH 3.0 3.6
4.0 4.4y 5.0; y fosfato sddico 50 mM a pH 5.0 6.0 7.0 y
8.0. La enzima se incubd durante 24 h a 35°C en cada uno
de los tampones y se midi6 la actividad residual con el
método del DNS. Para el pH 6ptimo la actividad en
sacarosa 100 g/l (1 ml) se midi6 a 35°C durante 20 min en
los tampones descritos previamente. Posteriormente se
midié la actividad por el método del DNS. Para medir la
estabilidad frente a la temperatura la enzima se incub6
durante 1 h a diferentes temperaturas entre 4-75°C y a pH
5.0 y la actividad residual se midié por el método del
DNS. Para determinar la temperatura optima se incubaron
reacciones de 1 ml con sacarosa 100 g/l a diferentes
temperaturas (25-75°C) y pH 5.0. La actividad de cada una
de las reacciones se midié por el método del DNS.

2.3. ldentificacion y cuantificacién de los productos de
reaccion

La identificacion de los productos de la reaccién de la
levansacarasa con sacarosa como sustrato se llevo a cabo
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mediante cromatografia de intercambio aniénico con un
detector amperométrico de pulsos (HPAEC-PAD). Los
oligosacéaridos se analizaron empleando la columna
CarboPack PA1y los oligosacaridos y polisacéridos con la
CarboPack PA200. Cinco unidades de levansacarasa
(soluble o inmovilizada) por ml de reaccion se afiadieron a
una solucién de sacarosa 600 g/l en tampdn acetato sédico
50 mM pH 5.6 y se incub6 a 40°C con agitacion suave. Se
tomaron muestras a diferentes tiempos que fueron
inactivadas con Na,CO; 0.4 M filtradas en tubos de
centrifuga con filtros de celulosa (0.45 pm National
Scientific) y diluidas con agua antes de ser inyectadas en el
equipo cromatogréfico. Las fases moviles utilizadas para
cada columna se muestran en la Tabla 3. Sélo fue posible
la cuantificacion de aquellos productos de los que se
disponia del estdndar correspondiente para realizar una
curva de calibrado. La concentracién de los productos
desconocidos se estimé como la diferencia entre la
cantidad inicial de sacarosa y la suma de los productos
conocidos. La actividad hidrolitica se determiné a partir de
la cantidad de fructosa libre. La actividad de
transfructosilacion se calculd con la diferencia entre las
cantidades de glucosa y fructosa libres. La tasa de
transfructosilacion/ hidrélisis se defini6 como el cociente
entre ambas actividades.

Algunos de los productos de reaccion desconocidos se
purificaron mediante HPLC semipreparativa con una
bomba Delta 600 (Waters) y un detector de indice de
refraccion (Varian). La columna semipreparativa era una
Kromasil NH; 5 pm (250 x 10 mm) y la fase movil era
acetonitrilo:agua 68:32 (v/v). Los productos aislados se
enviaron a un laboratorio externo para los analisis de
espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear
(RMN).

2.4. Entrecruzamiento de la enzima con transglutaminasa
(TG)

Para el entrecruzamiento de LEV se afiadieron
diferentes cantidades de transglutaminasa (100 U/g) a una
solucién de LEV y se incubaron durante 1 h a 35°C con
agitacion suave. Los productos del entrecruzamiento se
visualizaron electroforéticamente en condiciones nativas y
desnaturalizantes. La presencia de actividad se determind
con el reactivo cloruro de 235-tripheniltetrazolio (TTC)
tras una incubacion en sacarosa siguiendo el protocolo
descrito por Mukasa et al. (27). Las reacciones se dejaron
toda la noche a 4°C para observar la precipitacion de
conglomerados de alto peso molecular.
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Tabla 3. Composicion de la fase movil para HPAEC-PAD. A NaOH 200 mM; B agua; C acetato sédico (AcONa) 200 mM; D AcONa

320 mM en NaOH 100 mM.

CarboPack PA1 CarboPack PA200
& A e ~ Concentracion L A 5 o Concentracién
(min) (%) (%) (%) (min) (%) (%) (%)
0 10 90 0 20 mM NaOH 0 50 50 0 100 mM NaOH
100 mM NaOH +
13 10 90 0 20 mM NaOH 15 25 25 50 160 mM AcONa
100 mM NaOH + 100 mM NaOH +
20 50 30 20 40 mM AcONa 50 0 0 100 320 mM AcONa
100 mM NaOH + 100 mM NaOH +
30 50 30 20 40 mM AcONa 8 0 0 100 320 mM AcONa
100 mM NaOH +
35 50 0 50 100 mM AcONa 86 50 50 0 100 mM NaOH
100 mM NaOH +
37 50 0 50 100 MM AcONa 95 50 50 0 100 mM NaOH
40 10 90 0 20 mM NaOH
50 10 90 0 20 mM NaOH

2.5. Inmovilizacién

La enzima se inmoviliz6 por atrapamiento en alginato
célcico goteando una disolucion 1:1 de enzima:alginato
sodico 4% (p/v) sobre una disoluciéon de CaCl, 200 mM.
Este protocolo se sigui6 para la inmovilizacion de LEV a
pH 4.0 a pH 5.6 y de LEV tras el entrecruzamiento con
TG. El rendimiento de la inmovilizacion se calcul6
midiendo la actividad y la cantidad de proteina presente en
las distintas soluciones de inmovilizacién y comparandolo
con los datos de la soluciéon enzimdtica inicial. Se
utilizaron diferentes concentraciones iniciales de LEV y se
determind que la concentracion mas eficiente era 100
mg/ml de preparacion enzimética ya que algo de la
actividad se perdia con la incubacién con TG.

Las esferas de alginato se deshidrataron mediante
aireacion forzada para formar “DALGEEs” (Dry
ALGinate Entrapped Enzymes) (28) y se estudié su
actividad y su estabilidad. El ensayo de lixiviacién
consistié en ciclos secuenciales de reacciones en batch y
de lavados con sacarosa: los DALGEEs se incubaron con
500 pl de sacarosa 600 g/l en las condiciones 6ptimas de
reaccion durante 20 min a 40°C y 600 rpm durante cada
ciclo de reaccion. El medio de reaccidon se extrajo para
analizar su actividad residual mediante el método del DNS
y los biocatalizadores se lavaron dos veces con sacarosa
fria antes de comenzar otro ciclo.

2.6. Visualizacion de los biocatalizadores con microscopia
electronica de barrido (SEM)

La visualizacion fue posible con la ayuda del
Laboratorio de Técnicas No Destructivas del Museo
Nacional de Ciencias Naturales de Madrid (CSIC). Las
esferas de alginato se observaron con el FEI INSPECT un
SEM que puede trabajar a bajo vacio (0.08 a 0.60 torr) y
que dispone de un detector de electrones secundarios y
otro de backscaterring. Tanto las esferas de alginato como
los DALGEEs se analizaron con el FEI QUANTA 200 un
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SEM que puede operar a tres modos de vacio: alto vacio
bajo vacio (0.08 a 1torr) y a condiciones ambientales o
ESEM (1 a 20torr) con un detector de electrones
secundarios y otro de backscattering. Las esferas de
alginato se analizaron en condiciones ambientales y los
DALGEEs a bajo vacio porque la resolucién era mejor.
Este microscopio estaba acoplado a un detector de masas
que funcionaba al trabajar a bajo vacio y que podia
analizar facilmente cualquier porcion de la muestra.

3. RESULTADOS

3.1. Actividad catalitica y condiciones Optimas de la
enzima soluble

Se estudi6 el efecto de la temperatura en la actividad y
estabilidad de la enzima soluble (Figura 4). Aunque
observando las gréaficas se puede comprobar que la
temperatura 6ptima de LEV era 54°C la enzima no era
estable a temperaturas superiores a 44°C (Figura 4A). En
cuanto al pH el valor éptimo y el de m&xima estabilidad
era el mismo pH 5.6 (Figura 4B). Por lo tanto las
condiciones seleccionadas para operar con la enzima
soluble se fijaron en 40°C y pH 5.6. Bajo estas condiciones
la actividad catalitica de enzima era 6.68 U por mg de
preparado comercial. La preparacion enzimética tenia un
contenido en proteina del 6.25% (p/p).

El peso molecular de la levansacarasa suponiendo que
ésta es la banda mayoritaria era aproximadamente de 45
kDa segin SDS-PAGE (Figura 5A flecha roja). Aparte de
la banda mayoritaria se podian observar otras proteinas
contaminantes en la preparacion enzimética. Para dilucidar
cudl de las bandas tenia actividad se hizo un zimograma y
se encontraron tres bandas capaces de producir azlcares
reductores (Figura 5B carril 1). Un gel en condiciones
nativas se transfiri6 a una membrana de PVDF se
recortaron las bandas de interés y se enviaron a un
laboratorio externo (Microbial Interactions and Processes
Research Group HZI Alemania) para la secuenciacion de
su dominio N-terminal. Los resultados mostraron que las
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tres bandas correspondian a secuencias de levansacarasa
por lo que se deduce que pueden ser isoformas de la
misma. Con esto se concluye que toda la actividad que

presenta la preparacion enzimética de Amano® se puede
atribuir a la enzima levansacarasa de Z. mobilis.
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Figura 4. Temperatura y pH 6ptimos. A. Estabilidad (circulos negros) expresada como actividad residual tras 24 h de incubacién y
temperatura Optima (circulos blancos) en U/mg de preparado comercial. B. Estabilidad (circulos negros) expresada como actividad
residual tras 1 h de reaccién y pH 6ptimo (circulos blancos) en U/mg de preparado comercial.
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Figura 5. SDS-PAGE vy actividad en gel (zimograma). A. SDS-PAGE. Carril 1: marcadores de peso molecular. Carril 2: LEV. Carril 3:
TG. Carril 4: LEV + 10 U/ml TG. Carril 5: LEV + 20 U/ml TG. Carril 6: LEV + 40 U/ml TG. B. Zimograma. Carril 1: LEV. Carril 2:
LEV + 10 U/ml TG. Carril 3: LEV + 20 U/ml TG. Carril 4: LEV + 40 U/ml TG.

3.2.  Produccion de la
levansacarasa soluble

Se analiz6 una reaccion con sacarosa 600 g/l y 5 U/ml
de LEV soluble en tamp6n acetato 50 mM pH 5.6. Con la
ayuda de estandares se identificaron los oligosacaridos 1-
kestosa 6-kestosa blastosa neokestosa y nistosa mediante
HPAEC-PAD con la columna CarboPack PA1 (Figura

6A). Se formaban también otros productos para los que no

fructooligosacéridos  por
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disponiamos de estandares. El pico 13 se purificd por
HPLC semipreparativa y se envié a un servicio externo
para la identificacion por masas y RMN. Los resultados de
espectrometria de masas mostraron que el pico 13 era un
tetrasacarido (MW 666 g/mol). Finalmente los
resultados de RMN confirmaron que se trataba de la 66-
nistosa.
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Figura 6. Cromatograma de los FOS producidos por LEV soluble. Condiciones de reaccion: 5 U/ml de LEV soluble y 600 g/l de sacarosa
en tampon acetato sédico 50 mM pH 5.6 A. HPAEC-PAD con columna CarboPack PA1 19 h de reaccion. B. HPAEC-PAD con columna
CarboPack PA200 50 h de reaccion. Linea gris: estdndar de inulina. 1: glucosa; 2: fructosa; 3: sacarosa; 5: 1-kestosa; 6: blastosa; 8: 6-

kestosa; 10: neokestosa; 12: nistosa; 13: 66-nistosa.

La produccion de FOS por la enzima soluble alcanzé
su maximo cuando el 85% de la sacarosa se habia
consumido y la tasa de transfructosilacién/hidrdlisis era
2.2. El FOS més abundante en la reaccion era 6-kestosa
seguido de 1-kestosa y neokestosa (Figura 7 tridngulos).
Ademaés el pico de blastosa era bastante importante en la
reaccion pero no disponiamos de cantidad suficiente para
cuantificarlo.

Aparte de estos FOS se puede observar en los
cromatogramas que la enzima es capaz de formar otros
oligosacéridos de mayor grado de polimerizaciéon que no
se pueden identificar. Dado que uno de los productos
descritos para la levansacarasa es el levano se intentaron
visualizar oligosacéridos cada vez més largos. Para ello se
utiliz6 HPAEC-PAD con la columna CarboPack PA200.

Como estandar para aproximar el grado de
polimerizacion se utilizd inulina (Raftiline® Orafti)
(Figura 6B cromatograma gris) donde se puede observar
toda la serie de la inulina desde GF2 hasta GF60. Las
mismas muestras recogidas para el anélisis de los FOS se
analizaron con la nueva columna (Figura 6B). Al ser una
columna mas resolutiva ademas de los FOS identificados
en el experimento anterior también se pudieron identificar
la difructosa (F2) fructosilnistosa (GF4) y la neonistosa;
ademéas de diversos productos de la serie de la inulina
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(GFn y Fn). En la Figura 6B se puede observar como van
apareciendo picos de azlcares cada vez méas largos tanto
de la serie de la inulina (*F-FOS) como otros sin identificar
que probablemente pertenezcan la serie °F-FOS. Sin
embargo el levano de peso molecular mucho més elevado
no se pudo visualizar con este tipo de cromatografia.

3.3. Entrecruzamiento de la levansacarasa con
transglutaminasa
Debido al reducido tamafio de LEV para su

inmovilizacién por atrapamiento la enzima se entrecruzé
usando la enzima transglutaminasa. Se probaron diferentes
proporciones de ambas enzimas y LEV conservaba altos
niveles de actividad (medida por DNS) incluso tras la
adicién de grandes cantidades de TG (resultados no
incluidos). Para analizar el tamafio de los agregados las
reacciones se estudiaron electroforéticamente. Aparecieron
las mismas bandas que en el carril de LEV pero ademas se
podia ver un conglomerado que no era capaz de penetrar
en el gel (Figura 5A flecha negra). Para comprobar si esa
banda era activa se estudio la actividad con un zimograma
(Figura 5B carriles 2 3 y 4 flecha negra). La banda del
agregado formado por entrecruzamiento era una vez mas
incapaz de entrar en el gel pero se pudo detectar actividad.
Sin embargo una cantidad importante de LEV quedaba sin
entrecruzar incluso tras el tratamiento con 40 U/ml de TG.
También se pudo observar la precipitacion de proteinas de

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Enzymatic synthesis of fructooligosaccharides that stimulate the gut microbiota

alto peso molecular cuando los eppendorfs con las 8A).
reacciones se dejaban por la noche en el frigorifico (Figura
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Figura 7. Comparacidon de la sintesis de FOS por LEV soluble (triangulos) LEV inmovilizada (circulos negros) y LEV inmovilizada
previamente entrecruzada con TG (circulos blancos). A. 1-kestosa. B. 6-kestosa. C. Neokestosa. D. Nistosa.

3.4. Cambio de la estructura cuaternaria de LEV con el pH

Segln Goldman y cols. (22) la levansacarasa de Z.
mobilis existe en dos formas dependiendo del pH. A
valores de pH por debajo de 5.0 forma microfibras que
aumentan su tamafio mientras que a pH por encima de 5.0
la enzima se encuentra principalmente en forma de dimero
soluble. Para observar este efecto se incub6 LEV en
tampones a diferentes pH y se dejaron toda la noche. Se
observaron precipitados a pH 4.0 y en menor medida a pH
5.0 (Figura 8B) aunque en ambos casos significativamente
menos que tras el entrecruzamiento con TG. También se
incubd LEV sola en las mismas condiciones para comparar
los resultados.

Al 5 6 7 2 3 4 5 6

Figura 8. Precipitacion de agregados de alto peso molecular. A.
Precipitacion tras el entrecruzamiento con TG. 1: LEV 20 mg/ml.
23y 4: LEV 20 mg/ml tras 1 h de reaccién con 1 5y 10 U/ml de
TG respectivamente. 5 6 y 7: LEV 20 mg/ml tras 2 h de reaccién
con 10 20 y 40 U/ml de TG respectivamente. B. Precipitacion de
microfibras de LEV formadas a bajo pH. 1 2 y 3: LEV 20 mg/ml
en tampodn acetato pH 4.0 5.0 y 6.0 respectivamente. 4 5 y 6:
LEV 20 mg/ml en tampén fosfato pH 6.0 7.0 y 8.0
respectivamente.
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3.5. Inmovilizacién

La enzima LEV se inmoviliz6 siguiendo las dos
estrategias  descritas para aumentar su tamafio:
entrecruzamiento con TG y ajustando el pH por debajo de
5.0. La enzima también se inmoviliz6 en su forma soluble
a pH 5.6 para comparar los resultados. Primero se
inmovilizaron por atrapamiento para formar esferas de
alginato (Figura 11E izq.). Aunque el rendimiento de la
inmovilizacion fue superior al 90% (Tabla 4) estas esferas
demostraron no mostraron una gran estabilidad
operacional en batch; las tres estrategias perdian la enzima
durante los primeros 4 ciclos de reaccion (Figura
9A). Para intentar evitar el problema de la lixiviacion las
esferas de alginato se secaron para formar DALGEEs
(Dry ALGinate Entrapped Enzymes) (Figura 11E dcha.).
Esta estrategia resultd ser mas eficaz. El tamafio de los
DALGEEs es aproximadamente un tercio de las bolas de
alginato (Figura 11). Los mejores resultados de actividad
frente a lixiviacion se obtuvieron con la estrategia de la
TG. Tras 15 ciclos de reaccion el biocatalizador
conservaba el 85% de su actividad inicial (Figura 9B) es
decir aproximadamente 18 U por gramo de biocatalizador.
El aumento de actividad tras el primer ciclo de reaccion se
puede explicar por la hidratacién de los DALGEEs al
entrar en contacto con el medio liquido de la reaccion y
por lo tanto la ligera relajacién de la red de alginato que
facilita el intercambio entre sustratos y productos. Los
DALGEEs a pH 4.0 tenfan mas actividad al principio pero
al estudiar la lixiviacion con sacarosa 600 g/l a pH 4.0 la
sacarosa daba sefial en el ensayo de DNS probablemente
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imposible el analisis de los datos (resultados no incluidos).

Tabla 4. Rendimiento de la inmovilizacidn de LEV en alginato calcico. La actividad se midi6 en dos puntos durante la inmovilizacion:

tras la incubacion con TG y tras la inmovilizacion.

Rendimiento de incubacion *

Rendimiento de inmovilizacion Rendimiento total

LEV 58%
LEV+TG 59 %

94% 55%
92% 54%

* Tras 2 h de incubacion con TG a 35°C pH 5.6 600 rpm

— e LEVALGpHSS
—0— LEV+ TG ALG pH 56

LEV ALG pH 4.0
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Figura 9. Estabilidad operacional de los biocatalizadores de alginato. A. Actividad residual de las bolas de alginato de LEV inmovilizada
apH 4.0 a pH 5.6 y LEV inmovilizada previamente entrecruzada con TG a pH 5.6 tras varios ciclos de reaccion con sacarosa 600 g/l. B.
Actividad residual de los DALGEEs de LEV apH 5.6 y LEV + TG tras varios ciclos de reaccion con sacarosa 600 g/l.

3.5. Produccién de fructooligosacéridos por la
levansacarasa inmovilizada

Una vez que la enzima estuvo inmovilizada se
estudiaron reacciones en las mismas condiciones que con
la enzima soluble y las muestras se analizaron por
HPAEC-PAD. Baésicamente se formaron los mismos
productos que con la enzima soluble solo que en distinta
proporcion (Figura 7 circulos negros y blancos). Ademas
las reacciones con biocatalizadores inmovilizados parecian
ir mas répidas a pesar de haber puesto las mismas
unidades. Esto pudo ser causado por el efecto observado
en el ensayo de lixiviacion por el cual la actividad
aumentaba tras el primer ciclo de reaccién.

Aunque inicialmente ambas reacciones (con la enzima
soluble e inmovilizada) se estudiaron con el mismo
nimero de unidades de LEV por ml este efecto puede
haber causado que la actividad de los DALGEEs fuera en
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realidad mayor que la que se calcula con un solo ensayo de
DNS. Sin embargo lo que parece bastante claro es que la
enzima es capaz de consumir casi toda la sacarosa presente
en la reaccion y permanece activa incluso después de 129
h de reaccién (datos no mostrados). No hubo diferencias
significativas entre los productos formados por LEV
inmovilizada sola y LEV previamente entrecruzada con
TG aunque se pudo observar un ligero aumento en la
produccion de FOS en la estrategia con TG que tenian una
tasa de transfructosilacion/ hidrolisis de 1.8.

La produccién de FOS con LEV inmovilizada alcanz6
su maximo cuando casi toda la sacarosa se habia
consumido (Figura 10B) y la tasa de transfructosilacién
hidrélisis era de 1.6. Una vez que la conversién de
sacarosa fue total la concentracion de 1-kestosa y
neokestosa empezd a caer (Figuras 7A y 7C) mientras que
la concentracion de 6-kestosa parecia aumentar (Figura
7B). Esto indica que probablemente LEV estd actuando
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sobre la 1-kestosa produciendo oligosacaridos mas largos.
Estos oligosacéridos se pueden observar en los tiempos
largos de retencion de los cromatogramas (Figura 6) pero

como su identidad es desconocida no se puede saber su
concentracion exacta.

800

700 ¢

600
~ 500 { o
& 400 ..

“ 300 .

200 *
100 s ¢ ¥
om9 8@

10 15

o
—
o
9%}
N
3

t (h)

& Sacarosa
Fructosa
Glucosa

EFOS

a
35 40 45
2] |
* *
6 7 8

Figura 10. Variacion de la concentracion de sacarosa glucosa fructosa y suma de FOS conocidos frente al tiempo de reaccion. Reaccion
con LEV soluble (primer gréfico). Reaccidn con LEV inmovilizada (segundo gréfico).

3.6. Visualizacion de los biocatalizadores mediante
microscopia electronica de barrido (SEM)

Las esferas de alginato son muy dificiles de observar
con microscopia electrénica debido a su alto contenido en
agua (90%). Las condiciones de alto vacio dentro de los
microscopios hacen que las esferas se deshidraten y se
pierda la estructura original de la red de alginato célcico.
Sin embargo con las condiciones de bajo vacio del SEM
FEI INSPECT las bolas de alginato se pudieron visualizar
cuando habian perdido solo un tercio de su volumen
(Figura 11A) y se puede apreciar lo que parece que son los
poros por los que se podria estar produciendo la difusion
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de sustratos y productos. Cuando se intentd observar las
bolas de alginato en condiciones ambientales la resolucién
no era muy buena (no se muestra la imagen).

Los DALGEEs se observaron con en un microscopio
SEM FEI QUANTA 200 en condiciones de bajo vacio
(Figura 11 B-D). A pesar de acercarse bastante a la
superficie no se pudo detectar ninglin poro. Sin embargo se
pueden ver unas franjas paralelas que pueden ser producto
de la deshidratacion pero también nos podria estar dando
una idea de la estructura interna de la red de alginato.
Algunos DALGEEs presentaban cristales de NaCl y de
CaCl; en la superficie procedentes de los tampones y
disoluciones utilizados durante la inmovilizacion.
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Figura 11. Visualizacion de las esferas de alginato y los DALGEEs. A. Esfera de alginato visualizada con SEM FEI INSPECT en
condiciones de bajo vacio. Escala: 1 mm. B 'y C. DALGEEs de LEV visualizados con SEM FEI QUANTA 200 en condiciones de bajo
vacio (30.0 Pa). Escala B: 1.0 mm. Escala C: 50.0 um. D. Superficie de DALGEE de LEV entrecruzado con TG visualizado con SEM
FEI QUANTA 200 en condiciones de bajo vacio (30.0 Pa). Escala: 10.0 um. E. Fotografia de esferas de alginato (izq.) y DALGEEs

(dcha.).

4. DISCUSION

Los datos obtenidos en la caracterizacion de la
levansacarasa de Z. mobilis parecen concordar con
estudios previos sobre esta enzima (16, 20, 29, 30).

En cuanto a las tres bandas con actividad reductora de
azlcares presentes en el gel de actividad se enviaron a un
laboratorio externo para secuenciar su extremo N-terminal
y comprobar qué clase de enzimas son probablemente las
dos més importantes correspondan a las dos levansacarasas
de Z. mobilis descritas en su genoma (nimeros de acceso
en GeneBank AAV88999.2 y AAV88998.1 (31).

En cuanto a la produccion de FOS se encontré cierta
discordancia entre los resultados publicados previamente y
nuestros resultados. Ademas nunca antes se habia hecho
un estudio cromatografico en detalle. Mientras que en la
bibliografia la 6-kestosa estd definida como el principal
producto de LEV (20) encontramos que esto era verdad
solo durante las primeras horas de reaccion usando la
enzima soluble. Por el contrario con la enzima
inmovilizada el principal producto era la 1-kestosa.

También hubo diferencias en las cantidades de FOS
producidas por la enzima soluble e inmovilizada. La
enzima soluble sintetizaba considerablemente més 6-
kestosa y neokestosa que la enzima inmovilizada. También
se producia ligeramente més 1-kestosa con la enzima
soluble pero no de manera significativa. Por otra parte la
nistosa presentaba practicamente la misma tasa de
produccion en todas las reacciones. Esto significa un
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cambio de selectividad en la produccién de trisacéridos
cuando la enzima se inmoviliza.

En cuanto a la produccién de azlcares mas largos con
el uso de la columna CarboPack PA200 se pudo visualizar
el crecimiento de los FOS hasta un grado de
polimerizacion de aproximadamente GF20. Muestras de
tiempos mé&s largos no mostraban tantos picos de alto
grado de polimerizacidn. Esto puede ser debido a que todo
se ha transformado ya en levano de més peso molecular
que no es posible visualizar por cromatografia.

Cuando la enzima se inmovilizé por atrapamiento en
alginato célcico se observaba lixiviacion incluso cuando
LEV habia sido entrecruzada con TG. Sin embargo con la
estrategia de los DALGEES previo entrecruzamiento con
TG se conservaba un 85% de la actividad tras 15 ciclos de
reaccion. Siempre se obtenia el mismo perfil de actividad
en el que el segundo ciclo de reaccion daba més actividad
que el primero. Una posible explicacion a este fendmeno
es que cuando las esferas se secan y se quedan compactas
algunas moléculas de enzimas no son accesibles para el
sustrato. Cuando los DALGEEs se incuban en una
disolucién de sacarosa en el primer ciclo se rehidratan
ligeramente haciendo la red de inmovilizacion mas flexible
y facilitado la difusion de sustratos y productos. Es
interesante comprobar que los DALGEES no vuelven a su
forma original de esferas de alginato totalmente hidratadas
debido a la baja actividad del agua (a) de la disolucién de
sacarosa empleada.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos la enzima
levansacarasa es muy adecuada para la produccion a escala
industrial de FOS. A diferencia de otras enzimas
relacionadas (p.ej. B-fructofuranosidasas) la levansacarasa
produce una mezcla compleja de productos que podrian
tener efectos sinérgicos en cuanto a sus propiedades
prebidticas. La amplia gama de FOS producidos por esta
enzima abre posibilidades méas alld de los FOS de la
familia de la inulina en los que estan centrados la mayor
parte de los productos actualmente comercializados.

De las estrategias de inmovilizacién ensayadas la mejor
fue el entrecruzamiento con TG siguiendo la mertodologia
de los DALGEEs aunque una cantidad importante de LEV
quedara sin entrecruzar. Esta estrategia no solo no afect6 a
la actividad de LEV sino que parecia aumentar ligeramente
la producciéon de FOS en comparacion con la enzima
inmovilizada sin entrecruzar. EI cambio en la selectividad
puede ser interesante si se requiere la produccién de un
tipo de FOS en particular como por ejemplo la 1-kestosa o
la nistosa.

El método de inmovilizacion propuesto que combina
atrapamiento en alginato célcico con entrecruzamiento con
tranglutaminasa es muy interesante para la produccion de
FOS y su aplicacion a la industria alimentaria debido a que
todos los materiales son aptos para el consumo humano.
La optimizacién de esta técnica supondria una fécil
produccion de FOS prebidticos a partir de un sustrato
barato y facilmente accesible como es la sacarosa.

También seria interesante optimizar la produccion del
polisacérido sintetizado por la levansacarasa (levano)
debido a su capacidad antitumoral (19) anticolesterolémica
antioxidante (32) y antidiabética entre otras. Dichos
procesos permitirian reducir el elevado precio que tiene el
levano a dia de hoy.
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Sesion Inaugural del Curso Académico 2015
Orden del Dia

1. Salutacion del Presidente de la Real Academia Nacional de Farmacia, Excmo. Sr. D.
Mariano Esteban Rodriguez.

2. Memoria de Secretaria, comprensiva de la labor Académica en el afio 2013 por el
Excmo. Sefior Don Bartolomé Ribas Ozonas.

3. Lectura del discurso reglamentario por el Excmo. Sefior Don Francisco Javier Puerto
Sarmiento, Académico de NUmero, titulado «Ciencia de doble uso: los farmacéuticos y los
gases toxicos durante la Guerra Civil Espafiola (1936-1939)».

4. Entrega de la Medalla Carracido en su categoria de Oro al Excmo. Sr. D. Juan Uriach
Marsal.

5. Entrega de Premios del Concurso Cientifico 2014.
6. Clausura del Acto.
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CRONICA DE LA SESION INAUGURAL DEL CURSO ACADEMICO 2015

Mesa de la Presidencia de izda. A dcha.): D. Juan Ramon Lacadena Calero, D. Alberto Galindo
Tixaire, D. Mariano Esteban Rodriguez, D. JesUs Alvarez Fernadndez-Represa y D. Bartolomé Ribas Ozonas.

El 22 de enero de 2015, la Real Academia Nacional de Farmacia celebré la inauguracién de su Curso
Académico en un acto que revistio de gran solemnidad. Presidido por el Presidente de la Corporacién Excmo.
Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez, quien estuvo acompafiado en la presidencia por el Excmo. Sr. D. Alberto
Galindo Tixaire, Presidente de la Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales; el Excmo. Sr. D.
Jests Alvarez Fernandez-Represa, Presidente de la Real Academia de Doctores de Espafia; del Vicepresidente
de la Real Academia Nacional de Farmacia, el Excmo. Sr. D. Juan Ramén Lacadena Calero y del Secretario
de la misma el Excmo. Sr. D. Bartolomé Ribas Ozonas.

De acuerdo con el Orden del Dia, el Presidente de la RANF pronuncié unas palabras de salutacién
primero, y comentd los éxitos obtenidos por la Academia en 2014. El Académico Secretario ley6 la Memoria
de Actividades Académicas correspondientes al afio 2014, acompafiada con una dindmica presentacién, en la
que destaco el alto nivel cientifico alcanzado en las sesiones cientificas de la Academia, durante el curso
2014; asi como de las publicaciones, premios y distinciones concedidas a los Excmos. Sres. Académicos.
Destaco el convenio firmado con la Academia de Ciencias Odontoldgicas (Fundacion Dental Espafiola), y con
el Grupo Cofares, ademés de la toma de posesién como Académico de Nimero del Profesor JesUs Pintor Just,
ademés de la toma de posesion como Académico de Honor del Dr. José Baselga, ademés de otras dos de
Académicos Correspondientes y tres de Académicos extranjeros. A continuacion, el Excmo. Sefior Don
Francisco Javier Puerto Sarmiento leyd el preceptivo discurso inaugural del Curso 2015 sobre «Ciencia de
doble uso: los farmacéuticos y los gases toxicos durante la Guerra Civil Espafiola (1936-1939)».
Posteriormente, se entregd la Medalla Carracido, en su categoria de Oro al Excmo. Sr. D. Juan Uriach Marsal.
Seguidamente se entregaron los Premios de Investigacion, respectivamente, Premio de la Real Academia
Nacional de Farmacia que quedd desierto por no alcanzar los trabajos presentados el nivel exigido para el
mismo. Premio del Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, Premio del Colegio Oficial de
Farmacéuticos de Madrid, Premio Alcaliber-lberoamerica, Premio Cinfa, Premio Juan Abelld, y Premio
Antonio Doadrio Lépez, para tesis doctorales, a dos jovenes investigadores, todos ellos propuestos por las
Comisiones y que la Junta de Gobierno y seguidamente la Junta General Ordinaria decidieron como
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merecedores. El Acto contd con una masiva asistencia y la presencia, entre otras personalidades de Don
Miquel Ylla-Catala, expresidente de la Real Academia de Farmacia de Catalufia; Don Isaac Arias Santos, de
la Academia de Galicia; Don Carlos Gonzalez Canga-Arguelles, Presidente de la Academia de Farmacia de
Castillay Leon y de Don Santiago Andrés Magallén Vicepresidente de la Academia de Farmacia del Reino de
Aragén. Clausuro el acto el Presidente de esta Real Corporacion, declarando inaugurado el Curso Académico
2015 en nombre de S. M. el Rey.

DISCURSO DEL EXCMO. SR. PRESIDENTE, DE APERTURA DEL CURSO
ACADEMICO 2014 DE LA REAL ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA

Como en afios anteriores en esta época del mes de enero, iniciamos un nuevo curso Académico con la
mirada puesta sobre lo que nos va a deparar este afio 2015, dejando atrés los frutos cosechados en el curso
anterior, pero al mismo tiempo con la tristeza de los que nos han dejado. A los Académicos que no pueden
estar con nosotros, nuestro testimonio de gratitud. Hace dos afios que tuve el honor de Presidir esta
corporacion y puedo decir que me siento muy orgulloso de todo el equipo directivo, asi como de los
Académicos que con sus contribuciones, observaciones y sugerencias hacen que la Academia mantenga esa
excelencia a la que todos estamos comprometidos como institucion de vanguardia de la ciencia farmacéutica.
Pero el afio anterior ha sido histérico por un evento transcendental como fue la abdicacion del Rey Juan
Carlos | en la persona de su hijo el Rey Felipe VI. En un gesto extraordinario, el Rey Felipe VI nos recibio a
los Presidentes de las Reales Academias el 27 de Junio, pocos dias después de ser nombrado Rey de Espafia,
para transmitirnos su apoyo de alto Patronazgo y sobre todo exponernos lo que se espera de nosotros, con un
claro mensaje de mayor apertura de las academias hacia la sociedad. Fue un encuentro solidario hacia las
Reales Academias resaltando el papel tan relevante que estas ejercen en la cultura espafiola y de que hay que
adecuarse a los nuevos tiempos, utilizando los recursos disponibles de los medios sociales para conseguir ese
acercamiento y apertura hacia la sociedad.

También el afio 2014 ha sido el afio del Ebola, una enfermedad con una alta tasa de mortalidad, producida
por un virus de la familia Filovirus, que nos ha demostrado la fragilidad de nuestro sistema sanitario ante
agentes altamente patogénicos que nos vienen de fuera de nuestras fronteras, y que demuestra la poca
atencion que los paises ricos han dedicado a la I+D en este tipo de enfermedades. No obstante, la reaccion de
los paises mas desarrollados ha sido rapida y un esfuerzo considerable se esta destinando a generar vacunas y
agentes antivirales contra dicha enfermedad. También el afio 2014 nos ha traido buenas noticias como los
avances en I+D sobre antivirales frente al virus de la hepatitis C (HCV), una enfermedad que afecta entre 130-
170 millones de personas a nivel mundial, en USA unos 2.7 M, y que en Espafa se calcula que hay unos
900.000 personas afectadas, un 70% desconoce que la padece. Las ultimas recomendaciones del Gobierno
sobre el uso de los nuevos medicamentos en los pacientes infectados por HCV y el nombramiento de un
Comité de expertos sobre las pautas clinicas a seguir, son pasos importantes sobre el compromiso sanitario de
nuestro pais con la sociedad.

A lo largo del afio 2014 hemos llevado a cabo muchas actividades de las que el Sr Secretario, Excmo. Sr
D. Bartolomé Ribas, hara su presentacion. No obstante quisiera resaltar las tomas de posesion de Académico
de Honor, Excmo. Sr D. José Baselga del Memorial Sloan Kettering Cancer Center de New York, Académico
de Numero, Excmo. Sr D. Jests Pintor, cinco Académicos Correspondientes, la celebracion de mesas
redondas sobre temas de maxima actualidad, desde células madre, nuevos medicamentos, a la seguridad del
paciente. Mencion especial a la reunion entre congresistas con los profesionales del medicamento para debatir
el tema de los farmacos biosimilares, por la transcendencia que estos medicamentos tienen en la sanidad
publica y sus efectos econdmicos. También resaltar el curso avanzado sobre Obesidad en la RANF como
exponente de la transmision de conocimiento a alumnos de Farmacia en los temas mas actuales y relevantes
sobre dicha patologia. Conjuntamente con el sector farmacéutico y asociaciones profesionales se han llevado
a cabo en los salones de la RANF, cursos, reuniones, conferencias, presentaciones de libros, con buena
asistencia de publico. En el contexto de publicaciones, se han publicado 3 volimenes de los Anales, vy el
anuario (2014), agradeciendo al comité editor su esfuerzo para mantener la regularidad y calidad de las
publicaciones.

Como continuacion del encuentro entre las tres Reales Academias en ciencias de la vida, Farmacia,
Medicina y Ciencias, se llevé a cabo la segunda reunion de la triaca en la RANF, como acto homenaje a uno
de nuestros mas insignes Académicos y con mayor impacto en la microbiologia espafiola, la figura del
Excmo. Sr. D. Julio Rodriguez Villanueva. En una sesién memorable, en la que participaron Académicos de
las tres Reales Academias, con presentaciones singulares y excelentes, se hizo entrega a D. Julio del libro
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homenaje en su nombre que recoge las experiencias y testimonios de todos aquellos que compartieron directa
o0 indirectamente momentos de la actividad cientifica de D. Julio. También tuvimos en el Instituto de Espafia
el acto homenaje a la antigiiedad académica en la figura del Excmo. Sr. D. Federico Mayor Zaragoza en el
que se que hizo un repaso magistral a su brillante, larga y amplia actividad cientifica, académica y politica.

Como parte del esfuerzo de la RANF por ampliar las relaciones con distintos sectores de las ciencias
farmacéuticas y afines, se firmaron acuerdo marcos con el grupo Cofares, la Fundacién Dental Espafiola y
convenios puntuales con UCB-PHARMA, Zeltia-Pharmamar, Roche, Pfizer y Novartis. Quisiera también
destacar la segunda reunion de ideas “brain-storm” entre los Académicos como foro de discusién donde
emanaron sabias propuestas de cara al presente y futuro de la Academia.

Asi pues, podemos plantar cara al nuevo afio con los deberes bien hechos, a pesar de los fuertes recortes
presupuestarios en todas las academias, pero que han sido en parte suplantados gracias a la generosidad,
esfuerzo y buena disposicion de los Académicos y personal que participa en nuestras actividades. También
gracias al apoyo de la Fundacion José Casares Gil hemos podido realizar y complementar dichas actividades.

Pero, ¢qué esperamos del 2015? Sin lugar a dudas y con la maxima que me caracteriza, “siempre
adelante”, continuaremos desarrollando un nimero creciente de actividades cientificas y académicas sobre
enfermedades, medicamentos, aplicaciones, y el paciente, como temas centrales, y como ejemplo las
conferencias ya programadas sobre virus emergentes (SARS, MERS, Ebola y chikungunya). Los avances
sobre el desarrollo de nuevos farmacos con actividad dirigida hacia moléculas concretas, nuevas tecnologias,
y otros temas de interés, serdn presentados y debatidos en un ambiente coloquial, critico y constructivo. Con
la reciente creacion de la Catedra Juan Abelld, se debatiran los aspectos relacionados con los opidceos y
tratamiento del dolor por el propio Académico e invitados. Junto a la programacion de conferencias y mesas
redondas, celebraremos tertulias, presentaciones de libros, encuentros con la industria farmacéutica, cursos
organizados por Cofares y la RANF, continuar con los encuentros entre las Comisiones de Sanidad del
Congreso y Senado sobre farmacos, participacion en la reunién de las sociedades iberoamericanas de
farmacia en Barcelona. También seguiremos con la bisqueda de otros ingresos para ayudar en la organizacion
de las actividades cientificas, con subvenciones y donaciones de empresas, particulares, y alquileres de salas.
Es fundamental conseguir los apoyos econémicos que nos permitan realizar todas las actividades deseadas por
la Academia, siguiendo la recomendacion de su Majestad de fomentar mayor apertura de las academias a la
sociedad. En este contexto, hemos aprobado la figura de Farmacéutico Colaborador RANF con el objetivo
fundamental de proporcionar informacidn cientifica a los farmacéuticos comunitarios sobre las aportaciones y
avances de la ciencia en el sector farmacéutico y ciencias afines, incrementando el impacto formativo y de
actualizacién cientifica sobre el medicamento en beneficio del paciente. El fin es establecer una dindmica y
permanente conexion entre el farmacéutico comunitario y la RANF. La incorporacién de nuevos Académicos
es esencial para aportar sabia nueva, por lo que convocaremos plazas de Académico de NUmero, contando
también con tomas de posesion de varios Académicos Correspondientes y uno de Honor (el Profesor D. Juan
José Badimon del Mount Sinai Hospital de New York).

Desde el contexto de visibilidad de la Academia hacia el exterior, ademas de la pagina Web ranf.com
contamos con una Biblioteca con el material digitalizado y un Museo que son utilizados y visitados por un
amplio grupo de personas. El registro y divulgacion en directo de las conferencias impartidas en la RANF por
el canal audio de television RANF-TV que es visitado por muchas personas en Espafia y en paises
Iberoamericanos, permite un mayor grado de conocimiento de nuestro buen hacer a la vez que da formacién
continuada a los profesionales farmacéuticos. Las conferencias en video acumuladas a lo largo de los afios
serviran de base para establecer una seccién en la Biblioteca y pagina Web donde queden inventariadas todas
las conferencias en video, que puedan ser utilizadas como consulta y formacion en Facultades, centros de
investigacion, colegios y por profesionales del sector.

Siendo nuestra mision el fomento a la investigacion y asesoramiento al Gobierno e instituciones publicas y
privadas en el &mbito de las ciencias farmacéuticas y del Medicamento, estimularemos a que las distintas
Secciones de la RANF se involucren en la elaboracion de informes y divulgaciéon de los mismos en los
medios de difusion, prensa y radio, asi como en la pagina Web de la RANF. La opinién de los Académicos de
la RANF y elaboracion de informes es importante de cara a su proyeccion en la sociedad, donde mucha de la
informacion que se publica no refleja fielmente la noticia, como puede ser el tratamiento que se da a los
farmacos genéricos, biosimilares, etc. Aunque la relacion RANF-sector farmacéutico es excelente, debemos
de incrementar el nimero de académicos y de actos con representacion del sector. La concesion del méaximo
galarddn de la Real Academia Nacional de Farmacia, la Medalla Carracido de oro al Dr. D. Juan Uriach,
representa esa union entre los Académicos y la industria farmacéutica.
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Estamos viviendo una transformacién de la ciencia, donde las nuevas tecnologias estdn abriendo nuevos
horizontes en el conocimiento de los seres vivos con abundancia de datos moleculares, “big data”, que seria
imposible de procesar por el ser humano. Gracias a los avances en métodos bioinformaticos, matematicas,
fisica, quimica y biologia podemos acometer objetivos impensables hace unos pocos afios. Vemos con
satisfaccién cémo las especialidades se solapan unas con las otras. El conocer los genes, cémo se activan y
actian en un momento determinado, bien en tumores, durante la metéastasis, como resultado de una lesion
cardiaca o cerebral, en procesos neurodegenerativos, alteraciones inmunolégicas, procesos infectivos, durante
la diferenciacion celular y formacion de 6rganos, la senescencia, etc., nos estéa llevando al disefio de nuevos
farmacos con mayor especificidad. Los casos de farmacos antivirales frente al VIH y recientemente frente a
hepatitis C son ejemplos paradigméticos de disefio molecular con gran especificidad. La RANF debe ser foro
de discusién de todos estos avances cientificos y servir de puente de comunicacion entre los profesionales del
sector farmacéutico y la sociedad.

Finalmente, quiero terminar agradeciendo a la Junta de Gobierno, Junta General, Secciones y Comisiones
el trabajo realizado que mantiene el nivel de excelencia exigido en la RANF. También mi agradecimiento al
equipo Directivo por su incansable participacion en las actividades del dia-a dia de la Academia, asi como a
todos los Académicos por su constante apoyo y colaboracién. También mi agradecimiento al personal técnico
de la Academia por su compromiso y ayuda. Mucho nos queda por hacer, y como dice el refran “obras son
amores y no buenas razones”.

Con mis mejores deseos a todos para el nuevo afio 2015, he dicho.

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

67





FARMACIA
Cross-Out


MEMORIA DE SECRETARIA. CURSO 2014

Memoria Anual de Secretaria

Excmo. Sr. D. Bartolomé Ribas Ozonas
Académico Secretario de la Real Academia Nacional de Farmacia

Excmo. Sr. Presidente de la Real Acad. Nal. de Farmacia;
Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales; Excmas. Sras. y Sres. Académicos, Presidentes
y delegados de las Academias de Farmacia de Catalufia, Galicia,
Reino de Aragon, lIbero-Americana, Santa Maria de Espafa,
Castilla-Leon, Sras. y Sres.

La Real Academia Nacional de Farmacia, inici6 oficialmente las
actividades del Curso Académico 2014, con la celebracion de la
Solemne Sesién Inaugural el dia 16 de enero, contando con la
presencia de Excmo. Sr. Presidente del Instituto de Espafia y de la
Real Academia de Ciencias, Exac. Fis. y Naturales; Excmos. Sres.
Vicepresidente y Secretario de la Real Acad. Nal. de Medicina y del
llmo. Sr. Secretario General de Universidades del Ministerio de
Educacion, Cultura y Deporte.

Tras unas palabras de salutacion del Presidente, Excmo. Sr. D.
Mariano Esteban Rodriguez, el Académico Secretario que les habla,
procedié a la lectura de la Memoria de Secretaria del afio 2013

publicada en los Anales de la Academia.

A continuacién, el Excmo. Sr. Don Antonio R. Martinez Fernandez, efectud la lectura del discurso
reglamentario, titulado “Parasitismo. Origen e interés biol6gico”.

Se hizo entrega de una medalla de Académico Supernumerario; y de varias placas en reconocimiento a los
servicios prestados, a varios Excmos. Sres. Académicos.
Y para finalizar la Sesion solemne, se procedi6 a la entrega de los Premios del Concurso Cientifico 2013.

*hkhkhkhkkkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkiik
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“IN MEMORIAM!

Hemos de lamentar la pérdida por el fallecimiento del Académico de NUmero, Excmo. Sr. Don Perfecto
Garcia de Jalon y Hueto; de la Académica de Honor Electa, Excma. Sra. Diia. Consuelo de la Torre Garcia
Quintana; y de los Académicos Extranjeros, Prof. Peep Veski, de Estonia; Prof. Ney Lobato Rodrigues, de
Brasil y del Prof. Rafael Melik-Ohanjanyan, de Armenia; que nos habia visitado recientemente, y que,
juntamente con el prof. Tadashi Goino nos habia donado una 22 coleccidn de grabados ukiyo-e de Japén.

*hkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhiik

ACTIVIDADES CIENTIFICAS

La intensa y relevante actividad cientifica, como es tradicional en nuestra Corporacidn, se ha llevado a
cabo en Sesiones de jueves, intercalando en otros dias de la semana, conferencias y tomas de posesion, para
dar curso y fluidez a la actividad desarrollada por los miembros de nuestra corporacién. Las conferencias y
Mesas Redondas colgadas en la red, ha sido objetos de numerosas felicitaciones por académicos, tutores y
profesores de masteres, por ser utilizadas éstas de nuestra pagina Web.

INCORPORACION DE NUEVOS ACADEMICOS

Como Académico de Nimero, tomo posesion el Excmo. Sr. Don Jesus Pintor Just, Medalla 36 de Ciencias
Afines. Como Académicos de Honor fueron elegidos los Excmos. Sres. José Baselga que tomé posesion; y
Juan José Badimén, que la tomara en fecha préxima.

Y como Académicos Correspondientes se produjeron 5 incorporaciones, 2 de ellas de nacionales, los
IImos. Sres.: Don Miguel Ladero Alvarez y Don Gregorio Rodriguez Boto y 3 extranjeros, los IImos. Sres.
Don Jean Martinez, de Francia, Don Paul Nguewa, de Camerin y Don Michael George Barbour, de EE.UU.

CONFERENCIAS

Se pronunciaron conferencias sobre diversos temas de actualidad, y por su cronologia mencionamos al Dr.
Adolfo Toledano Gasca, que trat6 el tema “Nuevas respuestas de la investigacion de la enfermedad de
Alzheimer: clinica, diagnéstico, patogenia y terapéutica”; el Académico de NUmero, Excmo. Sr. D. JesUs
Pintor Just nos deleitd con la temética sobre “La melatonina para el tratamiento de las patologias oculares:
iNo la perdamos de vista!”; el Académico de Nimero y Vicepresidente, Excmo. Sr. D. Juan Ramén Lacadena
Calero nos ilustré con su conferencia “Un divertimento académico: Sabiduria popular y Genética”; la Dra.
Purificacion Lopez Garcia, Directora de investigacion del CNRS de la Universidad Paris-Sur nos habl6 sobre
el “Origen de los Eucariotas: Hechos y controversias”; el Académico de Honor Electo, Excmo. Sr. D. Juan
José Badimon disert6 sobre el tema “Lipidos y Enfermedad Cardiovascular. 2014 Update”; la Académica de
Numero, Excma. Sra. Dfia. Carmen Avendafio Lopez nos hizo reflexionar con su conferencia “Reflexiones
sobre los avances y obstaculos en la lucha contra el cancer”; el Dr. Pablo Amor, Director de la European
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Research Council Executive Agency, nos actualizé sobre "EI Consejo Europeo de Investigacion, cuatro mil
ideas para mejorar el futuro de todos", en la que también intervino la Dra. Cristina Gutierrez-Cortines,
Eurodiputada y Catedratica de Historia del Arte que a modo de introduccion, traté el tema "Una vision de la
Investigacion en Europa"; el Académico Extranjero, Prof. Christoph Friedrich nos habld sobre "Pharmacists
in German Cultural History"; el Dr. Miguel Torres, Director del Departamento de Desarrollo y Reparacion
Cardiovascular del Centro Nacional de Investigaciones Cardioldgicas, tratd el tema “Competicion Celular en
el Embrién y el Mantenimiento de los Tejidos"; Nuestro compafiero, el Académico de Nimero, Excmo. Sr. D.
Salvador Rivas Martinez, abordé el tema “Avances sobre el estudio geobotanico del Estado de California, EE.
UuU", que correspondié a una Sesion en Honor del Dr. Michael G. Barbour, que por enfermedad no pudo
acudir a su toma de posesidn, y en la que se ley6 una laudatio a su persona; la Académica de NUmero, Excma.
Sra. Dila. Ana M@ Pascual-Leone Pascual, pronunci6 una conferencia titulada: "EI concepto Darwiniano de la
Allostasis. Epigénesis"; el Dr. D. José Ramon Luis-Yague, Director del Departamento de Relaciones con las
CCAA de Farmaindustria, disertd sobre "Prescripcion de medicamentos fuera de la ficha técnica (off-label)";
el también Académico de NUmero, Excmo. Sr. D. Alfonso Dominguez-Gil Hurlé, nos ilustr6 con su
conferencia sobre “Los equipos interprofesionales y la terapia personalizada”; el Académico Correspondiente
y de la Real Nal. de Medicina, Excmo. Sr. D: Francisco Gonzéalez de Posada nos deleité con la temética sobre
"Vision actual del Universo"; y por ultimo, el Académico de NUmero, Excmo. Sr. D. José Antonio Cabezas
Fernandez del Campo, pronuncié una conferencia sobre: "Cooperacidn hispano-francesa en actividades
culturales y cientificas a lo largo de la Historia".

REUNIONES Y ENCUENTROS

Cabe destacar, el “Segundo Encuentro entre Diputados y Senadores con Académicos de la RANF”. En el
que, los Laboratorios Merck ofrecieron una Jornada de trabajo sobre “Biosimilares” organizada por el
Acad. Honorio Bando Casado. En la que se departié con los miembros de las Comisiones de Sanidad del
Congreso y del Senado.

Otro acontecimiento relevante, fue, el que celebramos conjuntamente con las RR. AA. de Ciencias y de
Medicina, con motivo de un acto homenaje al Excmo. Sr. D. Julio Rodriguez Villanueva, titulado:
"Microbiologia y aplicaciones biotecnolédgicas”. Esta reunion se inicié con la “laudatio” a cargo del Excmo.
Sr. D. Federico Mayor Zaragoza; ademas contd con la participacién como ponentes los Excmos. Sres. D.
Cesar Nombela Cano de Farmacia; Diia. Maria del Carmen Maroto Vela, de la de Medicina; y de D. Carlos
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Lépez-Otin, de la de Ciencias. Al homenajeado, se le entregd un libro con numerosas semblanzas sobre su
vida cientifica, académica y humana, editado por el Excmo. Sr. Antonio R. Martinez Fernandez.

FUNDACION JOSE CASARES GIL.

La Fundacién José Casares Gil ha contribuido con su patronazgo, al desarrollo de las actividades
cientificas, Mesas Redondas, curso, y difusion de la ciencia y la cultura apoyando numerosas Sesiones, de
Ensefianza y futuro de la investigacion en Farmacia.

Como la celebracion del "ler Curso Avanzado sobre
Obesidad”, del que fue Directora la Excma. Sra. Dfia.
Maria Cascales Angosto, en colaboracién con los
coordinadores Excmos. Sres. Francisco José Sénchez
Muniz, Antonio Luis Doadrio Villarejo y Bartolomé Ribas
Ozonas. Contdé con las intervenciones de eminentes
cientificos de Espafia, EE.UU. y Chile, que atrajo numerosa
audiencia de la juventud de cuatro Universidades espafiolas.

El curso tuvo un destacado éxito, por priorizar esta Real
Academia tanto su difusion entre la juventud y la sociedad
et ) espafiola, como la participacién y atraccion de la juventud
universitaria, a nuestra Academia. Y que por sus numerosas
solicitudes recibidas, tuvieron que ser seleccionadas por el limitado aforo disponible. Por tal motivo, completo
el cupo presencial, se amplié a la modalidad “on line” para profesionales.

MESAS REDONDAS

Describimos las Mesas Redondas y Tertulias Cientificas celebradas por Secciones.

En la Primera, su Presidente, el Excmo. Sr. Don Antonio Monge Vega presento a diversos conferenciantes
cuyos nombres y temas han sido mencionados.

La Seccion 2?8, que preside el Excmo. Sr. D. Antonio Ramoén Martinez Ferndndez, organizé dos Tertulias
Cientificas con temas de gran actualidad, una coordinada por el Excmo. Sr. D. Juan-Ramén Lacadena Calero,
nuestro Vicepresidente y Presidente de la Comision de Bioética, con el titulo: "Aspectos bioéticos y juridicos
del aborto en la actualidad espafiola”, y otra coordinada por el Excmo. Sr. D. Antonio Ramdn Martinez
Ferndndez, cuyo ponente fue el Prof. Dr. Rafael Rotger Anglada, Director del Centro de Anélisis Sanitarios
de la UCM. Con el titulo: "EBOLA: breve recapitulacion sobre etiologia, epidemiologia, patogenia,
tratamiento y control.

Impulsada por la Seccion 32, cuyo Presidente es el Excmo. Sr. D. Antonio Luis Doadrio Villarejo, y como
cada afio, el Excmo. Sr. Don Nicolés Victor Jiménez Torres, coordiné el ciclo de conferencias anual, en
colaboracién con la Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria, sobre: “Continuidad asistencial del paciente
con quimioterapia oral”. que fue presentada por nuestro Presidente, el Excmo. Sr. D. Mariano Esteban
Rodriguez, y el Dr. D. José Luis Poveda Andrés, Presidente de la Soc. Esp. de Farmacia Hospitalaria.

En la Seccion 42 y coordinada por su Presidente, el Excmo. Sr. Don Juan Tamargo Menéndez, se trato el
tema "Situacion actual de la Atencién Farmacéutica Hospitalaria". Presentaron interesantes ponencias, las
Doctoras Jefe de los Servicios de Farmacia Hospitalaria: Diia. Amalia Torralba, del Hospital Universitario
Puerta de Hierro; Dfia. Alicia Herrero, del Hospital Universitario La Paz, y Dfia. Teresa Bermejo, del Hospital
Universitario Ramdn y Cajal.

Ademas, continuando bajo los auspicios de la Fundacién, la Seccion 42, celebrd otra Mesa Redonda sobre:
"Radicales libres en Farmacologia y Terapéutica”, coordinada por el Académico de NUmero el Excmo. Sr. D.
Angel Maria Villar del Fresno. Los ponentes fueron las Académicas Correspondientes, Dra. Mercedes
Salaices Sénchez y la Dra. Maria Pilar Gdmez-Serranillos Cuadrado.

La Seccion 5% organizé la Mesa Redonda sobre: "Células madre y aplicaciones clinicas”, coordinada por
su Presidente y también de esta Real Academia, el Excmo. Sr. Don Mariano Esteban Rodriguez, y que cont6
con las ponencias del Excmo. Sr. Pedro Guillén Garcia, eminente Especialista en Traumatologia y Ortopedia,
Presidente y Fundador de la Clinica CEMTRO de Madrid, y del Dr. Manuel Serrano Marugén, Director del
Programa de Oncologia Molecular, del Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas.

También organiz6 la conferencia del Dr. Miguel Torres, Director del Departamento de Desarrollo y
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Reparacion Cardiovascular del Centro Nacional de Investigaciones Cardioldgicas, que tratdo el tema
“Competicion Celular en el Embrién y el Mantenimiento de los Tejidos".

1 Y
I |

La Seccion 62 que dirige la Excma. Sra. Dfia. Rosa Maria Basante Pol, celebr6 la Mesa Redonda
aportando luz en una visién global y minuciosa sobre el tema "Medicamentos falsificados y seguridad del
paciente", coordinada por ella misma. Cont6 con las ponencias de los Dres. D. Alfonso Dominguez-Gil Hurlé,
Académico de Numero de nuestra y de otras numerosas Academias; Don Alvaro Dominguez-Gil Hurlé,
Académico Correspondiente de la Academia de Farmacia de Galicia y la Dra. Belén Escribano Romero, Jefa
del Departamento de Inspeccion y Control de Medicamentos de la Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios.

Y como todos los afios, se celebro la Mesa Redonda conmemorativa de los Premios Nobel, coordinada por
el Excmo. Sr. Don Juan Ramon Lacadena Calero.

Y finalmente, mencionar, las dos Mesas Redondas donde los miembros de la Comisién de Aguas
Minerales y Mineromedicinales, que Preside la Excma. Sra. Dfia. Maria del Carmen Francés Causapé,
expusieron sus trabajos sobre el Balneario de Villa de Olmedo (Valladolid).

SESIONES NECROLOGICAS.

Tuvieron lugar tres Sesiones Necroldgicas.

La primera en memoria del Académico Numerario, en la Medalla 36, Excmo. Sr. D. Gaspar Gonzélez
Gonzélez, en la que intervinieron los Excmos. Sres. Académicos de NUmero, D. Albino Garcia Sacristan, D.
Bartolomé Ribas Ozonas y D. Bernabé Sanz Pérez que disertaron sobre tres diferentes facetas del Prof.
Gonzélez, como Profesor, como Académico y como Amigo, respectivamente.

La segunda en memoria del Excmo. Sr. D. Mariano Turiel de Castro, Académico Correspondiente y
Secretario de la Fundacion José Casares Gil. Dicho acto se desarrolld en colaboracion con la Real Academia
de Doctores de Espafia, a la cual pertenecia como Académico de Nimero. En ella actuaron como ponentes los
Académicos de Numero, Excmos. Sres. Diia. Maria Cascales Angosto, Don Julio Rodriguez Villanueva y
Dfia. Rosa Maria Basante Pol; y los Presidentes de ambas Reales Academias de Farmacia y de Doctores de
Espafia, ofreciendo un emotivo resumen biogréafico sobre su persona.

La tercera Sesion necroldgica, se celebrd, en memoria del Excmo. Sr. Don Miguel Rubio Huertos,
Académico de NUumero, Medalla 31, con las intervenciones de los Excmos. Sres. Académicos de Numero,
Don Julio Rodriguez Villanueva, Don Bartolomé Ribas Ozonas, y Don César Nombela Cano, que disertaron
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respectivamente sobre: Su calidad cientifica y humana; como Académico; y sobre su vida investigadora y
docente.
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REUNIONES ACADEMICAS INTERNAS

La Actividad Académica se complementa con las reuniones de las Secciones y Comisiones. Las Secciones
se reunieron en 18 ocasiones y las Comisiones en 10. Ademés la Junta de Gobierno tuvo 10 sesiones, y la
Junta General se reuni6 3 veces de manera Ordinaria y 4 en Sesién Extraordinaria.

Durante el afio 2014, se celebraron elecciones en los cargos de Tesorero y Secretario, siendo reelegidos
ambos ocupantes para el segundo y Gltimo mandato, para el primero el Excmo. Sr. Don Fidel Ortega Ortiz de
Apodaca, y para el segundo el Excmo. Sr. Don Bartolomé Ribas Ozonas. Y Elecciones de medallas
Carracido, en su categoria de Oro, para Don Juan Uriach Marsal por sus servicios a la FARMACIA; y de
plata para los profesores Tadashi Goino de Japon y Rafael Melik-Ohanjanyan de Armenia, otorgadas en
ocasién de su visita de cortesia y la donacién de una segunda coleccion de grabados ukiyo-e de Jap6n de
inicios del siglo XIX.

PREMIOS Y DISTINCIONES RECIBIDAS POR LOS ACADEMICOS.

Es gratificante comentar en esta ocasién solemne, los puestos de responsabilidad en algunas instituciones
y organismos estatales otorgados a algunos comparfieros Académicos, que ha llegado a nuestro conocimiento y
gue citamos a continuacion.

Nuestra Académica de NUmero la Excma. Sra. Dfia. Maria Teresa Miras Portugal, tom6 posesién como
Académica Correspondiente de la Real Academia de Farmacia de Catalufia.

La Excma. Sra. Dfia. Maria Vallet Regi, recibié el Premio de Investigacion Miguel Catalan de la
Comunidad de Madrid, en reconocimiento a su trayectoria profesional, docente e investigadora.

A la Excma. Sra. Dfia. Rosa M2. Basante Pol, le ha sido entregada la Cruz de Honor de la Sanidad de
Madrid, en su categoria de Oro, otorgada por la Comunidad de Madrid.

Los Excmos. Sres. Don Benito del Castillo Garcia y Don Fidel Ortega Ortiz Apodaca fueron designados, a
propuesta del Consejo Rector del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, miembros del Comité
de la Farmacopea y del Formulario Nacional, del que tomaron posesion. Asimismo, el Prof. Benito del
Castillo Garcia ingresé como Académico Correspondiente en la Academia de Farmacia “Reino de Aragon”.

El pasado diciembre se celebr6 en la Sede del Instituto de Espafia, la Sesién de Homenaje a la Antigliedad
Académica en honor del Excmo. Sr. D. Federico Mayor Zaragoza, cuya "laudatio™ corrié a cargo de la
Excma. Sra. Dfia. Maria Cascales Angosto en presencia de los Presidentes de las ocho Reales Academias y
numerosos Académicos, familiares e invitados.

La Residencia de Estudiantes rindi6 homenaje a nuestro Académico de Honor, Excmo. Sr. D. José
Elguero Bertolini con la celebracion de la Mesa Redonda “Entre el humanista y el Cientifico”.

DISTINCIONES A NUESTROS ACADEMICOS CORRESPONDIENTES

Nuestra Académica Correspondiente y Presidenta del Consejo General de Colegios Oficiales de
Farmaceéuticos, la llma. Sra. Dfia. Carmen Pefia Lopez fue elegida Presidenta de la Federacién Internacional
Farmaceéutica (FIP), en el Congreso Internacional habido el pasado mes de agosto en Bangkok.

En Acto presidido por el Presidente del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas se concedié la
Medalla de Honor al Fomento de la Invencién, de la Fundacion Garcia Cabrerizo, a dos Académicos, los
Excmos. Sres. D. José Maria Ventura Ferrero, Presidente de la Real Academia de Farmacia de Catalufia y a
Don Pedro Guillén Garcia, Director de la Clinica CEMTRO de Madrid. Don Pedro Guillen Garcia, ademas de
conferenciante en nuestra Academia sobre células madre ya citada, y por toda una vida de excelencia,
innovacion, y prestigio cientifico de rigor y calidad, en las facetas experimental quirtrgica, el Presidente de la
Comunidad de Madrid, Ignacio Gonzalez le impuso la Medalla de Oro de la Comunidad de Madrid; y tomé
posesion de Académico de Honor de la Real Academia de Medicina de Murcia; y celebré su 13 Simposio
Internacional de Avances en Traumatologia y Ortopedia, con eminentes cientificos mundiales.

El Académico, y Académico de Numero de la Real Academia Nacional de Medicina, el Excmo. Sr.
Francisco Gonzélez de Posada, ha sido nombrado Académico de Honor de la Real Academia de Cultura de
Valencia.
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El Académico D. Antonio Gonzélez Bueno, Académico Correspondiente, y Catedratico de la Facultad de
Farmacia de la UCM, tomd posesion como Académico Correspondiente de la Academia de Farmacia de
Castillay Leon.

El Académico Secretario de la Fundacion Casares Gil, Don Honorio Bando Casado, tom6 posesion como
Acad. Correspondiente de la Real Academia de Jurisprudencia y Legislacién; y nombrado correspondiente de
la Real de Doctores de Espafa.

La Académica Dfa. Josefina Sanmartin Bacaicoa, ha sido nombrada Presidente de Honor de la Sociedad
Espafiola de Hidrologia Médica en el pasado mes de noviembre.

Los Académicos Extranjeros, Profesores Dr. Don. Rubén Hilario Manzo de Argentina; y Dr. Don. Andrés
Amarilla de Paraguay, fueron elegidos respectivamente, Presidente de la Conferencia Iberoamericana de
Facultades de Farmacia, y Vice-Rector de la Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay.

A nuestra Académica Correspondiente electa, la llma. Sra. Diia. Ascension Marcos S&nchez, se le otorgd
el Premio del Instituto Danone 2014, por su relevante trayectoria Cientifica.

Felicitamos a todos nuestros eminentes Académicos, por su elevado nivel y prestigio en los ambientes
cientificos de nuestro pais e internacionales, por su esfuerzo, dedicacién y entrega, que realza el de esta
Academia y de Espafia, asi como el desarrollo de la ciencia en beneficio de la humanidad.

CONVENIOS DE COLABORACION Y ACTOS EXTRAORDINARIOS

Se han firmado nuevos Convenios de colaboracién: con la Fundacién Dental Espafiola, y con el Grupo
COFARES, por los que en nuestra sede tuvieron lugar conferencias sobre: “Patologias prevalentes” en
“Artrosis”, “Artritis-Gota” y “Osteoporosis”. Convenios puntuales con Pharmamar Zeltia, con quien
celebramos la jornada sobre “La blUsqueda de farmacos innovadores: nuevos mecanismos de accion”. Con
Novartis, con Merck, Sharp & Dohme; y UCB Farma, con la Presentacion del Libro: "Gestién Hospitalaria y
acuerdos de riesgo compartido en Espafa".

En colaboracion con el Excmo. Ayuntamiento de Cédiz, y promovido por nuestro Académico
correspondiente, y numerario de la Real de Medicina Excmo. Sr. Don Francisco Gonzélez de Posada, esta
Academia forma parte del tribunal que selecciona los trabajos presentados al Premio anual “José Celestino
Mutis de Boténica Cortes de Cédiz”, que en su edicién 2014, le fue otorgado al Real Jardin Boténico de
Madrid, por la custodia, promocién y difusién del legado de Celestino Mutis", recogido por su Director el
Prof. Dr. Gonzalo Nieto Feliner y equipo de trabajo de dicha institucién.

En nuestra sede tuvieron lugar distintos actos y reuniones extraordinarias, como la reunién de trabajo entre
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la Real Academia Nacional de Farmacia y la Academia de Farmacia Santa Maria de Espafia de la Regién de
Murcia.

Nuestra sede también albergd el Acto de presentacidn del libro, "Investigacion Traslacional: Aprendiendo
a Escuchar", que fue presentado por el Presidente, Excmo. Sr. D. Mariano Esteban y fue clausurado por la
Secretaria de Estado de 1+D+i, lIma. Sra. Dfia. Carmen Vela Olmo.

También en nuestra sede Académica los Laboratorios SERVIER presentaron el medicamento Daflén 500.

Con motivo de la celebracién de los 400 afios de relaciones hispano japonesas, la Real Academia Nacional
de Farmacia junto con la Real Academia de Bellas Artes de San Fernando, la Embajada de Jap6n, Fujitsu y
Caja Murcia, organizaron la exposicion “Fantasia en Escena”, en la sede de la de Bellas Artes. Dicha
exposicion mostré 114 grabados en 84 cuadros. de arte Ukiyo-e de la primera mitad del siglo XIX y de la
Escuela Utagawa, de la coleccidn de esta Real Academia; y dos conciertos, de inauguracién y de clausura.

Afadimos el acto del pasado mes de mayo, de entrega de la ya mencionada nueva coleccién de grabados
Ukiyo-e, de la primeros afios del siglo X1X.

También tuvieron lugar dos reuniones de Asociacion Espafiola de Derecho Farmacéutico, con motivo de
la publicacion del Real Decreto de Precios recientemente publicado, a las que acudi6 el Director del
Departamento de Precios del Ministerio de Sanidad.

Se realizé un Acto de la Fundacion Ciencias de la Salud, con el titulo:. “Las causas de la guerra de
sucesion o el valor de una Historia Critica”; organizada por el Académico Excmo. Sr. D. Javier Puerto
Sarmiento.

Y el Acto de entrega de premios de la Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de Letras y Artes, presidido
por nuestro Presidente y el Presidente de dicha Asociacién IImo. Sr. José Félix Olalla.

Difusion de la Ciencia y del Conocimiento, es uno de los objetivos primordiales de las Reales Academias,
y destacamos que en el Curso 2014, la nuestra, ha continuado con la gran difusion en las Revistas del Sector
Farmacéutico, de los programas de actividades y de sus resumenes. Ademds, de la actualizacion de los
portales Web, con el incremento y renovado de contenidos, consiguiendo relanzar la difusién de la ciencia a
nivel nacional e internacional, en beneficio de la formacién de la sociedad actual y de la humanidad. Quiero
destacar este afio que nuestro portal RANF TV, ha tenido una gran acogida de publico y hemos recibido
numerosos comentarios de felicitacion por la disponibilidad de las conferencias de elevado nivel cientifico,
para estudiantes universitarios.

En el portal publicaciones, se han editado “on line” los 4 nimeros de “Anales” correspondientes al afio
2014. Asimismo se ha publicado “on line” y en papel, el libro homenaje a Don Julio Rodriguez Villanueva,
coordinado y editado por el Excmo. Sr. D. Antonio Ramén Martinez Fernandez.

Y como todos los afios, se ha publicado en papel, el Discurso de la Sesion Inaugural ya mencionado, y el
“Anuario” n° 66 de nuestra institucion.

Todas estas mencionadas obras, han sido coordinadas por nuestro Acad. Excmo. Sr. Antonio Luis Doadrio
Villarejo, y se publicaron en un lujoso formato de libro electronico o “e-book” en edicién “on line” y digital
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En cuanto a la Biblioteca y el Archivo, el afio 2014 ha sido prolifico.

Se ha continuado con el proceso de digitalizacion del fondo antiguo o histérico, gracias a la ayuda
concedida por el Ministerio de Educacién, Cultura y Deporte. Se han completado las revistas farmacéuticas
del siglo XIX. Digitalizado una veintena de revistas, entre otras El jurado médico-farmacéutico, Los nuevos
remedios, El telégrafo médico, el Boletin Farmacéutico, etc.

Se han obtenido 33.000 imagenes, que se pueden consultar en el Catélogo virtual (Biblioteca virtual de la
Real Academia Nacional de Farmacia), todas ellas integradas en los repositorios digitales colectivos, Hispana
y Europeana. Y se ha solicitado una nueva ayuda para continuar con la digitalizacion de los libros del siglo
XIX, una vez completadas las publicaciones periddicas.

Y una nueva labor de la Biblioteca es la recepcion y maquetacion de los articulos para los Anales, a través
de la plataforma Open Journal System.

Asimismo se ha continuado con el proyecto de catalogacion y digitalizacion, consiguiendo realizar
alrededor de 1.200 fotografias de los siglos XIX y XX, que ahora se guardan en la nueva ubicacion del
archivo, disponibles en nuestra Biblioteca Virtual. Se ha elaborado una pagina independiente dentro de la
Biblioteca virtual para darle un mayor realce y difusion a este proyecto.

Catalogacion de 99 nuevos registros incluidos en el catélogo, de los cuales 33 corresponden a fotografias
de las cajas de folletos (en proceso). De la coleccion de fotografias antiguas de la RANF (en proceso).

Se han recibido donaciones de libros de diversos Académicos y de Academias, que por necesidad en la
brevedad no podemos enumerar. Asi como el expurgo de publicaciones en excedencia. Mé&s de 500 libros de
la serie Monografias de esta Real Academia, se distribuyeron entre los asistentes de las 4 Universidades de
Madrid, durante el “Curso avanzado sobre Obesidad” celebrado en el mes de abril. Ademés se ha atendido a
Académicos y a usuarios externos y prestaciones de revistas y libros, a través de los distintos medios y correo
electrénico.

*hkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhiik

El Museo de la Farmacia con la Sala Utagawa ha sido muy visitado por grupos e instituciones, como en
afios anteriores acompafiados principalmente por el Jefe de Negociado, Don Manuel Tirado y en ocasiones
por este Secretario.
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Tenemos que agradecer a la Excma. Sra. Dfia. M2 Angeles Jiménez Diez de la Lastra, viuda del Excmo.
Sr. D. Juan Manuel Reol Tejada, la donacion de un autoclave del siglo XIX, que se encuentra expuesto en
nuestro Museo.
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Por Gltimo queremos expresar nuestro agradecimiento al Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte, que
gracias a la subvencion presupuestaria recibida en el Curso 2014, hemos podido realizar las actividades
cientificas programadas, el mantenimiento de la pagina web, la digitalizacién de la Biblioteca y el
mantenimiento de nuestro personal.

Agradecer a nuestro querido compafiero, el Excmo. Sr. D. Juan Abell6 Gallo, su inestimable ayuda y
colaboracién, asi como para el concurso de premios, a todos sus patrocinadores,: CINFA, Consejo de
Colegios Oficiales de Farmacéuticos, y Colegio de Farmacéuticos de Madrid y Antonio Doadrio Ldpez, que
posibilitan premiar la labor cientifica principalmente de jévenes investigadores. Asimismo agradecemos a los
Patronos, miembros y socios de la “Fundacion José Casares Gil” de Amigos de la Real Academia Nacional de
Farmacia, su importante contribucion a las actividades académicas de difusion de la ciencia y formacion de la
juventud y de la sociedad espafiola, y a los numerosos Colegios de Farmacéuticos de Espafia que en atencion
a la brevedad de esta exposicion y para no cansarles, no podemos enumerar.

Termino dando las gracias a todos los Académicos de NUmero y Correspondientes por la colaboracion
prestada, tanto a aquellos que han participado dia a dia a las actividades realizadas en nuestra sede, a los que
han organizado e intervenido con interesantes conferencias, como a los que han permitido con su asistencia y
contribucion, colocar nuestra Academia en lo més alto del nivel cientifico y de mayor prestigio entre las
instituciones espafiolas; y al personal contratado, que mantiene dia a dia el funcionamiento de la misma, y el
exquisito trato a los Académicos.

Muchas gracias por su atencion.
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Bartolomé Ribas Ozonas
Académico Secretario de la Real Academia Nacional de Farmacia
e-mail: secretaria@ranf.com

Durante el primer trimestre del afio 2015, tuvieron lugar numerosas reuniones en nuestra sede académica,
primordialmente 10 Sesiones cientificas académicas, y multiples reuniones de Secciones, tertulias cientificas, actos de
presentacion de libros, y de otras instituciones como las Academias de Ciencias Odontolégicas de Espafia y la Real
Academia de Doctores de Espafia, de algunos organismos oficiales y profesionales, Cofares y de la Asociacién Espafiola de
Farmaceéuticos de Letras y Artes. (AEFLA).

La celebracion de la Solemne Sesién Inaugural del Curso Académico 2015, tuvo lugar el 22 de enero a las 19 horas. Al
Acto acudieron numerosas personalidades de las instituciones del Estado, del mundo Académico y farmacéutico. En la mesa
presidencial acompafiando al Presidente de la RANF, Excmo. Sr. Mariano Esteban Rodriguez, tomaron asiento el Excmo.
Sr. D. Alberto Galindo Tixaire, Presidente de la Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales; el Excmo. Sr. D.
Jests Alvarez Fernandez-Represa, Presidente de la Real Academia de Doctores de Espafia; el Vicepresidente de la Real
Academia Nacional de Farmacia, el Excmo. Sr. D. Juan Ramén Lacadena Calero y el Secretario de la misma el Excmo. Sr.
D. Bartolomé Ribas Ozonas.

Se inici6é la Sesion oficial con unas palabras de bienvenida del Presidente, quien relaté las nuevas consecuciones y
Convenios, jornadas de excelencia cientifica, y comenté un Resumen de las Actividades oficiales realizadas durante el
curso académico finalizado de 2014. Cedio6 la palabra al Excmo. Sr. Secretario D. Bartolomé Ribas Ozonas quien paso a dar
lectura de la Memoria de Secretaria 2014, que una vez finalizada, dio la palabra al Excmo. Sr. D. Francisco Javier Puerto
Sarmiento, quien paso a dar lectura del discurso reglamentario, con el titulo: “"Ciencia de doble uso: los farmacéuticos y los
gases tdxicos durante la Guerra Civil Espafiola (1936-1939)" que tuvo un gran impacto en la numerosa audiencia.

A continuacidn se hizo entrega de la Medalla Carracido en su categoria de Oro al Excmo. Sr. D. Juan Uriach Marsal, y
para finalizar se procedio a la entrega de Premios del Concurso Cientifico 2014.

El 29 de enero la Real Academia Nacional de Farmacia celebrd la Toma de Posesion como Académica Correspondiente
de la llma. Sra. Dfia. Ascension Marcos Sanchez, Profesora de Investigacion y Directora del Grupo de Inmunonutricion del
CSIC, quien pronunci6 el discurso con el titulo "El estilo de vida como factor clave de la Inmunonutricion". Fue presentada
por el Académico de Numero de la corporacion el Excmo. Sr. D. Francisco José Sanchez Muniz.

El 5 de febrero tuvo lugar en la Real Academia Nacional de Farmacia la Toma de Posesion como Académico
Correspondiente del IImo. Dr. D. Godofredo Diéguez Castrillo, Catedratico de Fisiologia de Universidad Auténoma de
Madrid, quien nos deleit6 con su conferencia titulada: "Isquemia-reperfusion coronaria: funcién de la endotelina-1".

Fue presentado por el Excmo. Sr. D. Albino Garcia Sacristan, Académico de Nimero de la RANF. El recipiendario nos
inform6 de forma amena que la restauracioén del flujo sanguineo por la arteria coronaria obstruida (reperfusion) es el
tratamiento mas eficaz para mejorar el pronostico de los pacientes con infarto agudo de miocardio. Paraddjicamente, este
tratamiento "per se" puede producir lesiones en el miocardio afectado (lesiones por isquemia-reperfusion (I-R), para las
cuales no disponemos de tratamiento eficaz. En las investigaciones propias de su Departamento, la I-R produjo disfuncién
endotelial y aumento de la respuesta vasoconstrictora coronaria a la ET-1 asi como aumento de la sensibilidad de sus
receptores (ETA y ETB); estos efectos se relacionaban con la intensidad y la duracion de la isquemia previa a la
reperfusion. El aumento de los efectos de la ET-1 podria deberse a la disfuncion endotelial y al incremento de la
sensibilidad/expresién de los receptores ETA y ETB en los vasos coronarios. Asimismo, los antagonistas especificos de
ambos tipos de receptores mejoraron la funcion cardiaca y la supervivencia de los animales tras la I-R. Por tanto, la ET-1
podria estar implicada en el dafio vascular coronario producido por la I-R, y el bloqueo selectivo de los receptores para este
péptido podria atenuar las lesiones por reperfusion.
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El 12 de febrero tomé posesion como Académico Correspondiente el limo. Dr. D. Eloy Garcia Calvo, Catedratico de
Ingenieria Quimica de la Universidad de Alcala de Henares, quien impartio la conferencia titulada: "Agua y salud publica:
pasado, presente y futuro".

Se refirié el nuevo Académico, que fue presentado por el Excmo. Sr. D. Fidel Ortega Ortiz de Apodaca, Académico de
Numero de la RANF, a que el agua es un elemento fundamental para la vida y asi se percibe desde que la humanidad existe.
Desde el principio el hombre tiene aversién al agua que no sea transparente e inodora. Se encuentran vestigios de
infraestructuras hidraulicas de hace 5000 afios en Mesopotamia. Prosigui6 con un recorrido histérico resaltando hallazgos
en Egipto, Pakistan y Creta. Con referencias a Hipdcrates con tratados sobre calidad de agua, Roma, y recordando la
construccion del "Great Conduit” de Londres para llevar el agua a sus calles.

El crecimiento de las ciudades genera importantes problemas medioambientales y de salud. Ya en el siglo XIX se
demuestra, por primera vez en Londres, que el sistema de distribucion de agua expandia el c6lera, antes incluso de descubrir
los gérmenes como transmisores de enfermedades. Entre los siglos XIX y XX, se llevan a cabo las primeras operaciones de
potabilizacién a gran escala, la filtracién y poco después la cloracion. A principios del XX se comienzan a tratar las aguas
residuales con microorganismos, los "lodos activados". De esta manera se completa el conocimiento para llevar a cabo el
ciclo urbano del agua con garantia. Sefiala que, a pesar de todo el avance en conocimiento, son las enfermedades
relacionadas con el agua las causas méas importantes de mortalidad en nuestro planeta. Enfermedades como el célera, diarrea
comun o malaria causan un nimero enorme de muertes y todas ellas estan vinculadas directa o indirectamente al agua. Otro
problema emergente es la resistencia de patégenos a antibidticos, farmacos antiparasitarios o insecticidas. A la
contaminacion quimica se le asigna una menor prioridad porque su efecto no es tan inmediato como la microbiolégica.

El nimero de potenciales contaminantes quimicos es enorme. Al arsénico y fldor, contaminantes de origen natural y
muy comunes en diferentes zonas geogréficas, hay que afiadir los més de 30.000 compuestos que se producen en grandes
cantidades en el mundo. Vinculados al agua, la UE ha elaborado una lista de 45 sustancias y grupos de sustancias que
denomina prioritarias y que deben tener un especial control en las aguas de la UE. Entre las sustancias se encuentran desde
metales pesados a desinfectantes, pasando incluso por fA&rmacos. Cada vez es mayor el nimero de sustancias que usamos en
nuestros hogares que, después de tratadas en las depuradoras, aparecen en el medio natural. Son los contaminantes
emergentes.

Y finalmente se refirid a que se investigan los posibles efectos de la exposicion por largos periodos, a los efectos
combinados de esos contaminantes y los hipotéticos riesgos para determinados grupos como embarazadas o nifios. El gran
nimero de compuestos a identificar, las bajas concentraciones a medir y los efectos sinérgicos son los grandes retos actuales
en la investigaciéon de estos compuestos. A esas tareas se dedica el nuevo académico, y un gran nimero de grupos de
investigacién en todo el mundo.

El 19 de febrero nuestra sede albergd, con el Patrocinio de la Fundacién José Casares Gil de Amigos de la RANF, una
nueva importante y atractiva conferencia sobre "Virus emergentes: Coronavirus y Virus Ebola" pronunciada por el Prof. Dr.
Luis Enjuanes, Profesor de Investigacion, Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC). Fue presentado por el Excmo.
Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez, Presidente de la Real Academia Nacional de Farmacia.

El 26 de febrero la Real Academia Nacional de Farmacia se honr6 en celebrar la Toma de Posesion como Académico
Correspondiente del Ilmo. Sr. D. Félix M. Gofii Urcelay, Catedratico de Bioquimica y Biologia Molecular. Universidad del
Pais Vasco, quien disert6 sobre "Las membranas como fronteras celulares: aduanas y contrabandistas”. Fue presentado por
la Excma. Sra. Dfia. M2 Teresa Miras Portugal, Académica de Nimero de la RANF.

El 5 de marzo se celebré una Mesa Redonda, patrocinada en colaboracion por la Fundacion José Casares Gil, de Amigos
de la RANF, sobre el Balneario de Villavieja (Castellon), en la que intervinieron: la Excma. Sra. Dfia. M2 del Carmen
Francés Causapé, el Dr. José LoOpez Guzméan y la Dra. Maria Lépez Gonzélez, que hablaron sobre "Historia y
Generalidades"; el Dr. Antonio Mestre Barceld, disert6 sobre el "Estudio de la Climatologia"; los Dres. Juan Antonio Ldpez
Geta y Antonio Ramirez Ortega, nos ilustraron sobre el "Estudio Hidrogeol6gico de las aguas del Balneario"; los Dres.
Daniel P. de la Cruz Sanchez Mata y Miguel Ladero Alvarez, hablaron del "Estudio sobre la Vegetacion del Entorno de las
Aguas del Balneario"; y las Dras. Carmen de las Heras Ifiguez y M? Antonia Simén Arauzo nos informaron sobre el
"Anélisis de la Radiactividad en las aguas del Balneario".

El Balneario de Villavieja se encuentra en pleno centro de esa localidad, en la Plaza de la Villa n° 5, en un edificio del
siglo XIX. Es un Balneario de gran tradicion historica, situado en la provincia de Castellén y en la Comunidad Auténoma
de Valencia. Se encuentra al pie de la Sierra del Espadén, en la Comarca de la Plana Baja. Se hace mencién de la
importancia cultural y terapéutica que ha supuesto para la localidad el termalismo gracias a las aguas minero-medicinales
que abundan en la misma. Se estudia el entorno, destacando las particularidades del Parque Natural de Sierra Espadan, y
asimismo las noticias histéricas sobre la utilizacion de las aguas minero-medicinales del Balneario que ya eran conocidas
por los romanos y que gozaron de gran nombradia en los siglos XVIII, XIX y XX en el Reino de Valencia y que atrafan a
muchos bafiistas, fueran pacientes o no, de Valencia, Castellon y Teruel principalmente. Se hace mencidn a sus propietarios
a través del tiempo hasta la actualidad, a los diferentes andlisis quimicos realizados desde el siglo XVIII que determinaban
la composicion quimica de sus aguas, asi como a los médicos Directores del Balneario que eran responsables de aplicar las
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distintas técnicas hidroterapicas a los pacientes para la cura de sus enfermedades. También se hace mencion del nimero de
pacientes que frecuentaron el Balneario asi como hacemos referencia a la accién terapéutica atribuida a las aguas del
mismo. La cuidada y esmerada atencion no sélo sanitaria prestada en el Balneario sino también en su Hotel hacen de este
establecimiento un auténtico Centro de Salud que hace posible la recuperacion de los pacientes y el deseo de volver a
disfrutar nuevamente de unos dias de relax en él.

El 12 de marzo se celebrd en la Real Academia Nacional de Farmacia la Toma de Posesion como Académica
Correspondiente de la llma. Sra. Dfia. Esperanza Torija Isasa, Catedratica de Nutricién y Bromatologia en la Facultad de
Farmacia de la UCM, quien pronunci6 su discurso titulado: "El colorido de los alimentos de América". Fue presentada por
el Académico de NUmero de la RANF, Excmo. Sr. D. Bernabé Sanz Pérez.

Nos deleitdé comentando con extraordinaria amenidad, que la naturaleza esta llena de color y de ofertas para la
subsistencia de los seres vivos, en general, y del ser humano en particular. Y el color es uno de los atributos de los alimentos
que nos hacen seleccionarlos para su consumo; los compuestos responsables de dicho color, los pigmentos, son motivo de
numerosos estudios que avalan sus propiedades beneficiosas para la salud. Nuestra alimentacion esta orientada a consumir
los productos alimenticios incluidos en la denominada Dieta Mediterranea, diferente a la que fue en su principio, y en la que
actualmente estan incluidos muchos de los alimentos traidos del continente americano. Precisamente en ellos vamos a
centrar nuestra atencion. Del Nuevo Mundo Ilegaron a nosotros, frutas, hortalizas, tubérculos, cereales... de los mas variados
colores que se deben a carotenoides, antocianos, betalainas..., de importante cardcter antioxidante, que reportan beneficios
innegables a quienes los consumen. Si pensamos en la trilogia alimentaria mediterranea, trigo — olivo — vid, esto es pan —
aceite — vino, o en la trilogia de Mesoamérica, maiz — frijol — calabaza, que incluyen productos basicos de ambas zonas del
mundo, podriamos afiadir ahora una nueva, que, en conjunto, tiene en cuenta los alimentos de mayor interés para nosotros;
seria: alimentos vegetales — color — salud, como resumen de una alimentacién saludable.

El miércoles 25 de marzo, se celebré en la Sede de la RANF, una Mesa Redonda en la que colaboraron la Real
Academia Nacional de Farmacia y la Fundacion Lilly. EI tema: Debate y Actualizacion sobre "Etica y transparencia en la
investigacion biomédica".

Este importante acto fue presidido por el Presidente de la RANF, Excmo. Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez y el
Presidente de la Fundacion Lilly, limo. Sr. D. Javier Ellena Aramburu, quienes inauguraron y presentaron la sesion, y fue
moderada por el lImo. Sr. Honorio Carlos Bando Casado, Secretario de la Fundacion José Casares Gil de la RANF; y por el
Director de la Fundacion Lilly, Dr. José Antonio Sacristan del Castillo.

Las ponencias corrieron a cargo de los Prof. Dr. Javier Arias Diaz, Subdirector General del Instituto de Salud Carlos IlI:
"Marco ético en la investigacion cientifica". Dr. Rafaél Dal-Ré Saavedra, Programa BUC (Biociencias UAM+CSIC),
Campus de Excelencia Internacional, Universidad Auténoma de Madrid: "Comunicacion y difusion de los resultados de los
ensayos clinicos"; y D. Oscar Prieto Martinez, Presidente de la Asociacidn de Afectados por Tumores Cerebrales en Espafia
(ASATE): "Acceso a la informacion sobre ensayos clinicos. La perspectiva de los pacientes. Retos y oportunidades”.

El 26 de marzo se celebrd la Toma de Posesién como Académico Correspondiente del Ilmo. Sr. D. Wolfredo Wildpret
de la Torre, Catedratico Emérito de Bot&nica Universidad de la Laguna quien pronuncié su discurso titulado: "Mitos y
realidad de los Dragos". Fue presentado por el Académico de Nimero de la RANF, Excmo. Sr. D. Salvador Rivas Martinez.

Se refirié a que quizas no sea aventurado considerar al drago (Dracaena draco) como el vegetal m&s emblematico de
Canarias ya que, a pesar de no ser exclusivo de ellas, su portentosa e inconfundible estampa ha sido relacionada desde
tiempos remotos con las Islas Afortunadas. EI Drago por su sobrecogedor aspecto, que algunos han comparado con un
animal fabuloso, ha llamado siempre la atencién de propios y extrafios. Asi, ha sucedido desde la antigiiedad siendo
considerables las referencias que pueden encontrarse en algunos autores grecolatinos. En el barroco espafiol, fueron muchas
las obras literarias en las que se hace alusidn al drago y su "sangre". En el Archipiélago Canario, los dragos silvestres viven
en barrancos, laderas y riscos de las zonas bajas y medianias, en una posicion intermedia entre la vegetacion arido-semiarida
de los tabaibales y cardonales, y la vegetacién seco-subhimeda del Monte Verde, dentro de la potencialidad del bosque
terméfilo de sabinas y acebuches Junipero canariensis - Oleetum cerasiformis.

En cuanto a los honores que han recibido nuestros Académicos, hay que destacar: EI Excmo. Sr. D. César Nombela
Cano, Académico de NUumero de la Real Academia Nacional de Farmacia, ha sido nombrado "Hijo predilecto” de Carriches,
Toledo.

El Académico de NUimero de la Real Academia Nacional de Farmacia, el Excmo. Sr. D. Antonio Luis Doadrio Villarejo
ha sido elegido Académico de Numero de la Real Academia de Doctores de Espafia.

El pasado dia 25 de febrero, nuestro compafiero Académico Excmo. Sr. D. Benito del Castillo, recibid un doble
homenaje en la ciudad de Mérida, Venezuela, por parte del Concejo Municipal nominandole huésped distinguido de dicha
ciudad estudiantil. Asimismo, recibié un diploma como Colegiado de Honor del Colegio de Farmacéuticos del Estado de
Mérida, tras participar en varias conferencias y un tribunal de Tesis en la Facultad de Farmacia de la Universidad de los
Andes, de la que es Doctor Honoris Causa.

Dfia Carmen Pefia Lopez recibi6 el premio de la Real Academia de Farmacia de Catalufia en su reciente solemne Sesién
de apertura de curso, y Académica de Honor de la Academia de Farmacia de Castilla-Le6n y recientemente es nombrada
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Farmacéutica del afio.

El Dr. Pedro Guillen Garcia, Académico Correspondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia, ha sido elegido
"FIFA Medical Centre of Excellence". Dos Ministras del Gobierno Espafia y el delgado de la FIFA, le entregaron el
Diploma de excelencia, lo que honra los ambientes cientificos y sanitarios de nuestro pais.

El Dr. Alfredo Martinez Hernadndez, Académico Correspondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia, ha sido
elegido Académico Correspondiente Electo de la Real Academia de Farmacia de Catalufia, y tomaré posesion en el mes de
mayo.

Ademas la Academia ha albergado y participado en sesiones y actos extraordinarios relevantes para el mundo de la
ciencia y la investigacion.

El 11 de febrero, en los locales de la Casa de Iberoamérica de Cédiz, se reunid el tribunal encargado de la concesion de
la VII edicién del Premio Iberoamericano de Boténica José Celestino Mutis, Cortes de Cadiz. Con la asistencia como
representantes de la RANF del Excmo. Sr. D. Salvador Rivas Martinez, Académico de Nimero, el Excmo. Sr. D. Bartolomé
Ribas Ozonas, Académico Secretario y el Ilmo. Sr. D. Francisco Gonzalez de Posada, creador de dicho premio y Académico
Correspondiente RANF y de Numero de la RANM. Tras la correspondiente deliberacion se acordd por unanimidad,
atendiendo a la extraordinaria calidad e innovacidn cientifico-botanica a nivel internacional del trabajo, conceder el VII
Premio Iberoamericano de Botéanica "José Celestino Mutis" Cortes de Cédiz, a Don Gonzalo Navarro Sanchez.

El 24 de febrero dio comienzo la primera de las conferencias que el Instituto de Formacién Cofares y la RANF van a
impartir dentro del ciclo sobre “Intervencién Farmacéutica en Patologias Prevalentes”. En este caso trato sobre
“Conjuntivitis y Rinoconjuntivitis”.

El 24 de marzo tuvo lugar la segunda conferencia de COFARES y la RANF, dentro del ciclo nombrado anteriormente,
que trat6 sobre” Asmay EPOC”.

En el marco del convenio firmado entre la RANF y la Fundacion Dental Espafiola han tenido lugar en este trimestre los
siguientes actos:

El 26 de enero se celebrd la Toma de Posesion como Académico de Numero en la Medalla N°1, del Excmo. Sr. D.
Antonio Bascones Martinez, quien pronunci6 su discurso titulado “Medicina periodontal: una interrelacion entre la cavidad
bucal y el organismo general”.

El 16 de febrero tuvo lugar la Toma de Posesion en la Medalla N°2 del Excmo. Sr. D. Manuel Bravo Pérez, quien hablé
sobre “Calidad de Vida Oral”.

El 16 de marzo se celebré la Toma de Posesion de la Medalla N°3 del Excmo. Sr. D. Juan José Segura Egea, que
pronuncié su discurso “Respuesta inmune innata de la pulpa dental frente a la caries: el papel del odontoblasto”.

Y finalmente del 25 al 27 de marzo 2015, tuvo lugar en Barcelona el “VI Encuentro de Academias de Farmacia
Iberoamericanas”, al que asisti6 como delegado el Académico secretario Excmo. Sr. Bartolomé Ribas Ozonas y participaron
como ponentes los Académicos Antonio Monge Vega; Alfonso Dominguez-Gil Hurlé y D. Rafael Sentandreu Ramén.

Como objetivos se propusieron: la divulgacion del conocimiento cientifico a la poblacion en general y el asesoramiento
de las autoridades sanitarias y profesionales afines.

Educacion y formacién de la Sociedad, con preferencia de la juventud, futuro de la misma. Para ello consideramos
esencial el contacto con los Institutos y Colegios de Ensefianza.

Posicionamiento, opinién profesional e independiente de las Academias en el asesoramiento a las autoridades sanitarias,
farmacéuticos y profesionales afines y sociedad en general, para el bienestar y calidad de vida de la humanidad.

Se consideran todos ellos dentro del contexto de lo aconsejado por Su Majestad el Rey Felipe VI, con la difusién
indispensable a los medios de comunicacion y aplicacién de las Tecnologias de la Informacién y de las Comunicaciones,
para el conocimiento de las Academias por la Sociedad en general y en beneficio de la Humanidad.

Se consideraron temas de difusion por las Academias a la Sociedad: Origen, desarrollo del medicamento / Registro y
control / Vacunas / farmacos / productos innovadores / genéricos / productos bioldgicos / biosimilares / plantas medicinales
|/ farmacovigilancia y asesoramiento al Ministerio de la Salud / seguimiento del medicamento / qué es el medicamento y
objetivo de eficacia, dosis-peso / dosis-efecto / seguridad y eficacia frente a internet y ante la patologia/ confianza en los
efectos ante el engafio y adulteracion / eficacia medicamentosa y curacion de la enfermedad / evidencia del efecto
farmacol6gico en interés del paciente.

Y finalmente se tomaron decisiones: se desarrollard y publicard un “Documento de Barcelona 2015”, después del
consenso y supervision por las Academias participantes. Que la Reunidn sea bienal. La préxima Reunidn, el “VII Encuentro
de Academias de Farmacia Iberoamericanas” tenga lugar en Asuncion, Paraguay. Organizada por la Academia de Ciencias
Farmacéuticas de Paraguay. Y que se considera definitivamente “Invitada permanente” la Academia Nacional de Farmacia
de Francia, y que estuvo presente, como delegado de la misma, el Académico Claude Monneret, actual Vicepresidente, y
préximo Presidente.
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