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1. INTRODUCCION

A nivel global, el acceso a los medicamentos es
discriminatorio segun la ubicacion geogréfica o la
situacion econdmica, lo que amplia las desigualdades en
salud de las poblaciones. Segun la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), al menos un tercio de la poblacién
mundial no tiene acceso regular a medicamentos
esenciales y, especialmente en Africa, uno de cada diez
medicamentos que se encuentran a disposicion de los
pacientes estan caducados o adulterados. El Consejo de
Derechos Humanos de las Naciones Unidas, en una
resolucion adoptada el 1 de julio 2016, ha reconocido que
el acceso no discriminatorio a los medicamentos es "uno
de los elementos fundamentales para lograr
progresivamente la plena realizacion del derecho de toda
persona al disfrute del més alto nivel posible de salud
fisica y salud mental".

Los paises industrializados, con una poblacion
envejecida cada vez mas numerosa, se enfrentan a una
creciente demanda para gozar de una salud de calidad, y
desde los afios 70 han desarrollado programas para
promover la disponibilidad, el acceso, y el uso racional de
los medicamentos. Su mayor dificultad es realizar una
seleccion adecuada de los “medicamentos esenciales”,
considerando como tales a los que proporcionan el
tratamiento para un problema de salud considerado
prioritario (1). Su seleccion es consecuencia de la
importancia de dicho problema y de la evidencia clinica
acerca de su eficacia y seguridad, asi como de los que
tienen una mejor relacion coste/eficacia (eficiencia) entre
los distintos tratamientos disponibles. Desde 1977, la OMS
viene publicando cada dos afios una lista de medicamentos
esenciales para que sirva de modelo a los gobiernos de los
distintos paises, a las organizaciones no gubernamentales y
al sector privado (la Model Essential Medicines List,
EML), afadiéndose en el afio 2007 la WHO Model List of
Essential Medicines for Children (EMLc). Antes del afio
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2002 no se incluian en ellas algunos tratamientos por ser
demasiado caros, pero la introducciéon ese afio de 12
medicamentos anti-HIV a pesar de su alto coste, supuso un
cambio de concepto: los medicamentos deberian estar al
alcance de todos los pacientes que los necesiten (2).

Las modificaciones que se introducen en cada nueva
lista se llevan a cabo por un comité de expertos (el EML
Expert Committee) que estudia las propuestas de personas,
gobiernos, compafiias farmacéuticas y organizaciones
médicas. Este comité elabor6 en abril del 2015 la 192
Model List of Essential Medicines (EML) y la 5% Model
List of Essential Medicines for Children, en las que se
incluyeron 36 y 16 nuevos medicamentos respectivamente,
varios de los cuales afectan a tratamientos contra el cancer,
la hepatitis C y la tuberculosis multirresistente (MDR-TB).
Su gran ndmero, el coste de algunos de ellos, los
complejos y caros tests diagnosticos que se requieren para
su correcta prescripcion, y la inclusién de medicamentos
fuera de indicacion (con la consiguiente dificultad para
establecer las dosis y duracion de los tratamientos) han
sido objeto de diversos debates cientificos.

Dentro del coste global de los sistemas de salud, el
incremento del gasto farmacéutico y las politicas
enfocadas a contenerlo han adquirido gran relevancia, y
obligan a que muchos pacientes se pregunten si se
desarrollaran los medicamentos que necesitan o de dénde
saldra el dinero para costearlos. Ademas, no les resulta
sencillo comprender por qué razén el precio que deben
pagar por ellos es tan elevado. Las respuestas a estas
preguntas son necesariamente complejas, pero el primer
paso para encontrarlas seria reconocer que la continuidad
del statu quo es insostenible (3). ¢(Tenemos miedo de
hablar de las dificultades econémicas para sostener la
asistencia sanitaria y costear el precio de los
medicamentos? Lo que sin duda es una realidad irrefutable
es que las necesidades en salud de la poblacién son
practicamente infinitas, pero los recursos disponibles para
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afrontarlas no lo son. Se podria aplicar aqui una célebre
frase de Francisco Camb6: “Hay dos maneras de llegar al
desastre: una, pedir lo imposible; otra, retrasar lo
inevitable”.

Para alguien convencido de la enorme importancia que
ha tenido, tiene y tendré la innovacion farmacéutica en la
salud, resulta muy dificil compartir las durisimas criticas
que recibe la industria farmacéutica, a la que se considera
poco transparente, manipuladora de informacién, e
insaciable econdémicamente. En las ultimas décadas, el
desarrollo de nuevos farmacos ha alargado la vida media y
mejorado notablemente la calidad de vida de millones de
personas en todo el mundo; las vacunas han reducido
notablemente la prevalencia de enfermedades como la
poliomielitis; los farmacos antiretrovirales han cambiado
la vida de los enfermos afectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV); y los tratamientos
personalizados con farmacos anticancer dirigidos a dianas
especificas permiten esperar importantes avances en este
campo. Sin embargo, a pesar del innegable progreso en
estas y otras muchas enfermedades, millones de personas
que las padecen mueren porque no pueden acceder a los
tratamientos que estan disponibles para los que pueden
costearlos.

2. CARACTERISTICAS DE LA
INVESTIGACION Y EL DESARROLLO
FARMACEUTICOS

Aunque puede aplicarse a otras industrias, el riesgo, la
complejidad y la incertidumbre caracterizan al negocio de
las empresas farmacéuticas. La investigacion farmacéutica
se dirige en gran medida a desarrollar medicamentos
rentables para satisfacer a los inversores que la sostienen y
enfrentarse a la competencia cada vez mas amplia del
mercado de medicamentos genéricos (4). Segln la OMS,
un medicamento genérico “es un producto farmacéutico,
usualmente destinado a ser intercambiable con un producto
innovador, que es fabricado sin una licencia de la
compafia innovadora y comercializado después de la
fecha de expiracion de la patente u otros derechos
exclusivos”. En contraposicion a los derechos e intereses
de la industria farmacéutica, la sociedad reclama que los
precios de los nuevos medicamentos no sean tan altos y
que no se abandone el desarrollo de farmacos “huérfanos”
ni el abordaje de tratamientos de enfermedades del mundo
no desarrollado.

Los farmacos “huérfanos” merecen ser comentados
para entender por qué representan el 25 % de los nuevos
medicamentos en la Unién Europea. Se califican asi los
medicamentos dirigidos a cubrir necesidades de salud
publica que no se han cubierto todavia por la industria
farmacéutica, fundamentalmente por razones econémicas.
Para que un medicamento se designe como “huérfano” en
la Unién Europea debe cumplir los siguientes requisitos: 1)
que sirva para el diagnostico, prevencion o tratamiento de
una enfermedad que amenace la vida o conlleve una
incapacidad crénica; 2) que la prevalencia de la
enfermedad en la Unién Europea no sea mayor de
5/10.000 habitantes o resulte improbable que la
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comercializacion del medicamento genere suficientes
ingresos para justificar la inversion necesaria para
desarrollarlo; y 3) que no exista ninguna terapia
satisfactoria autorizada para dicha afeccion o, de existir,
que el medicamento aporte un beneficio considerable. Esta
calificacion se concede por las agencias reguladoras como
un paso previo a su desarrollo clinico, y esto conlleva
incentivos para el laboratorio que lo va a realizar. Dado
que la investigacion clinica de los medicamentos
“huérfanos” se enfrenta al problema del escaso nimero de
pacientes con enfermedades raras, se admiten disefios de
ensayos clinicos alternativos, lo que puede afectar a la
calidad de estos. Segun los expertos, esta investigacion es
“claramente mejorable”, y algunos se preguntan si se esta
tergiversando la definicion de enfermedad rara, si la
condicion de “huérfano” deberia tenerse en cuenta en la
evaluacion farmacoeconémica, y si las compafiias
farmacéuticas estan abusando de esta regulacién para
lanzar al mercado mas rapidamente sus medicamentos. Su
elevado coste tampoco parece justificable en muchos
casos, debido a que esta investigacion cuenta con
importantes ayudas publicas. Desde los sistemas de salud
se intenta abordar los problemas mediante la elaboracion
de informes de posicionamiento terapéutico y la
negociacién de contratos de riesgo compartido con las
compafiias farmacéuticas, de los que hablaremos mas
adelante (5).

La investigacion y desarrollo de nuevas vacunas,
medicamentos y métodos de diagnéstico se realizan a
menudo en universidades y otras instituciones de
investigacién publica, estimandose que a nivel mundial el
41 % de los gastos invertidos en esta I+D estan
subvencionados con los fondos que manejan dichas
instituciones. Sin embargo, son pocas las organizaciones
publicas o filantrépicas que pueden abordar los costes que
implica el desarrollo clinico, por lo que la entrada de la
industria farmacéutica es necesaria para llevar estos
productos al mercado. El sistema de colaboracion mas
frecuente consiste en que los laboratorios publicos
desarrollan moléculas hasta una fase muy avanzada
(investigacion béasica y preclinica), y las grandes
compafiias se ocupan de los ensayos clinicos con
pacientes. En esta situacién, es la empresa la que se
beneficia en mayor medida de las correspondientes
patentes. Asi lo estima la BUKO-Pharma-Kampagne,
formada por un conjunto de grupos que trabajan en
Alemania a favor del tercer mundo.

El tratamiento de las enfermedades que afectan
fundamentalmente al tercer mundo es un objetivo dificil de
cumplir. Si nos centramos en el caso de la malaria, incluso
siendo uno de los casos méas exitosos, aln existen
importantes necesidades que cubrir. Se necesitan todavia
diagnosticos rapidos y fiables (particularmente para
detectar el parasito P. vivax), superar las resistencias a los
medicamentos e insecticidas, desarrollar tratamientos que
consigan la curacidn total y bloqueen la transmisién de las
personas infectadas pero asintomaticas Y,
fundamentalmente, desarrollar vacunas efectivas. La OMS
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ha estimado que habria que invertir 673 millones de
dolares anuales hasta el 2030 y, ademas, lograr la
participacién de las empresas farmacéuticas para su
comercializacion (6).

La inversibn en investigacion farmacéutica es
fundamental para avanzar en sanidad, y es crucial para el
futuro de la UE. Sin embargo, Europa dedica anualmente a
la misma un 0,8 % del PIB menos que EEUU y un 1,5 %
menos que Japdn. Para paliar este desfase, el Parlamento
Europeo aprob6 en noviembre de 2013 un instrumento
financiero plurianual denominado Horizonte 2020, al que
se asignd un presupuesto de 77.000 millones de euros
durante el periodo 2014-2020, a fin de eliminar obstéculos
y facilitar que el sector privado y el publico caminen
juntos. Su objetivo es que se invierta un 3 % del PIB en
innovacion sanitaria antes de 2020 (7).

Cuando la industria farmacéutica decide desarrollar
una molécula basandose en sus caracteristicas altamente
prometedoras segun los resultados de la investigacion
bésica, el éxito estd muy lejos de estar garantizado. En
palabras de P. Roy Vagelos, que fue un importante
Director Ejecutivo de la empresa Merck & Co: “The vast
majority of basic research projects fail. The amazing thing
is that some succeed”. Otro rasgo diferencial de la
industria farmacéutica es ser uno de los sectores més
regulados, ya que sus productos han de ser aprobados por
las correspondientes agencias gubernamentales. EI Centro
Tufts para el Estudio del Desarrollo de Farmacos (Tufts
CSDD), que pertenece a una universidad privada ubicada
en Medford, Massachusetts, estim6 en 2014 que la
probabilidad de que un candidato a farmaco progrese
desde los primeros ensayos con pacientes (fases 1 y Il) a
los de fase 11l que implican un gran nimero de pacientes,
era del 35,52 %. De estos, s6lo un 55,97 % llegan a
presentarse para su aprobacién por las agencias
reguladoras (8). A su vez, estas agencias han de analizar
una gran informacién, contenida en unas 50.000 paginas
como media, y han de superar las presiones de
asociaciones de enfermos, empresas y politicos. La
aprobacién de un farmaco que acaba produciendo efectos
secundarios adversos puede levantar un gran revuelo social
y conducir al establecimiento de controles todavia mas
estrictos, mientras que una decisién negativa puede
desincentivar la investigacion y afectar al empleo de miles
de trabajadores muy cualificados. Si procede la retirada de
un medicamento tras su comercializacidn, también pueden
establecerse conflictos de interés. Casos como el uso de
benfluorex (Mediator®), un adyuvante para el tratamiento
de la hiperlipidemia y la diabetes usado también fuera de
indicacion para la obesidad que caus6 valvulopatias, o el
uso en embarazadas del anticonvulsivo valproato sédico
(Depakine®), que caus6 malformaciones congénitas y
alteraciones del desarrollo en su progenie, estdn todavia
sin terminar de resolver (9).

Los efectos de los tratamientos a largo plazo y las
interacciones entre distintos farmacos han aumentado la
importancia de los estudios clinicos de fase IV como
medio para detectar efectos secundarios que hayan pasado
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inadvertidos en las fases I-11l. Pero, como ya se comentd
con motivo de la retirada en septiembre del 2004 del
inhibidor de COX-2 rofecoxib (Vioxx®) (10), estos
estudios tienen dos efectos opuestos: por una parte
aumentan la seguridad de los medicamentos y por otra
aumentan la inversion y el riesgo de su desarrollo y, por lo
tanto, el coste final. Sin embargo, a pesar de estas
dificultades, la industria farmacéutica es uno de los
sectores empresariales mas rentables e influyentes del
mundo.

3. EL SISTEMA DE PATENTES Y EL
DERECHO A LA SALUD. ACUERDOS ADPIC
Y ACUERDOS DE LIBRE COMERCIO

Las reglas del mercado y la proteccion de la propiedad
intelectual con patentes se desarrollaron para promover el
crecimiento econémico e incentivar la innovacién. En
1994, los acuerdos de la World Trade Organization (WTO)
sobre los Trade-Related Aspects of Intellectual Property
Rights (TRIPS) marcaron el comienzo de la proteccion y
fortalecimiento de la propiedad intelectual a nivel global,
introduciendo al mismo tiempo “flexibilidades” por las
que los paises podrian satisfacer los requerimientos de sus
ciudadanos relacionados con su salud. El problema se
centra en como lograr estas flexibilidades.

En 2003 la Organizacion Mundial del Comercio
(OMC), que se ocupa desde 1995 de las normas que rigen
el comercio entre los paises, al margen de la ONU y otros
organismos como el Banco Mundial o el FMI, propuso que
si un pais estd inmerso en una crisis sanitaria no respete la
proteccion intelectual para un farmaco y fabrique o
importe un genérico. Dentro del Acuerdo sobre los
Aspectos de los Derechos de Propiedad Intelectual
(ADPIC) parecia abrirse el camino a una de las
reivindicaciones de muchas ONG (“Médicos sin
Fronteras” depende de los farmacos genéricos para sus
actividades médicas en todo el mundo), pero la principal
reaccion de los gobiernos de los paises desarrollados ha
sido manifestar su preocupacién por el respeto de los
derechos de propiedad intelectual a nivel internacional,
dando lugar a disputas formales o al uso de medios de
presion, como veremos en alguno de los siguientes
ejemplos.

La India se conoce como la “farmacia del mundo en
desarrollo”, porque tiene una ley de patentes que permite a
los fabricantes de genéricos competir por el mercado y
producir muchas versiones genéricas asequibles de
farmacos patentados en otros lugares, poniendo muy alto
el liston para reconocer en la India dichas patentes. El
gobierno de Brasil ha sido muy activo para favorecer la
produccion de medicamentos genéricos, y en las
negociaciones con las compafias farmacéuticas comenzé
desde el afio 2001 a amenazar con adoptar medidas
polémicas, como las licencias obligatorias (que equivalen
al no reconocimiento de las patentes originales). En el afio
2007, Brasil se convirtio en el primer pais de Iberoamérica
que cumplié esta amenaza al suspender la patente del
agente anti-HIV de Merck Sharp&Dohme efavirenz
(Sustiva®), que era el mas utilizado en este pais para el
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tratamiento del SIDA. Esta decisiobn se tomé tras las
negociaciones en las que Brasil exigia a la empresa el
mismo precio ofrecido por esta a Tailandia (0,65 délares
por cada comprimido de 600 mg), mientras que la
compafiia imponia a Brasil un precio de 1,59 délares por
cada uno de estos comprimidos. La propuesta final de
Merck fue reducir un 2 % del precio, pero fue rechazada
por el gobierno de Brasil por considerarla insuficiente. El
Ministerio de Salud Publica de Tailandia habia conseguido
para efavirenz el precio que hemos mencionado tras
amenazar con decretar una licencia obligatoria por cinco
afios. En enero de 2007, anunci6 su intencién de
promulgar nuevas licencias obligatorias para el
antirretroviral de Abbott Kaletra® (una combinacién de
lopinavir y ritonavir). Abbott decidié retirar todas sus
solicitudes de registro en Tailandia y no sacar al mercado
tailandés ningin medicamento nuevo, incluido Aluvia®,
una versién termoestable de Kaletra® pero Tailandia
amenazé con importar el genérico de la India, por lo que
Abbott aceptd reducir su coste. Las compafiias Sanofi
Aventis y Bristol-Meyers Squibb también ofrecieron un
mejor precio para su anticoagulante clopidogrel (Plavix®)
después de que Tailandia anunciara para este medicamento
una licencia obligatoria. En 2008 el Ministerio de Salud de
Brasil declard medicamento de interés pablico a tenofovir
(Viread®), el primer agente anti-VIH dentro del grupo de
anélogos de nucledtidos inhibidores de transcriptasa
inversa que mostr6 una actividad duradera (también es
activo frente a la hepatitis). Dicho ministerio rechazé la
patente de la compafiia Gilead Sciences, alegando que no
existia la actividad inventiva requerida para patentar un
medicamento. En consecuencia, empezd a producir la
version genérica, que sali6 al mercado en 2011.
Curiosamente, hoy dia, cerca del 40 % del mercado de
genéricos en Brasil estd en manos de grandes
farmacéuticas internacionales como Sanofi-Aventis y
Pfizer. En abril del afio 2009, Sanofi-Aventis adquirié
Medley (la principal empresa de genéricos en Brasil),
mientras que Pfizer adquirié el 40 % del Laboratorio Teuto
Brasileio en 2010, posiblemente por la extinciéon de
algunas patentes clave para el negocio de esta compafiia en
Brasil, como las de Viagra y Lipitor.

Desde el afio 2008 se han efectuado confiscaciones de
medicamentos genéricos originarios de India en transito
por puertos y aeropuertos de la Unién Europea,
especialmente de los Paises Bajos hacia Brasil, por
infraccion de patentes, aunque estas medidas se justifican
formalmente como parte del esfuerzo realizado para
identificar y evitar el comercio de medicamentos falsos.

Con el fin de garantizar un mayor grado de proteccién
a los derechos de propiedad intelectual que los
establecidos por el Acuerdo sobre los ADPIC, los paises
desarrollados estan buscando la promocion de acuerdos de
libre comercio. Uno de los elementos méas controvertidos
de estos acuerdos se refiere a la protecciéon de los datos
que se presenten en relacién a un producto. En el caso de
un medicamento, se trata de garantizar que los datos de
seguridad y eficacia que se aportan para su registro y
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autorizacion no puedan ser utilizados por un tercero,
impidiendo asi que las autoridades sanitarias puedan
autorizar otro medicamento solicitado como esencialmente
similar, mediante un dossier de registro abreviado. Todo lo
que el genérico tiene que demostrar es que es idéntico al
producto original, mientras que si los datos de los ensayos
clinicos de una compafiia originaria estan protegidos por la
“exclusividad”, los productores de genéricos tendrian que
presentar sus propios datos sobre seguridad y eficacia del
medicamento en cuestién para poder registrarlo. Esto les
obligaria a repetir los ensayos clinicos, algo que requeriria
afos.

En septiembre del 2015, 193 estados miembros de las
Naciones Unidas aprobaron la 2030 Agenda para lograr un
desarrollo sostenible en el afio 2030. Dentro de esta agenda
se nombré un panel de expertos para resolver el
enfrentamiento entre el sistema de patentes y el derecho a
la salud (High-Level Panel on Innovation and Access to
Health Technologies). Como hemos visto, el sistema de
patentes protege la propiedad intelectual pero es una
barrera que impide el acceso a muchos medicamentos
esenciales.

4, ECONOMIA Y SALUD

Sin olvidar que los enfoques para resolver los
problemas de la salud publica estan fuertemente ligados a
las ideologias sociales y politicas, es indudable que
dependen de las disponibilidades econdmicas de los
ciudadanos y de los gobiernos. El quinto Foro Europeo
sobre Bioética, celebrado en Estrasburgo en febrero de
2015, se dedico a debatir la relacion entre la economia y la
salud. Aunque siempre puede haber propuestas para
abaratar los costes de la salud® es evidente que, como se
dijo en dicho foro: "no money, no health".

Las dificultades para sufragar la asistencia sanitaria
afectan no s6lo a los paises en vias de desarrollo sino
también a paises avanzados econémicamente y, aunque no
adquieren demasiada relevancia meditica, las propuestas
para solucionarlas influyen en gran medida en sus vaivenes
politicos. Las dificultades para mantener el National
Health System (NHS) en el Reino Unido han tenido cierta
influencia en el Brexit. Ya en 2012, una encuesta del
Macmillan Cancer Support revelé que un 67 % de los
oncologos y otros profesionales sanitarios de dicho pais
conocian casos de pacientes a los que se les habia
denegado un tratamiento por tener una edad avanzada vy,
recientemente, la entidad que gestiona la sanidad publica
del Valle de York ha propuesto que los hospitales con
problemas de liquidez retrasen operaciones no urgentes a
pacientes obesos y fumadores. Estos datos y otros muchos

! Entre las propuestas mas “originales” podrfa incluirse
una reciente del Ministerio de Sanidad de Guatemala para
promover que terapeutas mayas colaboren con los
profesionales médicos en patologias derivadas de la
supersticion, como el mal de ojo, la pérdida del alma, los
sustos y los antojos.
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justifican las palabras de Simon Stevens, Director
Ejecutivo del NHS los dias previos al Brexit: “When the
British economy sneezes, the NHS catches a cold." Los
partidarios del Brexit afirmaban que, si se aprobaba la
salida del Reino Unido, parte de la aportacién econémica
que ya no tendria que enviar a Europa se dedicaria a
mejorar los problemas de la sanidad britanica.

La sanidad es uno de los pilares fundamentales sobre
los que se asienta el modelo social europeo. Un indicador
clasico que se utiliza para valorar el funcionamiento de los
sistemas sanitarios en los distintos paises es la
participacién del gasto sanitario total en el PIB. En el afio
2012 era cercano al 12 % en Holanda, mientras que
Alemania y Francia superaban ligeramente el 11 % y
Espafia e Italia tenian una participacion de 9,2 %. Este no
es siempre un indicador fiable si tenemos en cuenta que
Estados Unidos, con una participacion del gasto sanitario
total del 20 % del PIB, tiene 40 millones de ciudadanos sin
cobertura sanitaria. No deja de ser sorprendente que, a
pesar de los avances producidos en los Gltimos afios, el
pais mas avanzado en las tecnologias de la salud no haya
sido todavia capaz de lograr mejores perspectivas para el
cuidado de todos sus ciudadanos. Con motivo de las
préximas elecciones presidenciales norteamericanas, la
revista The Lancet ha dedicado algunos editoriales a este
asunto, resaltando los distintos enfoques que los
candidatos dan al mantenimiento o revision de la
Affordable Care Act (ACA), al trabajo para disminuir los
costes relacionados con el cuidado de la salud y al
fortalecimiento de la investigacion biomédica (11). La
candidata demdcrata Hillary Clinton ha manifestado su
preocupacién por el aumento del coste de los
medicamentos y su empefio en rebajarlo. Su ahora
compafiero de campafia, Bernie Sanders, ha emprendido
entre otras acciones una lucha con la empresa
norteamericana Ariad Pharmaceuticals por el aumento de
precio de ponatinib (Iclusig®), un potente inhibidor de
varios tipos de cinasas (Bcr-Abl, VEGFR y FGFR), que
fue aprobado por la FDA en 2012 para el tratamiento de la
leucemia mieloide cronica (12). Es la cuarta vez que la
empresa ha subido su precio a lo largo de este afio, hasta
que el tratamiento anual ha alcanzado un coste préximo a
los 199.000 dolares.

Ademas de la participacion del gasto sanitario total en
el PIB, hay otros indicadores igualmente importantes: la
eficiencia en la gestién de los recursos, la mayor o menor
accesibilidad de los ciudadanos a las prestaciones vy
servicios, los copagos, la calidad de la asistencia y, sobre
todo, los resultados en salud. Los copagos, considerados a
dia de hoy un requisito y al mismo tiempo una barrera para
acceder a la asistencia en la UE, estan generalizados hoy
en un amplio nimero de paises miembros, aunque Espafia,
Dinamarca y Reino Unido no los aplican en los
tratamientos hospitalarios. Otro indicador importante para
valorar los sistemas sanitarios es el de la esperanza de vida
después de los 65 afios. Una mayor longevidad refleja en
general mayor frecuentacién asistencial, mayor consumo
de medicamentos y mayor nimero de personas con
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discapacidad y dependencia que requieren servicios
especiales, luego demuestra que el sistema es mas eficaz.

En el contexto de crisis econdmica actual, el gran reto
de la sanidad en Espafia es lograr una prestacién eficiente
que facilite de manera sostenible la promocién y el acceso
clinico a la innovacién asistencial. El Ministerio de
Hacienda en funciones realizd el pasado mes de julio el
Cierre Contable de la Administracion (13), que impedia
aprobar nuevos gastos a fin de afrontar la desviacién del
déficit pablico y cumplir con las exigencias de nuevos
recortes impuestas por la Comisién Europea. Con esta
medida, se pretendia un ahorro de 1.000.000 € en la
Sanidad Publica, cuyo gasto se recortd en un 11 % entre
los afios 2008 y 2015 (méas de 9.000 millones de euros),
pero no se contuvo el que corresponde a los
medicamentos, que creci6 hasta los 9.362.000 €. En 2013,
segin un estudio de la Association of the British
Pharmaceutical Industry (ABPI), nuestro pais se situaba,
respecto al consumo de medicamentos, en uno de los
primeros lugares a nivel mundial. Por otra parte, un
reciente estudio realizado en Espafia, Dinamarca,
Alemania, Suecia y el Reino Unido sobre el consumo en
Europa de ciertos medicamentos sin receta (opioides,
sedantes y estimulantes), ha revelado que nuestro pais es
lider en el consumo de medicamentos como Orfidal®,
Trankimazin® o Valium® (14). El gasto en medicamentos
hospitalarios crecié un 26 % a lo largo del 2015 (debido
principalmente a los nuevos medicamentos contra la
hepatitis C) y sigue haciéndolo a lo largo del 2016,
aumentando también el gasto en los medicamentos
expedidos en farmacias no hospitalarias. Por otra parte, el
gasto sanitario gestionado por el sector privado en Espafia
ha ido creciendo hasta situarse en el 29 % del gasto
sanitario total.

Si se estudia el gasto farmacéutico se encuentran datos
contradictorios, y algunas fuentes de informacién
proporcionan cifras més bajas que las que aqui se
mencionan. No obstante, puede afirmarse que las politicas
para reducirlo han fracasado hasta el momento. Entre ellas
se encuentra la introduccién del copago de medicamentos
(Real Decreto Ley 16/2012) o la creacion del Fondo de
Liquidez Autondmica. Tampoco parece haberse cumplido
el acuerdo con la industria farmacéutica para que el gasto
en medicamentos no creciera por encima de limites
establecidos. Segun instituciones  especializadas que
estudian como puede optimizarse la repercusion del gasto
farmacéutico en el coste de los sistemas nacionales de
salud, como la Office of Health Economics promovida por
la ABPI o el Departamento de Estudios Econdémicos de
Farmaindustria, parece claro que lograr descuentos en los
precios de los medicamentos por parte de las
administraciones publicas ha resultado menos eficaz que la
creacion de mercados competitivos para los farmacos
genéricos, una politica que se ha impulsado sobre todo en
Estados Unidos, el Reino Unido, Alemania y Suecia (15).
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5. POLITICAS FARMACEUTICAS
NOVEDOSAS. LOS ACUERDOS “DE RIESGOS
COMPARTIDOS” Y LOS DE “TECHO DE
GASTO”

El coste de los fArmacos atrae mas la atencion que el de
los internamientos y los servicios hospitalarios, porque son
la parte del gasto méas “gerenciable”. Los nuevos
medicamentos se producen e incorporan principalmente en
la farmacia hospitalaria, cuyo gasto supone alrededor de
un tercio del gasto farmacéutico total. Sus servicios han de
comprar bien, gestionar mejor, seleccionar adecuadamente
a los pacientes, y evaluar correctamente los medicamentos
que llegan. Su gestion ha tenido que hacer frente a la
incorporacion de sistemas de informacion, la evaluacién de
objetivos asistenciales y econdmicos, la centralizacién de
compras, los contratos de gestion, o los acuerdos de riesgo
compartido o pago por resultados (aunque estos se realizan
normalmente a nivel institucional).

Los acuerdos de riesgo compartido (ARC) son
acuerdos de acceso gerenciado (Managed entry
agreements) que tratan de resolver los conflictos entre la
incertidumbre que genera un nuevo medicamento y la
propuesta de su valor. Se conoce la eficacia de un nuevo
medicamento por sus resultados en los ensayos clinicos,
pero no su efectividad en la practica médica. Por ello, las
administraciones publicas y el sector privado acuerdan
compartir los riesgos (16).

Se considera que el primer ejemplo de acuerdo de
riesgo compartido, basado en resultados clinicos, se realizd
en 1994 entre la administracion de EEUU vy la compafiia
farmacéutica Merck & Co (MSD en el resto de paises). En
él, la empresa garantizaba devolver el coste de finasterida
(Proscar®) para tratar la hiperplasia benigna de préstata si
el paciente requeria cirugia después de un afio de
tratamiento (17). La primera iniciativa europea tuvo lugar
entre Dinamarca y Novartis en 2004, con un acuerdo del
tipo “si no cura, no se paga” para el antihipertensivo
amlodipino. En 2010 se firmo el primero de este tipo de
contratos en Espafa, entre el Hospital Virgen de las Nieves
de Granada y la empresa GSK para utilizar ambrisentan
(Volibris®) en el tratamiento de la hipertensién pulmonar.
Los criterios que se tuvieron en cuenta en este caso fueron
el alto impacto econdémico del tratamiento y que el
parametro para valorar la respuesta era facil de medir al
cabo de doce semanas: el test de la marcha de los seis
minutos. La media de mejoria de los pacientes en el
ensayo clinico era una marcha de 36 metros. Si el
resultado en un paciente superaba la media, el hospital
pagaba la totalidad del medicamento, pero, si era inferior,
iba pagando menos hasta un limite de 28 metros. A nivel
institucional, el Ministerio de Sanidad (a través de la
direccion general de Cartera Baésica de Servicios y
Farmacia) anunciaba a finales de 2013 su entrada en el
mundo del riesgo compartido con el farmaco fampridina
(Fampyra®), un farmaco pensado para la mejora de la
marcha en pacientes de esclerosis multiple con EDSS
(escala ampliada del estado de discapacidad) de 4 a 7.
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Debido a que la evidencia generada en los ensayos clinicos
solo garantizaba un beneficio para el 40 % de los afectados
por esta enfermedad, la financiacion de este farmaco
estaria sujeta a una férmula en la que la compafia
biotecnoldgica Biogen Idec y la Administracién
compartirian riesgos. Esta no tendria que pagar nada en las
primeras dos semanas de tratamiento y, tras este periodo,
se le aplicarian al paciente dos pruebas de forma que, si
este consigue una mejora de la marcha del 20 % o
superior, continda la terapia y se paga el medicamento,
pero en caso contrario no hay que pagar nada.

Todos estos acuerdos permiten compensar las
incertidumbres en torno a los resultados en condiciones de
préctica clinica habitual de un nuevo producto, pero son
procesos lentos y complejos técnicamente que han de
disefiarse caso por caso y tienen un seguimiento dificil. Por
ello, una de sus principales dificultades es el temor de que
el coste administrativo de su puesta en marcha vy
monitorizacién pueda ser mayor que la disminucién del
coste del medicamento. En Espafia estan teniendo mas
éxito los “acuerdos de techo méximo de gasto” que los de
riesgos compartidos, porque son menos complejos en su
formulacion y més féciles de medir por parte de la
administracién. Este es el caso de tratamientos para la
hepatitis C en los que el sistema paga hasta un nivel de
gasto, tras el cual lo cubre la farmacéutica. En septiembre
de 2014 el Ministerio de Sanidad y MSD llegaron a un
acuerdo para aprobar y financiar un costoso tratamiento
para dicha enfermedad con una triple terapia que incluia al
inhibidor de proteasa boceprevir (Victrelis®), aprobado por
la FDA en 2011. En noviembre de 2015, la Administracion
General del Estado (representada por los ministros de
Hacienda y Administraciones Puablicas y de Sanidad,
Servicios Sociales e Igualdad) y la industria farmacéutica
(representada por el presidente de la patronal de la
industria farmacéutica (Farmaindustria), firmaron un
protocolo de colaboracion para garantizar el acceso a los
nuevos medicamentos sin comprometer la sostenibilidad
del sistema sanitario. La eficacia de este protocolo no ha
sido todavia evaluada.

6. EL PRECIO DE LOS MEDICAMENTOS

La asociacion “Médicos sin Fronteras” ha considerado
imposible la utilizacién en los paises pobres de varios
farmacos considerados esenciales en las Ultimas listas de la
OMS. Citemos como ejemplos el tratamiento de la
tuberculosis con bedaquilina (Sirturo®) y el de la hepatitis
C con sofosbuvir (Sovaldi®). Bedaquilina se descubrié en
el afio 2005 en la empresa farmacéutica Tibotec, y se
desarroll6 en la empresa Janssen Pharmaceutica, siendo
aprobada por la FDA en diciembre del afio 2012 tras 40
aflos en que no se aprobaba ningln farmaco
antituberculoso. En 2014 fue autorizada en la Union
Europea (18). Su seleccion entre varios derivados de
diarilquinolina  como un candidato a farmaco
antituberculoso se debié a su capacidad para inhibir la
sintasa de ATP micobacteriana y por su actividad frente a
cepas de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) susceptibles y
resistentes (19). Sin embargo, su aprobacién acelerada por
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la FDA suscito cierta controversia porque en vez de la
disminucion de la letalidad se utiliz6 como criterio de
actividad su capacidad para convertir el cultivo de esputo
de los pacientes de positivo para Mtb en negativo. El coste
de 6 meses de tratamiento con bedaquilina fluctda entre
30.000, 3.000 y 900 ddlares, segiin que se trate de paises
de ingresos altos, medios 0 bajos. En Espafia no esta
financiado por el SNS (20).

En cuanto a la hepatitis C, la OMS estima que entre
130 y 150 millones de personas son portadoras del virus
que la provoca (HCV). El tratamiento con sofosbuvir de
los genotipos 1 y 2 de este virus dura 12 semanas y su
coste en EEUU se cifra alrededor de 84.000 délares (1.000
$/dia). Si se trata el genotipo 3, que requiere 24 semanas,
su coste sube a 168.000 ddlares. Se calcula que el primer
tratamiento mencionado supone un gasto en el Reino
Unido de 44.000 €, de unos 40.000 € en Francia y
alrededor de 13.000 € en Espafa, mientras que ese mismo
tratamiento utilizando la version genérica se vende en
India por 220 € (21). Las patentes para sofosbuvir
terminan en 2029, pero han sido rechazadas en Egipto,
China y Ucrania, y se han presentado distintas oposiciones
en Argentina, Brasil, Rusia, Tailandia y la Unién Europea.
El colectivo Initiative for medicines, access and
knowledge (I-MAK) y la Red de Delhi de Personas
Positivas presentaron en noviembre de 2013 su oposicién a
la patente del sofosbuvir de Gilead argumentando que el
farmaco era “un avance antiguo” y que la patente no
cumplia con el estdndar necesario para ser patentado en
India. Pero cuando en febrero de 2016 tuvo lugar la
correspondiente audiencia en la Oficina de Patentes de ese
pais, esta otorgd la patente a Gilead Secuencies, una
decision calificada por “Médicos Sin Fronteras” como una
"mala noticia". La asociacion “Médicos del Mundo”,
asesorada por I-MAK, también presentd un recurso contra
la patente de Gilead en la Oficina Europea de Patentes el
10 de febrero de 2015 por considerar que no cumple con
los criterios definidos por la Convencion Europea sobre
Patentes (EPO). Este recurso se ha resuelto el 5 de octubre
de 2016 tras una audiencia publica de dos dias en la sede
de la Oficina Europea de Patentes en Mdnich (Alemania).
Esta oficina no acepté en su totalidad los argumentos
planteados por la empresa para defender su patente y
decidid que “se mantenga s6lo parcialmente”. Esto
significa que no se ha revocado, aunque se ha obligado a
Gilead a introducir modificaciones que todavia no se
conocen, siendo imposible predecir ahora si estas podrian
conllevar cambios en los precios (22).

En Espafia, el Ministerio de Sanidad acord6 a finales
de 2014 un precio de 25.000 euros por el tratamiento de 12
semanas con Sovaldi® con un tope de gasto de 125
millones anuales (que es el coste de 6.000 tratamientos). El
Informe de Posicionamiento Terapéutico del Ministerio
acotaba su uso como tratamiento de primera instancia y
sefialaba la posibilidad de usar tratamientos alternativos
para el grueso de enfermos. Al parecer, la utilizacion de
este antiviral y de otros dirigidos a la misma enfermedad
supuso para Espafia un incremento del 23 % en el gasto
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farmacéutico hospitalario en el afio 2015.

Como vemos, los precios de Sovaldi® impuestos por
Gilead han generado un rechazo por considerarlos
inabordables, aunque muchos piensan que estan
justificadas por las ventajas que suponen frente a
tratamientos alternativos. Entre los que critican estos
precios se encuentra Jeffreys Sachs, un exprofesor de la
Universidad de Harvard que fue asesor de Naciones
Unidas y colabora con distintas agencias internacionales.
Sach desatd una gran polémica al publicar un articulo
titulado “La codicia de Gilead que mata”, en el que
argumentaba que la mayor parte de la investigacion bésica
de sofosbuvir se realiz6 con fondos publicos de Estados
Unidos, la empresa privada Pharmasett participé luego
invirtiendo menos de 200 millones de ddlares en su
investigacion y desarrollo, y Gilead Sciences compré este
y otros compuestos en 2011 por 11.000 millones de
ddlares, actuando al final del proceso poco tiempo antes de
su aprobacidn por la FDA. Sach calcula que Gilead habria
recuperado su inversion a los dos afos de su aprobacion.

En noviembre de 2015, para expresar las barreras que
suponia el coste de los farmacos anti HCV, un editorial de
la revista The Lancet utiliz6 parte de la conversacion entre
Cecil Graham y Lord Darlington en “Lady Windermeree’s
Fan” de Oscar Wilde: “What is a cynic?: A man who
knows the price of everything and the value of nothing”
(23).

Ahora veamos el lado farmacolégico de sofosbuvir: se
trata de un profarmaco que se metaboliza originando 2'-
desoxi-2'-a-fluoro-B-C-metiluridina-5'-trifosfato, y este
metabolito es el que inhibe la polimerasa de ARN, una
enzima que utiliza el virus HCV para la sintesis de su
ARN. Sofosbuvir fue aprobado por la FDA el 6 de
diciembre del 2013 en combinacion con ribavirina (RBV)
para el tratamiento oral de la hepatitis C producida por los
genotipos 2 y 3 del virus, mientras que los genotipos 1y 4
requieren un tratamiento triple con la adicion de interferon
pegilado. La EMA recomend6 su autorizacion en 2013, y
el 1 de noviembre de 2014 el Ministerio de Sanidad
espafiol resolvid su financiacion. Ya se conocian varios
analogos de nucledsidos activos que actuaban por este
mecanismo, pero su potencia era baja debido a que la
incorporacion del primer grupo fosfato, necesaria para
originar después el nucleétido trifosfato activo, es lenta.
En sofosbuvir este grupo ya esta presente, aunque se ha
modificado  para  optimizar su  farmacocinética
enmascarando sus dos cargas negativas a fin de facilitar su
entrada en las células infectadas.

El tratamiento con sofosbuvir tiene buenos resultados
en el 50-90 % de los casos, mostrando eficacia para limitar
el desarrollo de cirrosis y cancer de higado. Esta eficacia, y
la de otros antivirales, ha permitido que la erradicacion de
la hepatitis C en el mundo parezca ahora un objetivo
realista (gracias también a que el virus se desarrolla muy
lentamente, no tiene ningun reservorio animal, y las
personas no se contagian facilmente). Sin embargo, esta
enfermedad y las relacionadas con ella, continGan siendo
un grave problema de salud debido a que muchos
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pacientes desconocen que estidn infectados, no reciben
ningln tratamiento, y pueden ser foco de nuevas
infecciones. Por ello, es necesaria una vacuna preventiva,
cuya busqueda ha estado limitada hasta el momento por la
falta de un modelo animal apropiado y un sistema de
cultivo celular in vitro que sea capaz de reproducir el ciclo
replicativo completo del virus y la produccién de nuevas
particulas virales infecciosas.

Si nos referimos al precio de los tratamientos
oncoldgicos, hay que decir en primer lugar que estos han
disminuido la mortalidad causada por todos los casos de
cancer, aunque sigue siendo una de las enfermedades
(realmente un conjunto de enfermedades) més dificil de
tratar. EI cancer es responsable aproximadamente del 14 %
de todas las muertes. Ademaés, su incidencia aumenta
debido al envejecimiento de la poblacién en la mayoria de
los paises. En paralelo, el coste de los medicamentos
oncoldgicos ha crecido exponencialmente y se estima que
supone el 12 % del gasto hospitalario, que méas de dos
tercios de las muertes que produce el cancer ocurren en los
paises con ingresos medios o bajos, y que su incidencia
parece que sera mayor en estos paises que en aquéllos que
tienen ingresos altos (24).

La Presidencia de los EEUU ha promovido importantes
iniciativas para la investigacién y desarrollo de nuevos
medicamentos oncol6gicos. Casi 50 afios después de que
el Presidente Nixon declarara en 1971 la “guerra al
cancer” con la creacién del U.S. National Cancer Program
y el National Cancer Institute (NCI), el Presidente Barak
Obama, durante su discurso del Estado de la Unién
celebrado el 12 de enero de 2016, anunci6 la creacion de
un Cancer Moonshot para acelerar la investigacion sobre la
enfermedad y la promocion de nuevos tratamientos,
especialmente inmunoterdpicos, a fin de conseguir su
curacién en 2020. Esta iniciativa de Obama, dirigida por
su Vicepresidente Joe Biden (que habia librado el afio
anterior su propia batalla perdiendo a un hijo de cancer de
cerebro), se suma a la de la University of Texas MD
Anderson Cancer Center, y fue inspirada por el cirujano
Soon-Shiong, exprofesor de UCLA y hombre de negocios
de éxito (25). Soon-Shiong, interesado en la investigacion
del céncer a nivel practico, dejé su carrera académica y
cred la compafiia biofarmacéutica Abraxis BioScience, que
desarroll6 Abraxane®. Se trata de una formulacién de
paclitaxel enlazado a albimina que representa una de las
estrategias que resuelven el problema de solubilidad de los
taxanos. Abraxane® fue aprobado por la FDA en 2005 y
por la EMA en 2008 para el tratamiento del céncer de
mama metastatico, y se ha evaluado también para otros
tipos de céncer (26). Habiendo logrado este importante
objetivo, en 2010 vendié Abraxis a Celgene Corporation y
fundé la compafiia NantKwest para investigar tratamientos
oncoldgicos basados en la inmunoterapia. Su vida refleja
como el afén investigador y la preocupacion por resolver
graves problemas de salud pueden proporcionar el éxito
cientifico y el econémico.

La evolucion de los tratamientos oncol6gicos ha
progresado, lenta pero positivamente, a través de los afios.
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Pongamos como ejemplo el tratamiento del mieloma
maltiple (MM), que es el segundo céncer hematoldgico
mas comun. A partir del afio 1960, el tratamiento con el
agente alquilante  melfalan  (Alkeran®) mas el
antiinflamatorio prednisona aument6 la supervivencia de
estos enfermos en 2-3 afios. La introduccion de la
quimioterapia masiva previa al autotrasplante de médula
supuso un aumento de la supervivencia media en 4-5 afios.
La de antiangiogénicos como talidomida (Thalidomid®),
lenalidomida (Revlimid®) y pomalidomida (Imnovid®), o
de inhibidores de proteasoma como bortezomib (Velcade®)
(27) més dexametasona, aumentd aquélla a unos 7 afios
(28). Los nuevos inhibidores de proteasoma, como
carfilzomib (Krypolis®), asi como los inhibidores de
histona desacetilasas como vorinostat (Zolinza®) o
panobinostat, y los anticuerpos monoclonales como
BHQ880, que bloquea la proteina DKK-1 y promueve la
actividad de los osteoclastos, o las vacunas terapéuticas
autdlogas (a través de la reintroduccion linfocitos T que
pueden haber sido modificados genéticamente para
aumentar la respuesta inmune), siguen aumentando el
arsenal terapéutico para estos enfermos. ;Como discutir el
precio de unos medicamentos que pueden alargar la vida?
Comentaremos el caso de lenalidomida (Revlimid®).
Fabricada por Celgene y aprobada por la FDA en 2006, es
un anéalogo del viejo farmaco talidomida cuya actividad se
basa en sus propiedades antiangiogénicas,
proeritropoyéticas e inmunomoduladoras (29). A este
respecto, conviene mencionar la dificultad de calificar a
muchos nuevos farmacos como innovadores, y recordar las
palabras de Sir James Whyte Black, descubridor de
farmacos como el propranolol y la cimetidina y Premio
Nobel de Medicina de 1988: “The most fruitflul basis for
the discovery of a new drug is to start with an old drug”.
La eficacia de lenalidomida es innegable, ya que puede
alargar significativamente la vida de los enfermos de MM,
pero su precio puede parecer poco justificable teniendo en
cuenta que la talidomida es relativamente barata. En
EEUU, 28 cépsulas de lenalidomida de 2,5 mg cuestan
alrededor de 16.457 dolares y en Espafia, 21 cépsulas de
25 mg alrededor de 6.500 €, mientras que 28 cépsulas de
50 mg de talidomida cuestan unos 378 €. La patente de
lenalidomida, propiedad de Celgene, expira en abril de
2027. En un litigio con otras empresas en el que se discutia
esta fecha, Celgene defendia la innovacién farmacéutica:
“We will continue to focus on developing our many
important pipeline assets, which provide great potential
promise to patients with unmet medical needs."... al
mismo tiempo que defendia con ufias y dientes sus
patentes: "We remain confident in the strength of our
patents, and will continue to vigorously defend them."
Finalizaremos estas reflexiones con un breve
comentario sobre las terapias bioldgicas y las
nanotecnologias. Las terapias con productos biolégicos
(también llamados biotecnolégicos o bioterapéuticos)
incluyen anticuerpos monoclonales, inmunoterapia,
vacunas, genes, y oliglonucleétidos antisentido. Puede
decirse que eran desconocidas hace apenas 10 afios,
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mientras que hoy se utilizan fundamentalmente en cancer y
artritis y suponen el 40-50 % del gasto en farmacia
hospitalaria. Uno de los ejemplos més controvertidos en la
relacion  coste/eficacia de tratamientos biol6gicos
oncoldgicos es una vacuna autbloga disefiada para
estimular la respuesta inmune en el cancer de prostata que
se llama sipuleucel-T (Provenge® (30). En este
tratamiento, las células mononucleares autélogas de sangre
periférica se incuban con una proteina de fusion formada
por fosfatasa é&cida prostatica (PAP) y un factor de
sefializacion, y después se vuelven a inyectar al enfermo
(31). Al parecer, las células presentadoras de antigeno
activadas por PAP inducen a las células T enddgenas a
atacar a las células de cancer de préstata que contienen el
antigeno PAP. Un tratamiento de 3 dosis separadas 2
semanas alarga varios meses la vida de los pacientes, pero
segln datos del afio 2010 costaba 93.000 ddlares.

Dado que los altos precios se dan especialmente en las
terapias bioldgicas, la introduccién de productos
biosimilares (similares a los productos biotecnolégicos de
referencia que han dejado de estar protegidos por la
correspondiente patente) resulta de gran interés (32). Estos
medicamentos se estdn introduciendo rapidamente, vy
varios de los productos de referencia aprobados en Europa
han perdido o estan a punto de perder la proteccion de su
patente. ¢Puede esperarse una disminucion en el precio de
los biosimilares similar a la lograda con los genéricos? La
respuesta parece ser negativa por el momento. Los
compuestos activos de los medicamentos biolégicos
derivan de proteinas (hormonas, factores o anticuerpos) y
de otros compuestos producidos por seres vivos, siendo
mas complejos que los farmacos clésicos producidos por
sintesis quimica. El esfuerzo que hay que realizar para que
un biosimilar tenga la misma eficacia y sea intercambiable
con el producto biotecnolégico de referencia no es
comparable al de la produccion de genéricos, ya que un
biosimilar requiere entre otras cosas estudios preclinicos y
clinicos. Por ello, habria que incentivar su produccion para
compensar este esfuerzo (33). Aunque hay diferencias
sustanciales entre los distintos paises y areas terapéuticas,
la disminucidn del precio de los biosimilares en Europa es
menor del 30 % respecto al precio de los productos de
referencia, mientras que se sitla alrededor del 80 % en los
farmacos genéricos (34).

El uso de nanotecnologias para la liberacion especifica
de farmacos en su lugar de accién, a fin de que
interaccionen con su diana farmacoldgica, también era
desconocido hace unos afios. Se trata de una estrategia que
no ha hecho mas que comenzar, por lo que no es facil
comentar cual serd su repercusion econémica.

7. CONCLUSION

Tenemos muy buenas noticias de las multinacionales
farmacéuticas en relacion al nimero e indicaciones de los
nuevos medicamentos en fase de desarrollo pero, como
han pretendido poner de manifiesto estas reflexiones, esto
pondrd en riesgo la sostenibilidad econdmica de los
sistemas sanitarios publicos y aumentard las desigualdades
de salud, dado que su acceso podria estar limitado a la
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poblacion con mayor poder adquisitivo, como reconocen
muchos laboratorios. Resulta imprescindible la estrecha
colaboracion entre politicos, gestores e industria
farmacéutica innovadora para asegurar la sostenibilidad
del sistema sanitario y la mejor atencidn posible a los
ciudadanos. Confiemos en que, como ha ocurrido con el
sida, los avances cientificos terminen llegando a los mas
pobres.
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ABSTRACT: The carotid rete mirabile is an arterial
plexus that during many years, from its first descirption
(century 111 B.C.) until century XVIII, it was considered
that it was also present in humans. At present it is
konwn that this plexus is mostly placed within the
cranium, proximal to the Circle of Willis, and it is
formed by medium sized, muscular arteries of short
length that are freely anastomosed, and are poorly
innervated. This rete is present in many animal species
but no in human beings. About its function, it has been
proposed several hypotheses: biochemic/metabolic,
counter-current heat exchanger, and hemodynamic.
Since it has a close anatomical relation with the cerebral
circulation, the hypothesis more attractive is that it is
probably involved in the regulation of cerebral
hemodinamics, but how is this function performed
remains uncertain. In the first part of this review, a
historical review is made from its first descriptcion, and
how its knowledge was transmited through the
following centuries. In the second part, several studies
about morphology and function of the rete are
commented. Some studies show that retial arteries have
low contractil capacity, and the rete could participate in
the reulation of cerebral circulation by producing
passive changes in vascular resistance, thus protecting
brain  vasculature  from  abrupt, exaggerated
hemodynamic alterations. The influence of the classical,
old ideas about the carotid rete yet remains in the
descripcion of some clinical cases about patients with
cerebral ictus where the authors refer to cerebrovascular
malformations as rete mirabile.
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RESUMEN: La rete mirabile carotidea es un plexo
arterial que durante muchos afios, desde su primera
descripcidn (siglo 111 AC) hasta el siglo XVIII, se creyo
que también estaba en los seres humanos. Hoy sabemos
que suele estar dentro del craneo, proximal al Circulo de
Willis, y esta formado por arterias de tamafio medio y de
corta longitud, que se anastomosan librememente entre
si y tienen poca inervacion. Esta presente en numerosas
especies de animales, pero no en los seres humanos.
Sobre su funcién, se han propuesto varias hipotesis:
bioquimica/metabdlica, intercambiador térmico vy
hemodindmica. Dada se relacion anatémica con la
circulaciéon cerebral, la hipétesis mas atractiva es su
probable participacion en la regulacién de la
hemodindmica cerebral, pero aun no estd claro como
realiza esta funcién. En la primera parte de esta revision
se hace un recuerdo histérico de cdmo se empez6 a
conocer la rete carotidea y cémo se fue transmitiendo
este conocimiento a través del tiempo. En la segunda
parte se comentan varios estudios encaminados a
conocer su morfologia y funcién. Algunos estudios
indican que sus arterias tienen poca capacidad para
contraerse, y la rete podria participar en la regulacién de
la circulacién cerebral produciendo cambios pasivos en
la resistencia vascular, evitando modificaciones
hemodindmicas bruscas y exageradas en los vasos
sanguineos cerebrales. Aun sigue vigente la influencia
de las ideas clasicas y ya pretéritas sobre esta rete; pues
algunos autores aln siguen llamando rete mirabile a
ciertas malformaciones cerebrovasculares observadas en
algunos pacientes que presentan ictus cerebrales.

An Real Acad Farm Vol. 82, N° 4 (2016), pp. 372-407
Language of Manuscript: Spanish

1. INTRODUCCION

Los plexos vasculares, en particular los formados por
arterias, han atraido el interés de los estudiosos desde la
antigledad. Este interés fue mayor cuando estos plexos
tenian relacion con las arterias que nutren las visceras
como, por ejemplo, el cerebro. Los antiguos se dieron
cuenta de la importancia que debian de tener las arterias
que llevan la sangre al cerebro para la funcién de este
6rgano, y el estudio del sistema arterial cerebral desde el
punto de vista anatdmico empezd muy pronto; mucho mas
reciente es su estudio desde el punto de vista fisiol6gico y
clinico. El origen del nombre de las arterias que llevan la
sangre al cerebro es variado, y la importancia que debian
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tener las arterias para la funcion del cerebro se refleja, por
ejemplo, en el nombre que se dio a una de las principales
arterias que riegan el cerebro, la carétida. Este nombre
deriva de “caros”, que significa suefio, probablemente
porque los antiguos ya se dieron cuenta de que la oclusion
en el cuello de ambas carétidas inducia “suefio o
somnolencia” (en realidad, inducia pérdida de
conocimiento). La relacion entre las arterias y el cerebro
aparece en textos antiguos: en el Papiro de Smith (2800
afios A.C.) se describe que en los obreros que trabajan en
la construccidn de las pirdmides y sufrian un traumatismo
craneoencefélico, a través de las heridas del craneo se veia
que el cerebro pulsaba en sincronia con el pulso de las
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arterias. Los asirios comprimian las car6tidas en los
varones jovenes para amortiguar el dolor durante la
circuncision. Parece ser que Galeno llevé a cabo la
ligadura de las car6tidas y de las venas yugulares en el
cuello, y observd que esta maniobra causaba pérdida de
conocimiento de forma irreversible.

Entre  las  primeras  estructuras  anatdmicas
intracraneales que empezaron a llamar la atencién de los
que se ocupaban de la anatomia intracraneal y que
empezaron a describirse en la literatura con nombre
especifico fueron el cerebro con su sistema ventricular, los
senos venosos de la duramadre y la rete mirabile A
conocer esta Ultima estructura se dedica la presente
revision.

En general, se entiende por rete mirabile (red
maravillosa; en plural, retia mirabilia) un complejo de
arterias (rete arterial), venas (rete venosa) o ambos tipos de
vasos, que se forma por la division de una o més arterias o
una 0 més venas, dando lugar a muchos vasos de corta
longitud que se anastomosan profusa y libremente entre si,
y después se reunen para formar, a su salida, una o varias
arterias o venas. Esta estructura vascular adopta la forma
de red u ovillo, se encuentra localizada en sitios
especificos del organismo de miultiples especies de
vertebrados y debe distinguirse de una anastomosis
vascular sencilla (Figura 1).

Anastomosis

Rete mirabile

Figura 1. Representacion esquematica de una anatomosis vascular sencilla y de una rete mirabile.

Se han descrito retia mirabilia en multiples especies de
peces, batracios, reptiles, aves y en la mayoria de los
6rdenes de los mamiferos. Los territorios vasculares donde
asienta una rete son muy variados: la base del créneo, la
coroides del globo ocular, la drbita ocular, el espacio
epidural del canal espinal, el térax, el sistema intercostal,
los vasos mesentéricos, la vejiga natatoria, la cavidad
pélvica, las extremidades y la cola.

Las formas que adoptan estos plexos también son muy
variadas y se pueden clasificar de diversas maneras. Una
manera las clasifica en fasciculada, reticulada, serpiginosa
(sinuosa), como una pluma. La mas comun es la forma
fasciculada (p.e., en las extremidades de algunos
mamiferos como los lemdridos y perezosos) y la més
infrecuente es la que tiene forma de pluma (p.e., en el
sistema vascular de la pared intestinal de tiburones vy
pseudobranquias de algunos peces). La forma reticulada
esta representada por la rete mirabile carotidea, situada en
la base del cerebro, y la forma serpiginosa esta
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representada por el plexo intercostal de los delfines. Segin
su posicion anatémica, se han descrito una rete arterial
baso-craneal, una rete arterial carotidea extracraneal, una
rete arterial carotidea intracraneal (rete mirabile carotidea),
una rete arterial cervical, una rete arterial etmoidal, una
rete arterial intercostal, una rete arterial oftalmica, una rete
arterial espinal, una rete arterial torécica.

La verdadera rete mirabile es la que estd presente en
todos los miembros de una especie animal y su
localizacién en el sistema vascular es constante y
especifica. EI nombre de la rete viene dado por el principal
vaso que la forma y asi existe una rete mirabile carotidea,
toracica, oftlmica, espinal, tibiotarsal, caudal, etc. Aqui se
tratara de las retia que estan interpuestas entre el corazon
y el cerebro, en particular la rete mirabile carotidea (rete
mirabile caroticum, rete mirabile precerebralis, rete
mirabile cerebri, rete de Galeno).

La rete mirabile carotidea es un plexo arterial, intra o
extracraneal, situado frecuentemente entre las carétidas
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externas y el poligono de Willis. Esta estructura vascular
estd presente en una gran variedad de especies animales y
en las especies de animales que la tienen, toda o gran parte
de la sangre que llega a su cerebro pasa a través de la rete.

La rete mirabile carotidea esta presente en una amplia
variedad de drdenes de animales: edentados, roedores,
carnivoros,  cetaceos,  sirénidos, artiodactilos vy
perisodactilos. Dentro de un mismo orden, la rete puede
estar presente en algunas especies y ausente en otras;
donde es mas frecuente es en los ungulados y cetaceos. No
parece estar relacionada su presencia con la vida terrestre o
acudatica, ni con la postura de la cabeza (aunque en un
principio se pensaba que su presencia guardaba relacion
con la postura de la cabeza y longitud del cuello). Su
tamafio y desarrollo es muy variable entre las especies que
la tienen. Las arterias aferentes a la rete son, en general, las
siguientes: arteria vertebral, arteria occipital, arteria
espinal, arteria carétida interna o arteria carétida externa.
Esta Gltima parece ser la més frecuente, pudiéndose decir
que la rete mirabile carotidea estd méas presente en las
especies en las que la arteria cardtida externa es la
principal fuente de riego sanguineo al cerebro.

No se ha encontrado una clara relacion, si es que la
hay, entre las especies de animales que tienen el privilegio
de estar dotadas de este plexo vascular. Tal vez la relacion
se deba a su funcion.

Cuando se ve esta estructura arterial con una lupa o un
microscopio no sorprende que se le diera el nombre de rete
mirabile ya que su aspecto es realmente maravilloso,
admirable. Este nombre parece que se lo dio por primera
vez Herdfilo de Calcedonia o alguno de sus colaboradores
Q.

Erik Ask-Upmark (1901-1985), sueco, fue Profesor
de Medicina en la Universidad de Uppsala (Suecia) de
1946 a 1978. En 1935 publicé una extensa revisién y un
extenso estudio sobre la circulacion cerebral, el seno
carotideo y la rete mirabile carotidea (2). Su estudio
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anatémico lo llevo a cabo en 18 especies de animales y en
él planted su hipotesis sobre la funcién de la rete.

Tras el analisis de la literatura y de sus propios
estudios, E. Ask-Upmark Ileg6 a la conclusién de que se
pueden distinguir varios patrones del sistema arterial que
riega el cerebro de los mamiferos. Estos patrones se
pueden resumir en dos: a) la sangre que llega al cerebro lo
hace sin pasar por una rete mirabile, y b) la sangre que
llega al cerebro pasa a través de una rete mirabile. Dentro
de estos dos grupos, existen las siguientes variantes:

a) Cuando no hay rete mirabile carotidea:

- La sangre llega al cerebro a través del sistema
carotideo y del sistema vertebral.

- La car6tida interna aporta toda o casi toda la
sangre al cerebro.

- La arteria vertebral representa el principal aporte
sanguineo al cerebro.

b)  Cuando si hay rete mirabile carotidea:

- Toda la sangre que llega al cerebro pasa a través
de larete.

- La sangre que llega al cerebro pasa solo
parcialmente a través de la rete, y el resto lo hace
directamente a través de arterias.

Por lo tanto, el cerebro de los mamiferos se riega a
través de uno o mas de los siguientes sistemas:

a) sistema arterial anterior (arteria carétida interna o
arteria carétida externa), o

b) de un sistema arterial posterior (arteria vertebral o
arteria occipital).

En su trabajo, Ask-Upmark publicé varios diagramas
con algunos de los patrones del aporte sanguineo al
cerebro de diversos mamiferos. Estos diagramas se
resumen en la Figura 2.
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Figura 2. Tipos de aporte sanguineo arterial al cerebro de varias especies de mamiferos. Adaptada de figuras publicadas por E. Ask-

Upmark (2).

RMC = rete mirabile carotidea; RMO = rete mirabile oftalmica; RMCer = rete mirabile cervical; RMT= rete mirabile toracica. CE =
arteria carétida externa; Cl = arteria carétida interna; V = arteria vertebral.

En 1985, A. L. Garcia Villalon realizd su Tesis
Doctoral sobre el estudio morfolgico y funcional de la
rete mirabile de los artiodéctilos y en esta Tesis presenta
un esquema de la rete mirabile carotidea y de sus
principales arterias nutricias, correspondientes a varias
especies de mamiferos (Figura 3) (3).

Los seres humanos no tienen rete mirabile carotidea,
pero durante muchos afios se considerd que era una
estructura anatémica normal en la especie humana. En la
medicina moderna, el término rete mirabile aun se
conserva en la clinica para referirse a una anomalia
congeénita de los vasos cerebrales.

Dada la especial situacion anatémica de la rete
carotidea y su presencia en un gran nimero de especies de
animales, no es sorprendente que durante muchos afios se
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haya tenido interés por conocer su funcién, la cual no es
bien conocida todavia. Las mayoria de las hipotesis
propuestas para explicar su funcibn se basan en
especulaciones; realmente son muy pocos los estudios que
se han realizado para conocer su funcién o funciones.
Como el sistema vascular cerebral de cada especie guarda
relacion filogenética, para entender como evoluciona este
sistema en respuesta al medio ambiente es conveniente
comparar anatomicamente, funcionalmente y el grado de
desarrollo de este sistema y de la rete en las diferentes
especies. El grado de desarrollo de la rete podria estar
relacionado con su funcién, la cual podria ser diferente en
cada especie (4).
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Figura 3. Esquemas de la rete mirabile carotidea y de sus principales arterias nutricias en diversas especies de animales (tomada

en su mayor parte de la Referencia 3).

CR = rete mirabile carotidea; TR = rete torcica; SR = rete espinal; CW = circulo de Willis; AA = arteria anastomatica; RA = ramo
anatomotico; IC = arteria carétida interna; EC = arteria car6tida externa; IM = arteria maxilar interna; PA = arteria faringea; B = arteria

basilar; V = arteria vertebral.

2. LA RETE MIRABILE EN EL PERIODO
ANTIGUO Y MEDIEVAL

La rete mirabile carotidea se conoce desde la
antigliedad, y los griegos y romanos estuvieron fascinados
por ella. En el periodo antiguo podriamos destacar dos
personalidades que han marcado un hito en esta particular
historia: Her6filo de Calcedonia y Claudio Galeno.

Hero6filo de Calcedonia (siglo 111 A.C.) (5, 6) naci6 en
Calcedonia (Bitinia, actual Turquia) y se fue a vivir a
Alejandria, Ilamado por Ptolomeo | Soter. Al parecer
presionado por el Faraén, Herdfilo hizo disecciones en
cadaveres humanos pero no estd claro que hiciera
vivisecciones en criminales sentenciados a muerte. Sigui6
las ideas racionalistas o dialécticas de Hipocrates y
pensaba que las partes principales del cuerpo debian ser
accesibles a los sentidos. Llevd a cabo estudios anatomicos
y ensefid Anatomia en el Museo de Alejandria; se
considera el padre de la Anatomia y quiza el fundador de
la Neuroanatomia. Su mayor contribucién la hizo al
conocimiento del sistema nervioso: describié los
ventriculos cerebrales, meninges, vasos meningeos, plexos
coroideos, distinguié cerebro y cerebelo, distingui6 nervios
y tendones, y relaciond los nervios con el cerebro y el
movimiento; distinguid varios pares craneales. Describi6
la confluencia de los senos venosos de la duramadre en
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una estructura que lleva su nombre (prensa torcular de
Herofilo). Dijo que el cerebro es la sede de la inteligencia,
del movimiento y de la sensacién, y que los ventriculos
cerebrales son la sede del alma. En el cerebro, el espiritu
vital (aire, pneuma) se convierte en espiritu animal
(pneuma psiquico). Consider6 al cerebro como el érgano
mas importante del cuerpo, como lo entendia Hipocrates, y
no el coraz6n como pensaban Aristoteles y Praxagoras.

También  contribuyé a conocer el sistema
cardiovascular y distinguid arterias y venas, auriculas y
ventriculos. Contd el pulso arterial con el reloj de agua,
comento las fases del corazon (sistole y diastole) y dijo
que el pulso tenia cuatro propiedades: frecuencia, ritmo,
tamafio y fuerza, y que el pulso era consecuencia de los
movimientos del corazén. Demostr6é que la pared de las
arterias es seis veces (6 mas) mas gruesa que la de las
venas, y que contienen sangre durante la vida pero se
quedan vacias al morir.

Cuando estaba en Alejandria, Herdéfilo, o alguno de sus
colaboradores, parece ser que fueron los primeros en
identificar y dar nombre a la “red maravillosa” al
observarla en el interior del craneo de algunos ungulados y
probablemente creyeron que estaba presente en la cabeza
de los seres humanos (1). Claudio Galeno asi lo acredita y
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él mismo le prestaria mucha atencién a esta curiosa
estructura vascular (1).

Claudio Galeno (130-200 AD) (1, 7, 8) naci6 en
Pérgamo (actual Bergama, Turquia), en el seno de una
familia acomodada. Su padre, Nicon, tuvo un suefio
durante el cual el dios Asclepio le ordend que su hijo
estudiara Medicina, asi que a los 16 afios de edad, Claudio
Galeno ingres6 como aprendiz con Sétiro, un médico local.

A los 21 afios de edad Galeno viajé por varios sitios
para seguir estudiando medicina, y llegd a Alejandria, en
donde recibi6 las ensefianzas de Herofilo y Erasistrato. En
Alejandria estudié anatomia, en la que llegé a ser un
experto a pesar de que no realiz6 disecciones en cadaveres
humanos. Después de casi 12 afios en Alejandria, Galeno
regres6 a Pérgamo y fue nombrado cirujano de
gladiadores. Tres afios después, Galeno viajo a Roma
donde (con una breve ausencia de un par de afios)
permanecio el resto de su vida. Alli tuvo gran éxito, al
principio como anatomista y experimentador, vy
posteriormente como médico y polemista.

Sus escritos son los més voluminosos de la Antigliedad
y abarca toda la medicina; su idolo es Hipdcrates, cuyos
escritos cree conocer mejor que nadie y ademéas los
interpreta con la mayor fidelidad. Los textos de Galeno
representan una sintesis del conocimiento médico antiguo
y contienen varios esquemas generales que posteriormente
fueron copiados, interpretados y comentados a lo largo de
toda la Edad Media, hasta el Renacimiento. La palabra de
Galeno se transformé en la Gltima corte de apelacion de
todas las discusiones en Medicina hasta la época de
Andrés Vesalio.

Combinando las ideas humorales hipocréaticas con las
antiguas teorias pitagdricas de los cuatro elementos, a los
que agregd su propio concepto de un pneuma presente en
todas partes, Galeno procedié a explicar absolutamente
todo. Abandond la anotacion cuidadosa de los hechos, tan
importante para Hipdcrates, y uno de sus grandes errores
fue asumir que la anatomia del hombre no diferia
sustancialmente de la anatomia de animales que él diseco
(monos, cerdos, vacas, 0S0S, perros).

Acepté el pneuma (anima) como espiritu vital esencial
para la vida y que era obtenido en la respiracion; entraba a
través de la trdquea (arteria rugosa) hasta los pulmones y
desde aqui por la arteria venosa (vena pulmonar) pasaba al
ventriculo izquierdo. Como hizo Platdn, distinguid tres
tipos de pneuma: animal, situado en el cerebro; vital,
situado en el corazon, y natural, situado en el higado. Cada
uno de ellos tenia una identidad material.

Desarroll6 su idea sobre la circulacion de la sangre, en
la que aparece una de sus falacias més brillantes: parte de
la sangre del ventriculo derecho pasaba al ventriculo
izquierdo por poros del tabique interventricular; fue la
Unica forma que encontré para transportar la sangre de un
ventriculo al otro. En el ventriculo izquierdo la sangre se
encontraba por primera vez con pneuma o espiritu del
mundo exterior que desde los pulmones llega al ventriculo
izquierdo por la vena pulmonar (arteria venalis). La
respiracion tenia el propésito de proporcionar aire para la
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vida y para enfriar el fuego que hay en el ventriculo
izquierdo. Esta sangre purificada se distribuia, desde el
ventriculo izquierdo, por el sistema arterial a todas las
partes del cuerpo. La direccion de la sangre era gobernada
por vélvulas de una direccion situadas en las cuatro
cavidades del corazén. Creia que el corazén no era un
masculo por lo que no se puede mover voluntariamente, y
su dilatacién “pulsistica” hacia que la sangre pasara de la
vena cava al ventriculo derecho. En resumen, consideraba
que sélo una pequefia parte de la sangre se desplazaba por
el cuerpo en forma de flujo y reflujo (Figura 4).

Figura 4. Representacion esquematica de la circulacién
sanguinea segun la idea de C. Galeno; obsérvese la posicion de
la rete mirabile (Rete) (8).

Habl6 del pulso y lo describi6 con gran detalle, conocia
la mecénica respiratoria, conoci6 en detalle el sistema
muscular y describié la unidad funcional entre el cerebro,
médula espinal y nervios periféricos. El cerebro era la sede
del pensamiento, y su actividad era proporcionada por el
pneuma psiquico, dejando sin respuesta la cuestion de la
naturaleza del espiritu.

Todo su conocimiento permanecid casi sin cambiar
hasta los tiempos modernos. Sus aciertos predominan
sobre sus errores, y probablemente la Fisiologia de Galeno
representa el mayor logro en la Medicina de la
Antigliedad. Es asombrosa su aceptacion durante mas de
catorce siglos y tanta fue su influencia en la Medicina que
en 1649 Jean Riolano declar6 que si en las disecciones se
encontraba algo distinto a lo dicho por Galeno es que la
Naturaleza habia cambiado.

Galeno "El Sereno” fue un gigante intelectual. Heredd,
discutié y sintetizd todo el saber filosofico, filoldgico,
cientifico y médico acumulado durante ocho siglos por las
civilizaciones griega y helenistica. Su mayor logro en la
fisiologia cardiovascular fue su concepto de movimiento
unidireccional de la sangre y del aire a través de los
pulmones, concepto que dur6 hasta W. Harvey. En Roma
adquirié gran fama, llegando a ser médico y amigo del

377



emperador Marco Aurelio y de su hijo Comodo (también
emperador). Sus colegas le encontraban arrogante y con
una ostentacion insufrible (no tuvo discipulos), aunque
reconocian su talento y saber. Llegd a ser dogmaético y a
proponer fuerzas indemostrables y conceptos fisioldgicos
para explicar los fendmenos naturales.

Parece ser que Galeno vio la rete en el interior de la
cabeza de terneras y ovejas, le prestdé gran atencién y la
describié con verdadero entusiasmo, asignandole una
funcién importantisima, transformar el espiritu vital en
espiritu animal (psiquico). Galeno fue médico de
gladiadores durante unos dos afios y medio cuando estuvo
en Pérgamo, a su regreso de Alejandria. Algunos
historiadores piensan que Galeno no solia explorar con
mucho detalle lo que habia dentro del craneo de los
gladiadores heridos, y cuando levantaba el cerebro veia
que habia abundantes plexos venosos y sangre en la base
del cerebro. Es probable que pensara que estos plexos y
sangre eran la rete, lo que le llevo a pensar que la rete
también estaba presente en la cabeza de los seres humanos.
Esta idea de Galeno se mantendria vigente durante varios
siglos como iremos viendo a lo largo de este texto.

Para Galeno, la rete mirabile jugaba un papel crucial,
pues al extraer los espiritus animales de la sangre y
refinarla, la rete convertia el espiritu vital en espiritu
animal, lo cual consideraba que era necesario para que el
cerebro pudiera formar el razonamiento, transmitir la
fuerza a las partes del cuerpo y causar el movimiento,
ideas que también perdurarian durante siglos.

Durante todo el periodo medieval se aporté muy poco
al conocimiento de la rete y se mantuvieron practicamente
intactas las ideas de Galeno.

3. LARETE MIRABILE EN LOS SIGLOS XVI-XVIII

Después de Galeno y hasta las que hicieron Leonardo
da Vinci y Magnus Hundt, las representaciones
iconogréficas de la rete mirabile son muy escasas; no le
daban una forma orgénica ni una situacion precisa.

Leonardo da Vinci (1452-1519), italiano (9, 10), fue
probablemente el hombre maéas sobresaliente del
Renacimiento y es el padre de la ilustracion médica.
Estaba dotado de un enorme talento y su campo de interés
era muy amplio; en todos los campos ha sido una figura
sobresaliente: pintura, geologia, geografia, astronomia e
ingenieria. Sus dibujos anatdomicos son numerosos y
extraordinarios donde incluye las caracteristicas del
corazén 'y los grandes vasos coronarios; intentd
esquematizar los “poros invisibles” de Galeno en el
tabique interventricular.

Sefal6 que la fuerte contraccidn del corazén empuja la
sangre, que al rozar con las paredes cardiacas se calentaba
y producia el espiritu vital. Cuando la sangre colisionaba
con las vélvulas y las cerraba, se creaba un tono que se
transmitia por todo el sistema arterial. Todas las venas y
arterias se originaban en el corazén y no en el higado, y los
pulmones son como esponjas conteniendo bronquios que
se ramifican en terminaciones ciegas. No creyé que el aire
pudiera pasar de los pulmones a los vasos y al corazon,
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puesto que los pulmones aislados se mantienen llenos de
aire cuando se insuflan. Los pulmones seguian
pasivamente los movimientos del térax, el cual era movido
por los musculos costales; el térax y el diafragma actuaban
como dos campanas. Los musculos estan formados por
finas fibras y estan conectados con un nervio, y éste
transmitia el impulso para hacerlos contraer.

Describio los ventriculos cerebrales, asi como la
conexion entre cerebro, médula espinal y nervios. Utiliz6
modelos mecanicos para explicar la funcion de algunos
organos, pero la idea de circulacién sanguinea seguia
oscura, y es improbable que L. da Vinci conociera la
circulacion pulmonar. Consideré los mdsculos como
palancas y los ojos como lentes. Relaciond la muerte de
muchos ancianos con lo que hoy conocemos como
arteriosclerosis.

Antes de él, los esquemas anatémicos eran surrealistas,
como pinturas de nifios. En sus dibujos sobre Anatomia
Humana, da Vinci representaba la rete de forma difusa en
la base del cerebro; seguia la tradicion sobre la presencia
de la rete mirabile en la cabeza humana, derivada de las
ideas de C. Galeno (Figura 5).

No publicé sus dibujos y se los dio a un amigo. La
historia no ha podido autentificar cuantas creaciones
aporto, cuantas anotd.

Figura 5. Leonardo da Vinci también representd la rete
mirabile, en la base del cerebro, tal como muestra este dibujo
tomado de sus libros de notas.

Magnus Hundt (1449-1519), te6logo, médico y fil6sofo
alemén (7, 11). Es considerado uno de los fundadores de la
antropologia moderna. Comenz6 a estudiar a los 33 afios
de edad y lleg6 a ser Rector de la Universidad de Leipzig
(Alemania). Su obra mas destacada fue “Antropologium de
hominis dignitate, natura, et proprietatibus, de elementis,
partibus et membris humani corporis”, publicada en 1501,
donde expone el cuerpo humano no solo desde el punto de
vista anatdmico y fisioldgico, sino también desde el punto
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de vista filoséfico y religioso, para recalcar que el hombre
fue creado a imagen y semejanza de Dios. Y en esta obra
aparece por primera vez el término técnico
“Antropologia”.

En dicha obra, Hundt también representa la rete como
se muestra en la Figura 6. Este modelo de rete seria usado
3 décadas después por Johann Dryander.

Vniuerfalis figura omnium partium capitis humani cuta fua
explicatione.

VERTEX "

et
o4 N%aggﬁ

SINCIPVT

Figura 6. Representacion de la rete en forma de cuadricula
encima de la nariz (M. Hundt, Antropologium de hominis
dignitate, natura et proprietatibus, de elementis, partibus et
membris humani corporis, 1501) (7).

Johann Eichmann (Dryander) (1500-1560), anatomista
alemén. (7, 12). Estudié Medicina en la Universidad de
Paris y en 1535 fue nombrado Profesor de Medicina en la
Universidad de Marburgo (Alemania). Fue de los primeros
en hacer disecciones de cadaveres en publico y
probablemente publicé el primer libro de importancia
sobre la Anatomia de la cabeza y del cerebro. En 1536
hizo dos disecciones anatémicas en publico y fue el autor
del primer texto donde ilustra sobre la diseccion del
cerebro humano. En 1537 publicé una edicion ampliada
que tituldé “Anatomiae pars prior”. Sus libros mostraban el
cerebro en ocho figuras ademés de otras laminas donde se
ilustraba el créneo, la base del craneo y otras partes del
craneo. En una de las laminas de este libro, representa la
rete de forma difusa encima de la nariz, imitando a M.
Hundt (Figura 7).

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

Figura 7. Representacion de la rete en forma de cuadricula
encima de los ojos (7). Un afio después de que apareciera esta
ilustracion de J. Dryander sobre la rete, Vesalio publicé la suya
en su Tabulae anatomicae sex (1538).

Los textos de Dryander representan una transicion del
escolasticismo medieval a la observacién precisa de
Vesalio. Ademas de Anatomia, Dryander escribié sobre
matematicas y astrologia.

Las representaciones gréaficas mostrando la rete en
forma de cuadricula como hicieron M. Hundt y J.
Dryander no eran realistas, naturales, ni tenian una
localizacién precisa dentro del craneo.

Walter Herrmann Ryff (1500-1548), médico,
anatomista y filésofo alemén (7, 13). Se trata de un
personaje algo misterioso, pues no se conoce con
seguridad su nombre ni donde nacié exactamente. Trabajo
como boticario, parece ser que estudié un afio de Medicina
en Basilea (Suiza) y publicd su obra “Anatomi” donde
representa la rete plagiando a Vesalio (1541) (Figura 8).
Este autor también represent6 el cuerpo humano segun las
directrices de Vitrubio (1547).

Figure 8. Representacion de la rete mirabile hecha por W. H.
Ryff en 1541 (obsérvese que es practicamente igual a la
representacion que hizo A. Vesalio) (7).
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Jacobo Berengario de Capri (1470-1550), anatomista
italiano, (14, 15). Fue profesor de Anatomia en Bolonia y
médico en Ferrara. Public6 su obra “Isagogae” (1522) y
realiz6 uno de los primeros experimentos en los que
inyectd agua tibia en las arterias y estudié su circulacion.
En otra obra menciond la dilatacion cardiaca y fue de los
primeros en utilizar mercuriales para tratar la sifilis.
Describié por primera vez los ventriculos laterales del
cerebro, la glandula pineal y los plexos coroideos. Siguié
aceptando las ideas de Galeno.

Parece ser que fue el primero en negar la presencia de
la rete en los seres humanos.

Andreas Vesalio (1514-1564), anatomista flamenco
nacio en el seno de una familia acomodada, y sirvié al
emperador Maximiliano como boticario, y luego a su nieto
Carlos V como valet de chambre (7, 16-18).

Fue el més brillante de los anatomistas de la fructifera
escuela de Padua, asi como la figura méas sobresaliente de
la medicina europea después de Galeno y antes de W.
Harvey. Al principio, Vesalio defendia las tesis de Galeno,
pero quiso disecar cadaveres con sus propias manos Yy
observarlos directamente. Por primera vez en XIV siglos
se retd la doctrina de Galeno con hechos, de forma
acalorada e incansable, y consider6 a Galeno como
humano y no infalible. Describi6 e ilustrd las arterias
coronarias y no pudo demostrar su origen. Al no poder
encontrar los poros del tabique estuvo cerca de descubrir la
circulacion pulmonar.

Siguid los estudios de Medicina en la Universidad de
Paris, donde estudid las teorias de Galeno bajo la direccion
de Jacques Dubois (Jacobus Sylvius) y de Jean Fernel. Fue
en esta época cuando empezd a interesarse por la
Anatomia: para mejorar sus conocimientos sobre
osteologia.

Se vio obligado a abandonar Paris en 1536 a causa de
la guerra entre Francia y el Sacro Imperio Romano
Germanico, y regres6 a Lovaina. Alli completd sus
estudios bajo la direccidn de Johannes Winter von
Andernach, y se graduo al afio siguiente. Se instal6 durante
un tiempo en Venecia y en 1536 se trasladé a la
Universidad de Padua, donde se doctor6 en 1537.
Inmediatamente después de su graduacion le fue ofrecido
el puesto equivalente a una Cétedra de Cirugia vy
Anatomia, en la misma Universidad. Ensefié también en
las Universidades de Bolonia y de Pisa. Su método de
ensefianza era revolucionario: tradicionalmente el profesor
ensefiaba leyendo los textos clésicos (principalmente la
obra de Galeno) y su exposicién era seguida de la
diseccion de un animal, realizada por un barbero-cirujano
bajo la direccion del profesor. Vesalio, en cambio,
convirtio la diseccion en la parte més importante de la
clase, llevandola a cabo por si mismo, rodeado por sus
alumnos. Para Vesalio, la observacion directa era la Unica
fuente fiable, lo que suponia una importante ruptura con la
préactica medieval, basada fundamentalmente en la lectura
de los textos. Estudiantes, médicos y colegas asistian a sus
clases para verlo y escucharlo.

Recopilé sus dibujos de Anatomia, para uso de sus
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estudiantes, en tablas anatémicas ilustradas. Cuando
descubrié que algunos de ellos estaban siendo copiados,
los publicd en 1538 con el titulo de Tabulae Anatomicae
Sex (Venecia, 1538). Las tres ldminas osteoldgicas fueron
realizadas, a instancia suya, por Kalkar, discipulo de
Tiziano; las tres relativas a las visceras las realiz6 el propio
Vesalio.

En 1539 un juez de Padua, interesado por los trabajos
de Vesalio, hizo que se le facilitasen para su diseccion los
cadaveres de los criminales ejecutados. Esto le permitio
mejorar sus diagramas anatémicos.

En 1541, mientras estaba en Bolonia, Vesalio
descubrid que las investigaciones de Galeno estaban
basadas en la diseccion de animales, y no de seres
humanos. Como la diseccion humana habia estado
prohibida en la antigua Roma, Galeno habia diseccionado
monos, creyendo que serian anatdmicamente similares al
ser humano. Vesalio, apoyandose en sus propias
observaciones, publicé una correccion de las Opera omnia
de Galeno, y comenz6 a escribir su propio texto de
Anatomia.

Vesalio, fiel a si mismo, continu6 provocando
controversias, esta vez no demostrando los errores de
Galeno, sino de Mondino de Luzzi, e incluso de
Aristételes: los tres habian hecho suposiciones acerca de
las funciones y estructura del corazén que eran claramente
erroneas. Por ejemplo, Vesalio descubrié que el corazon
tenia cuatro cavidades, que el higado tenia dos l6bulos y
que los vasos sanguineos comenzaban en el corazén, y no
en el higado.

En 1543, Vesalio publicé en Basilea, en siete
volimenes, su obra De humani corporis fabrica (Sobre la
estructura del cuerpo humano, que dedicé a Carlos V' y que
fue ilustrada por Jan Stephen van Kalkar. Esta es una de
las obras mas influyentes sobre los textos de Anatomia
Humana. Pocas semanas después publicé una edicion
compendiada, para uso de estudiantes, Andrea Vesalii
suorum de humani corporis fabrica librorum epitome, que
dedico al principe Felipe, hijo y heredero de Carlos V. Su
modelo anatémico contrasta poderosamente con los
vigentes en el pasado.

Poco después de la publicacién de su obra cumbre, le
fue ofrecido el puesto de médico imperial en la corte de
Carlos V, donde tuvo problemas en sus relaciones con los
otros médicos, que lo consideraban un “barbero”. Durante
doce afios Vesalio viajo con la corte, tratando heridas de
guerra y torneos, realizando operaciones quir(rgicas y
autopsias, y escribiendo cartas privadas acerca de
cuestiones médicas especificas. Tras la abdicacion de
Carlos V, continu6 ejerciendo como médico en la corte de
Felipe IlI, quien le recompensé con una pension vitalicia y
el nombramiento de conde palatino.

Recibié numerosos ataques y fue condenado a la
hoguera por algunas oscuras practicas, pero Felipe Il
cambi6 esta sentencia por una peregrinacion a Tierra
Santa, la cual emprendi6 en 1564. Se embarcé con la flota
veneciana de Giacomo Malatesta, via Chipre. Cuando
lleg6 a Jerusalén recibié un mensaje del senado de Venecia
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instdndole a aceptar su antiguo puesto en la Universidad de
Padua, que habia quedado vacante a la muerte de su amigo
y alumno Falopio. Tras luchar durante varios dias con
vientos adversos en el Mar J6nico, su barco tuvo que
atracar en la isla de Zante. Alli muri6 poco después,
cuando contaba solo cincuenta afios de edad.

Sobre la rete:

Neg6 la presencia de la rete en los seres humanos, lo
cual iba en contra de lo que habia dicho Galeno. EI mismo
dej6 escrito: “Cuando disecaba un cadaver, llevaba
conmigo la rete de un cordero o de una ternera, para
mostrarla al publico y no ponerme en evidencia por mi
incapacidad para encontrar algo que era tan familiar”; afios
mas tarde dijo: “cuan lejos estan estas cosas de la verdad y
cuanta indiferencia por la naturaleza....” Y termind por
enfrentarse a la realidad y negar la existencia de la rete en
los seres humanos.

Un afio después de que lo hiciera Johann Dryander,
Vesalio publico una ilustracién de la rete mirabile (1538)
(Figuras 9 y 10). En la tercera lamina de su obra, Vesalio
todavia mostraba la rete en el centro, en el medio de la
cabeza, y al menos hasta 1540, creia que la rete estaba
también presente en los seres humanos y la veia en el

centro de la més noble de las tres cavidades del cuerpo, el
créneo.

Pocos afios después, Vesalio abandond esta idea y negd
su existencia en el hombre, aunque seguia representandola
en sus ilustraciones, pero de forma diferente: aparecia
como entidad independiente y fuera del craneo. Seguia
aceptando algunos aspectos de la Anatomia de Galeno,
pero poco a poco iba separando la rete del cuerpo humano.
Vesalio se opuso a esta idea demostrando con claridad que
no es asi; esta oposicién la hizo con cierta cautela por lo
que en aquel entonces aln suponia oponerse a las ideas de
Galeno. En su libro De humani corporis fabrica, Vesalio
nego la existencia de la rete en los seres humanos y siguié
demostrando su presencia en la cabeza de ovejas,
indicando asi que no verla en la cabeza humana no era
debido a su incapacidad para encontrarla. Defendia la idea
de que tiene mas valor lo que se ve en la Naturaleza que en
lo que se lee en los escritos de otros. Refutando las ideas
de Galeno, se daba comienzo a la moderna Anatomia (15).

A pesar de que Vesalio demostr6 que los seres
humanos no la tienen, la idea de una rete dentro del crdneo
de la especie humana perduraria hasta el siglo XVIII.

Figura 9. En esta lamina aparece la rete mirabile en el centro de la cabeza (A. Vesalio, Tabulae Anatomicae Sex, 1538) (7).
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Figura 10. Representacion de la rete mirabile hecha por A.
Vesalio (De humani corporis fabrica, 1543) (7).

Andreas Laurentius (André du Laurens, 1558-1609),
anatomista francés (7, 19) Fue profesor de Anatomia en
Montpellier y escribi6 “Opera anatomica” (1593) e
“Historia anatomica” (1600). Sus descripciones no son
originales, pero su obra tuvo mucha influencia a lo largo
del siglo XVII. Acufio el término “Cauda equina”.

En sus laminas de Anatomia representa la rete en la
base del cerebro y se basan en las laminas realizadas por
A. Vesalio. Lleg6 a ser médico de la familia real francesa.

Jean Riolan el Joven (1577-1657), anatomista francés
(7, 20). Fue hijo de Jean Riolan el Viejo (1539-1605) v,
como su padre, fue un miembro influyente de la Facultad
de Medicina de Paris. Tenia una vision tradicional de la
Medicina y era defensor de las doctrinas de Galeno, y a su
vez, contrario a las ideas de Vesalio y de Harvey.
Concretamente, se opuso a las ideas de Harvey sobre la
circulacién de la sangre. Fue médico de Maria de Médicis
y se opuso a la practica de la viviseccion.

Una de sus obras mas conocidas es
Anthropographie (1618), que trata de la anatomia humana.
También escribi6 Opuscula anatomica (1649), donde
critica a Harvey por su visién de la circulacion de la
sangre. Hay varias estructuras en la Anatomia Humana que
llevan su nombre.

Como buen seguidor de Galeno, J. Riolan el Joven
defendié que la rete estaba presente en la cabeza de los
seres humanos. Merece ser recordada una de sus célebres
frases: “...si alguien encuentra en sus disecciones de
cadaveres algo diferente a lo observado por Galeno, es que

ha cambiado la Anatomia....”.

Julius Casserius (c. 1552-1616), anatomista italiano (7,
21, 22). Este personaje, poco conocido, ocupa,
cronoldgicamente, el cuarto lugar en la lista de seguidores
de Vesalio en la Escuela de Padua (23).

Obtuvo el Grado de Medicina en la Universidad de
Padua, donde fue ayudante de Fabricius. Destacdé como
anatomista y mantuvo controversias y rivalidad con su
mentor Frabricius; mas tarde sucedi6 a este como Profesor
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de Anatomia en la Universidad de Padua.

Caserius fue de los primeros en publicar un compendio
de anatomia y falleci6 cuando estaba en la cima de su fama
y preparando una obra donde incorporaba nuevas
estructuras anatémicas; no lleg6 a ver editada esta obra. Es
considerado un pionero en el conocimiento de la anatomia
humana, sus ldminas fueron utilizadas posteriormente por
otros profesores de varios sitios en Europa e influy6
mucho en la ensefianza de la anatomia en los siglos
posteriores. Presté especial atencion al estudio anatémico
de los érganos de la audicién y de la vocalizacion. Este
personaje, innovador en el conocimiento y ensefianza de la
anatomia, seguia representando en sus laminas de
anatomia la rete en la cabeza humana.

Adriaan van der Spiegel (1578-1625), anatomista belga
(7, 24, 25). Nacido en Bruselas, estudi6 en las
Universidades de Lovaina y de Leiden, y posteriormente
en la de Padua. En esta Gltima fue alumno de Fabricio y
Casserio, y se gradu6 en 1604. Spiegel fue nombrado
médico de estudiantes y ayud6 a Fabricio en su préctica
privada de la Medicina. Practicé la Medicina con gran
éxito en Padua. Publicé Isagoge in rem herbariam libri
duo (1606) y De humani corporis fabrica libri X tabulis
aere icisis exornati (1627), cuyo titulo se asemeja mucho al
del libro de su colega A. Vesalio

En 1607 compitid sin éxito por una Céatedra de
Medicina en Padua. En 1612 dej6 Italia y se fue a Bélgica,
para finalmente viajar por Alemania y asentarse en
Moravia. En 1616 el Senado Veneciano le nombré
profesor de Anatomia y Cirugia, sucediendo a Caserio,
quien a su vez habia sucedido a Fabricio.

En 1617 Spiegel llevé a cabo una demostracion de
Anatomia en publico en Padua donde acudian estudiantes a
verle. En 1623 fue elegido Caballero de San Marcos.
Murié en 1625 dejando varios manuscritos que se
publicarian después, como p.e., De humani corporis
fabrica editado por Bucretius e ilustrado con laminas
hechas por Josias Murerus (Joseph Maurer) y por Julius
Casserius (c. 1552-1616). Julius Casserius fue predecesor
de Spiegel como Profesor de Anatomia en Padua (23). El
nombre de Spiegel aparece en dos estructuras anatémicas:
lalinea Spigelii (la linea semilunar situada entre el
muasculo y la aponeurosis del mausculo transversus
abdominis, y el lobus caudatus hepatis (Spigelii), el cual
ya habia sido descrito anteriormente por Eustachio y otros.

Spiegel fue el Gltimo hombre de la linea de Vesalio en
la Escuela de Padua y seguia representando la rete de
manera algo diferente de Vesalio. Spiegel no tenia duda de
su existencia en el hombre, aunque admitia que era dificil
de encontrarla y era mas facil encontrarla en los animales
irracionales (Figura 11).

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



The carotid rete mirabile: its history and its function

L

CCE

W RO A &
SNaz @ 2% AN

Figura 11. Izquierda: representacion de la rete en la base del cerebro. Derecha: detalle de la figura de la izquierda donde se

aprecia mejor la representacion de la rete (letra L) (A. van der Spiegel, ‘De humani corporis fabrica’, 1627) (7).

Johan Vesling (1598-1649), anatomista aleméan (7, 26).
Estudi6 Medicina en Leyden y en Bolonia. Estuvo en
Egipto como médico personal del Coénsul de Venecia en
este pais. Regres6 a Padua donde ensefi6 Anatomia y
sucedié como Profesor a A. der Spiegel.

Su libro Syntagma Anatomicum se edit6 en 1641 y
contiene Anatomia y Fisiologia. Aunque no fue alumno de
Fabricio, lo invoca con frecuencia. Describe el sistema
linfético, las cuatro venas pulmonares, el circulo cerebral
(antes de hacerlo Willis). Su texto fue muy utilizado en
Europa durante los siglos XVII y XVIII, y se tradujo a
varios idiomas.

Su libro  Syntagma  anatomicum, publicis
dissectionibus, in auditorum usum, diligenter aptatum se
basa en las disecciones que hizo en Padua. En este libro es
donde representa el cerebro visto desde abajo, como hacia
Spiegel, pero en contra de este, Vesling no presentaba la
rete saliendo de la carétida, sino que emergia dentro del
plexo coroideo y después se extendia sobre la superficie
del cerebro (letra P) (Figura 12).

Figura 12. Ld&mina donde se representa la rete mirabile (letra
P) (J. Vesling, Syntagma anatomicum, 1647) (7).
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Vesling mantenia la idea de que la rete estaba en el
hombre y en ella se formaba el espiritu animal a partir de
la sangre, como habia dicho Galeno. No obstante, propuso
que podia haber otros 6rganos donde se podia producir
también el espiritu animal. Como pensaba que la rete era
diferente en los hombres y animales, esta diferencia
explicaba las diferencias mentales entre ambos. Esta vision
de la rete influiria en los autores de los siglos XVII y
XVIII.

En la segunda mitad del siglo XVII, la estructura y
funcion del cerebro atrae la atencion de los anatomistas y
aparecen las destacadas obras de Johann Jakob Wepfer
(Observaciones  anatémicas, 1658), Thomas Willis
(Cerebri anatome, 1664) y Nicolaus Steno (L’anatomie du
cerveau, 1669).

Nicolaus Steno  (Niels Steensen, 1638-1686),
anatomista y cientifico danés (7, 27). Estudio la anatomia
del cerebro y estructuras relacionadas como las meninges.
En 1669 dijo: “El cerebro, pieza maestra de la creacion, es
casi desconocido para nosotros”. Como consecuencia del
azar, dirigio sus pasos hacia la boténica y los fésiles, y es
considerado el padre de la Geologia. Tras convertirse al
catolicismo, murié como obispo misionero; fue beatificado
recientemente por el Papa Juan Pablo Il. En sus estudios
anatébmicos no menciona la rete pero su metodologia para
el estudio anatdmico fue muy Util para aclarar la cuestion
de la existencia de la rete en el hombre, y con ello donde
se produce el espiritu animal.

Johann J. Wepfer (1620-1695), médico suizo (7, 28,
29). Es recordado por sus estudios de la anatomia vascular
del cerebro y de las enfermedades cerebrovasculares;
publicé un libro sobre la vascularizacién del cerebro y la
apoplejia. Parece ser que también describié el poligono
arterial en la base del cerebro antes de que lo hiciera T.
Willis. Utilizando el método de N. Steno, fue el primero en
proponer la hipdtesis de que el ictus cerebral es causado
por hemorragia o por obstruccién de una de las arterias
cerebrales. Asimismo, en sus estudios en cadaveres
humanos llegé a la idea de que las carétidas y vertebrales
aportan sangre al cerebro.

También aborda el tema de la rete y sefiala que las
ramas de la cardtida se retinen y forman una red arterial,
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pero después de varios afios llega a la conclusion de que
esta estructura no existe en el hombre. Entonces ¢ddnde se
refina la sangre y se produce el espiritu animal en los seres
humanos?. Wepfer abandoné la idea de que el espiritu
animal se produce en la rete o en los ventriculos
cerebrales, y en su lugar propuso que este refinamiento de
la sangre se produce en la sustancia blanca del cerebro. Asi
daba solucidn al problema de dénde se produce el espiritu
animal en los seres humanos.

Thomas Willis (1621-1675), médico britanico (7, 30,
31). Estudié Medicina en Oxford, donde estaba William
Harvey, quien le ensefi6, de primera mano, los nuevos
conocimientos sobre la circulacion de la sangre.

Es una figura muy destacada en la historia de la
Anatomia y de la Neurologia. Fue uno de los fundadores
de la Royal Society londinense. Describi6 el cerebro con
mucho detalle en varias especies animales, incluida la
especie humana, y lo hizo con una idea funcionalista (se le
reconoce como el padre de la Anatomia Comparada). Fue
uno de los primeros en atribuir a las estructuras cerebrales
funciones cognitivas precisas. Su obra mas renombrada es
“Cerebri anatome” (1664) y en esta obra incluyé también
la figura, ya clésica, del poligono arterial que lleva su
nombre, a pesar de haber sido descrito antes por J Vesling
y por J. J. Wepfer.

Fue partidario de las ideas de Vesalio y de Harvey, y
parece ser que describié por primera vez la diabetes
mellitus y quien emple6 por primera vez la palabra
“neurologia”.

Consider6 que la rete estad formada por arterias, venas y
nervios. Tomando las ideas de J. Wepfer sobre la rete, en
su obra “Cerebri anatome” sefiala que en el hombre y el
caballo la carétida entra en el créneo y llega directamente
al cerebro (no hay rete), mientras que en otros animales la
carétida se ramifica formando la rete. Esto le llevd a
discusiones sobre el origen del espiritu animal y a decir
que la ausencia de la rete era la base para considerar al
hombre superior a los animales. Willis tuvo la brillante
idea de adscribir a la rete la funcién de regular la presion
de la sangre que llega al cerebro y también la de facilitar el
drenaje venoso del cerebro.

A diferencia de J. Wepfer, T. Willis no negaba con
rotundidad la presencia de la rete en el hombre y decia que
podia estar en algunos sujetos de tipologia especial o con
algln tipo de anomalia, recalcando la idea de que la
presencia de la rete significa una naturaleza imperfecta.
Estimaba que el espiritu animal se formaba en la corteza
cerebral. Como los seres humanos, los caballos tampoco
tienen rete por lo que consider6 a este animal como
“noble”, aunque su cerebro fuera menos desarrollado que
el de los humanos

Willis muestra sus reservas sobre la presencia de la rete
en los seres humanos con la siguiente frase: “If that be true
as some affirm, that the wonderful Net is some times also
found in a human Brain, | believe it is only in those sort of
men who being of a slender wit or unmoved disposition,
and destitude of all force and ardor of the mind, are little
better than dull working beasts in fortitude and wisdom
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Wepfer y Willis influirian notablemente en los autores
que vinieron después. Pero estos autores cogian unas ideas
y omitian otras. Muchos de ellos, incluso figuras
destacadas de la Medicina, se resistian a aceptar que el
hombre no tuviera rete; entre estos estaban el francés
Raymond de Vieussens, el inglés Henry Ridley, el
holandés Ysbrand van Diemerbroeck y el flamenco Philip
Verheyen. No obstante, en general se estaba de acuerdo
con la teoria especulativa de que la rete intervenia en la
regulacion del riego sanguineo cerebral.

Raymond de Vieussens (1641-1716), médico francés
(7, 32, 33). Sobre todo es recordado por su obra pionera en
el campo de la cardiologia. También hizo estudios
anatémicos sobre el cerebro y la médula espinal.

Se cree que Vieussens fue el primer médico que dio
una descripcion exacta del ventriculo izquierdo, asi como
varios vasos sanguineos del corazén. También fue el
primero en realizar una descripcion exhaustiva sobre la
estenosis mitral. Describiéd la posicion, estructura vy
cambios patologicos del corazén. Fue el primero en
describir correctamente el curso de las arterias coronarias y
el seno coronario, y avanzd la idea de que los vasos
coronarios tienen comunicacion con las cavidades
cardiacas. Hizo el primer diagnéstico de aneurisma adrtico
durante la vida del paciente. También contribuy6 al
conocimiento del sistema nervioso, del oido y de la accion
fermentativa de la saliva.

Sobre la rete, rechazo6 la idea de Willis de que estuviera
formada por arterias, venas Yy nervios. Vieussen
consideraba que solo estaba formada por arterias y venas,
se podia encontrar en animales y solo en muy raras
ocasiones se podia encontrar en seres humanos. Aceptd,
como Willis, que la rete regulaba el aporte de sangre al
cerebro y que refinaba la sangre en los animales que la
tenian.

Steven Blankaart (1650-1704), médico holandés (7,
34). Proclam6 que la rete podia estar solo en algunas
especies de animales, pero no en el hombre ni en el caballo
como antes habia afirmado T. Willis. Y consider6 que una
de las funciones de la rete era regular el flujo sanguineo
cerebral.

La incertidumbre sobre la rete continud durante todo el
siglo XVII, y su representacién aun continuaba en los
textos de Anatomia del siglo XVIII. EI médico escocés
James Keill (1673-1719) publicé su obra “The anatomy of
the humane body” que se edit6 16 veces hasta 1771 y en
ella no se referia a si la rete estaba 0 no en los seres
humanos, aunque decia que regulaba la velocidad de la
sangre que llega al cerebro. Para el inglés James Drake la
rete tenia la funcién en los animales que tenia la hipofisis
en el hombre, y consideraba que la rete esta ausente en el
hombre (1707). En su obra “Anatomy of the brain”,
Humphrey Ridley (1653-1708) sefiala que la rete no esta
totalmente ausente en el hombre, pero es mucho mas
pequefia que en los animales; la Ilam6 Seno Circular.

En este momento, el asunto de la presencia de la rete
en los seres humanos todavia era contradictorio, pero iba
perdiendo fuerza e interés. Por ello, sus representaciones
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disminuyen notablemente. La mayoria de los anatomistas,
aunque no todos, ya aceptaban que la rete estaba ausente
en la cabeza de los seres humanos.

Lorenz Heister (1683-1758), anatomista aleman (7,
35). Fue un destacado médico y cirujano, y fue Profesor de
Anatomia en la Universidad de Helmstedt (Alemania).
Participé como médico en la Guerra de Sucesion Espafiola
(1701-1714).

En su obra “Compendium anatomicum” (1717) afiadié
mas confusion al asunto de la rete. Confirma que la rete
estd presente en los seres humanos, aunque es poco
evidente y de poca consideracion, y “su funcion es
desconocida” En posteriores ediciones de su obra, reafirma
la presencia de la rete en el hombre y se molesté porque
Frederik Ruysch no aceptara con firmeza su presencia a
pesar de presentar un grabado con esta estructura.

Frederik Ruysch (1638 -1731), botanico y anatomista
holandés (7, 36). Es recordado por sus avances en la
preservacion de las piezas anatémicas. En 1699 publico su
obra “Epistola anatomica problemaética” y en la ldmina
duodécima muestra el cerebro de un joven de 10 afios de
edad, y lo representa visto desde la base como lo hacian
der Spiegel y Vesling. La rete aparece a la izquierda y
derecha del nervio Optico, pero Ruys lo comenta con poca
consideracién, como si fuera un cuento de hadas. Esta
representacion, realizada por Jan Wandelaar para la obra
“Epistola Anatomica”, era diferente y menos prominente
que las realizadas por Wepfer y por der Spiegel (Figura
13). Parecia que esta representacion iba a ser la Gltima en
la que se mostraba la rete como parte de la anatomia
humana, pero no seria asi.

Figura 13. lIzquierda: dibujo de la rete hecho por Jan Wandelaar para la obra “Epistola Anatomica” de F. Ruysch (1721) (39). Jan
Wandelaar (1690-1759) fue un pintor y grabador holandés. Derecha: detalle de la parte izquierda; la letra T indica la rete mirabile.

La rete mirabile seguia apareciendo en algunas
publicaciones anatémicas del siglo XVIII; por ejemplo,
aparece en la obra “An essay on comparative anatomy”
(1744) del anatomista escocés Alexander Monro el
primero. En esta obra, el autor insistia en la presencia de la
rete en el hombre. Su hijo, Alexander Monro el segundo,
mantenia la opinién de su padre (7).

En la familia Monro hubo tres generaciones de
anatomistas en la Universidad de Edimburgo (Escocia)
representadas por los tres Alejandros: Alejandro Monro: el
primero (1697-1767), el segundo (1733-1817) y el tercero
(1773-1859). Esta dinastia ocupé la Céatedra de Anatomia
en dicha Universidad durante 126 afios y alcanzo tal fama
gue muchos de los doctores escoceses, e incluso de otros
paises, se iban a formar a la Escuela de Medicina escocesa.

Alexander Monro el segundo (1733-1817), anatomista
escocés (7, 37). De los tres Monro, el mas famoso es el
Segundo, quien publicé “Observations on the structure and
function of the nervous system” (1783). Destacé por sus
estudios sobre el Sistema Nervioso, los ventriculos
cerebrales, el liquido cefalorraquideo y la hidrocefalia. Ha
contribuido a dar su nombre a la Doctrina de Monro-Kelly
sobre la regulacién de la circulacién cerebral durante la
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hipertension intracraneal. En el primer capitulo de esta
obra trata de la circulacion de la sangre en la cabeza y hace
una breve descripcién de la rete mirabile. Dice que es mas
facil encontrarla en los animales que en el hombre y
representa una rete del feto de una ternera; dice que tiene
la funcion de regular el aporte de sangre al cerebro.

A finales del siglo XVIII, los Monro se encuentran
practicamente solos en su defensa de la presencia de la rete
en los seres humanos.

Albrecht von Haller (1708-1777), fisi6logo suizo (7,
38). Fue el mayor fisiélogo del siglo y es considerado el
padre de la Fisiologia moderna. Fue Profesor de Anatomia,
Cirugia y Botanica en Inglaterra. Fue un prolifico escritor
contribuyendo con mas de 13000 articulos, varios de ellos
relacionados con el corazén y la circulacion. Describi6 con
precision la estructura del corazén y sefialé los cambios
que se producen durante la sistole. Probé el automatismo
cardiaco dando la base de la teoria miogénica de la
actividad cardiaca, la cual no se formularia hasta el siglo
siguiente. También describio la estructura del pericardio y
la de las vélvulas correctamente, y fue el primero en
describir la calcificacion del pericardio. Describid la
pulsacion del corazon en un embrién de pollo. Publicé su
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gigantesco trabajo sobre fisiologia “Elementa Physiologiae
Corporis Humani” en 9 volimenes entre 1759 y 1769. Sus
estudios no se limitaron al campo cardiovascular, sino
también a otras &reas. Su “Bibliothecae” incluia 52000
trabajos, dando idea de su capacidad de lectura.

También publicé el texto de Anatomia “lconum
anatomicarum” (1743-1756) donde ilustré y discuti6
mucho sobre la rete. Llegé a la conclusién de que no
estaba en el cuerpo humano y consideré que era una
estructura inGtil para los seres humanos.

John Bell (1763-1820), cirujano y anatomista britanico
(7, 39). Estudid con Alexander Monro el segundo. Escribié
un texto sobre Anatomia que publicd en 1797 y tituld
“Anatomy of the human body”, estudiando con detalle el
sistema nervioso central.

Destacé como médico e impartié clases privadas de
Anatomia, especialmente dirigidas a cirujanos. Como
asistian muchos alumnos, construyé una escuela donde
ensefid Anatomia durante 13 afios. Hizo con sus manos las
laminas para su libro. Dejo6 escrito que “...dissection is the
first and last business of the student....”. Después de esta
actividad como docente, se dedicé a la préctica de la
cirugia.

Sobre la rete mirabile, mantuvo la idea de Haller y
escribid en 1797 que “no hay el menor vestigio de una rete
mirabile en el cuerpo humano” y “que debido a su posicion
erecta, el hombre no necesita una estructura para regular la
entrada de sangre en la cabeza”.

Samuel T. Soemmering (1733-1830), anatomista
aleméan de origen polaco (7, 40), estudid6 Medicina en la
Universidad de Gotinga (Alemania) y lleg6 a ser Decano
de su Facultad de Medicina. Describi6 la organizacion de
los pares craneales y publicé varios temas sobre Anatomia,
Neuroanatomia y otras ramas de la ciencia. También fue el
primero en escribir sobre la estructura del esqueleto de las
mujeres.

Estudio diversos sistemas del organismo, en particular
los sistemas vascular y nervioso, y lo hizo de forma
ordenada y meticulosa. El estudio del sistema vascular y
del sistema nervioso lo hizo de forma separada, y
consideré que el sistema vascular estaba para nutrir los
tejidos y el sistema nervioso para transmitir la informacion
sensorial. Considerd los nervios como fibras y no como
tubos que transportaran “el jugo nervioso”: En
consecuencia, considero que la rete mirabile, que tendria la
funcidn de transferir una sustancia de un sistema a otro, no
tenia sentido que existiera en los seres humanos.

Se llegd, por fin, a la idea de que la rete mirabile era
exclusiva de algunas especies de animales y de que estaba
ausente en los seres humanos. A finales del siglo XVIII,
esta estructura vascular habia desaparecido de la Anatomia
Humana y ello se reflejaria ya en los textos de Anatomia
de los diferentes autores. La presencia de una estructura tal
que la rete, que transformaria el espiritu vital en espiritu
animal, ya no tendria sentido en los seres humanos.

En resumen, asombra la duracién que tuvo la creencia
de que una rete mirabile carotidea estaba presente en los
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seres humanos. Aunque esta creencia fue perdiendo fuerza
a lo largo del siglo XVII, algunos autores de renombre la
mantuvieron viva hasta finales del siglo XVIII.

En la medicina moderna el término rete mirabile adn se
conserva para referirse a una anomalia vascular congénita
de los vasos cerebrales. Se han descrito varios casos
clinicos que a menudo debutan con un accidente
cerebrovascular agudo y en estos pacientes la angiografia o
la resonancia magnética demuestran la presencia de una
malformacion vascular unilateral o bilateral, nutridas por
la arteria carétida externa. A esta malformacion se le ha
llamado, con frecuencia, rete mirabile. Varios
especialistas, entre ellos angioradidlogos, no comparten la
idea de llamar a esta malformacion rete mirabile porque
ello puede confundirse con la rete mirabile propiamente
dicha, que existe en numerosas especies animales pero no
en los seres humanos. Por ejemplo, en 1972 se describi6
un caso de malformacién vascular cerebral en un paciente
con ictus cerebral. En esta publicacion, los autores
describen la historia de “este fascinante y mitolégico
organo” y recomiendan abandonar el uso de este término
en la clinica humana, pues las malformaciones vasculares
cerebrales vistas en los pacientes son muy diferentes a la
rete mirabile (41).

No obstante, a pesar de la Ilamada hecha por diversos
especialistas, todavia se puede ver en la literatura dar el
nombre de rete mirabile a ciertas malformaciones
cerebrovasculares, a pesar de que comparten muy poco,
excepto el nombre, con la mitica estructura que le da
nombre. Como muestra de que aun sigue apareciendo su
nombre en la clinica, a continuacion se mencionan dos
citas publicadas recientemente (Line E, Linfante I, Dabus
G. Unilateral rete mirabile as a result of segmental
agenesis of the ascending petrous segment of the internal
carotid artery: embryology, differential diagnosis and
clinical implications. Interv Neuroradiol,19 (1):73-7, 2013;
Eric Homero Albuquerque Paschoal, Vitor Nagai Yamaki,
Fernando Mendes Paschoal Jinior, Ronie Leo Piske,
Manoel Jacobsen Teixeira, Edson Bor-Seng-Shu. Carotid
rete mirabile associated with subarachnoid hemorrhage
from intracranial aneurysm: A case report and systematic
review, Interv Neuroradiol February: 21 (1) 55-60, 2015).

4. LA RETE MIRABILE EN LOS SIGLOS XX'Y XXI

En este periodo empiezan a aparecer datos mas
objetivos sobre las caracteristicas morfologicas y sobre la
posible funcion de este plexo vascular.

4.1. Caracteristicas morfoldgicas
4.1.1. Anatomia

La rete mirabile carotidea, ausente en los seres
humanos, esta presente en una gran variedad de especies
animales: cetaceos (delfines, ballenas), sirénidos (manati,
dugongo), artiodactilos (hipop6tamo, jirafa, ciervo,
camello, llama, antilopes, cabra, oveja, vaca, cerdo),
carnivoros (gato, hiena, perro, tigre, leén) y primates
primitivos (Iémures, galagos), por lo que en estas especies
de animales, toda o gran parte de la sangre que llega a su
cerebro pasa a través de la rete.
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En la gran mayoria de los mamiferos que la tienen, la
rete carotidea estd dentro del créneo, en la base del
cerebro. En algunos como el gato y los lemdridos la rete es
extracraneal, y en el cerdo hay una rete extracraneal que se
continla con otra mas desarrollada situada dentro del
créneo.

Cuando es intracranial, la rete esta situada dentro de un
lago venoso (seno cavernoso), suele tener dos partes
simétricas, a ambos lados de la hipéfisis, y es proximal al
Circulo de Willis. En los ceticeos, la rete esta embebida en
tejido conectivo graso y no estd rodeada de sangre (2, 4).

En 1906, J. Tandler describié en algunos ungulados
que la rete se forma a partir de botones vasculares de la
cardtida interna, la cual después se atrofia. Posteriormente,
la cardtida externa pasa a ser la principal arteria nutricia de
la rete y este plexo arterial se encierra dentro del seno
cavernoso. La degeneracion de la carotida interna en
animales que tienen rete también fue descrita por otros
investigadores en cetaceos, felinos y artiodactilos (42-44).

Como el sistema vascular cerebral guarda relacién
filogenética, para entender cdmo evoluciona este sistema
en respuesta al medio ambiente es conveniente comparar
anatébmicamente, funcionalmente y el grado de desarrollo
de este sistema y de la rete en las diferentes especies. El
grado de desarrollo de la rete podria estar relacionado con
su funcion, que podria ser diferente en cada especie (4).

Estudios en cetaceos

En los cetaceos, el patron de la circulacién es similar al
de otros mamiferos y el aporte sanguineo al cerebro pasa a
través de un sistema vascular tdraco-espinal. Estos
animales acudticos presentan una rete mirabile muy
desarrollada, que incluye una parte intracraneal, otra
tordcica y otra espinal, que podria representar la
adaptacion de una vida terrestre anterior a la actual
totalmente acudtica. Esta rete arterial en la regidn toracica
probablemente fue descrita por primera vez en marsopas
por E. Tyson (1680) (45) y mas tarde diseccionada con
detalle en el narval por H. S. Wilson (1880) (46). Después
vendrian otros estudios. En el narval y en el delfin beluga
se ha observado que la rete se origina de las principales
arterias cervicales, toracicas y lumbares. Después se
extiende por el canal espinal y la cavidad craneal. La rete
aparece embebida en una matriz grasa y rara vez se
relaciona con sangre venosa. Entre estas dos especies, la
rete muestra algunas diferencias: 1) en la cantidad de rete
originada en las arterias intercostales, y 2) en el tamafio de
la rete. Ambos aspectos son més grandes en el narval que
en el delfin, al igual que ocurre con los valores del
hematocrito y hemoglobina en el plasma sanguineo, que
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son més elevados en el narval. Esto sugiere que la rete esta
ligada a la capacidad de los cetdceos para hacer
inmersiones acuéaticas méas profundas y méas duraderas,
para lo cual parece estar mas dotado el narval que el delfin
47).

En un estudio realizado mediante angiografias en
delfines anestesiados, disecciones anatémicas y obtencién
de castings, se muestra que las cardtidas internas y arterias
vertebrales estan presentes en los embriones pero después
se atrofian y el aporte sanguineo al cerebro de los delfines
se hace completamente a partir de una extensa rete toraco-
espinal e intracraneal. La rete toracica estd situada
retropleural en la pared posterior del térax y se nutre de
ramas procedentes de la aorta toracica. A través de los
agujeros intervertebrales, ramas de la rete toracica
penetran en el canal raquideo para formar una extensa rete
espinal, la cual avanza y penetra en el craneo a través del
foramen magnum. Este plexo intracraneal da ramas
meningeas y se forma la rete oftdlmica interna. Del
complejo vascular intracraneal emergen las arterias que
nutren el cerebro, dando lugar a posibles arterias
homdlogas con la arteria cerebral media, cerebral anterior
y cerebral posterior, pero no hay equivalencias con el
Circulo de Willis (Figura 14). Las paredes de las arterias
de la rete contienen gran cantidad de tejido colageno. La
rete traco-espinal parece tener un efecto amortiguador de
la presion arterial y quizd actle como reservorio de
oxigeno para aportarlo al corazon y cerebro durante las
prolongadas inmersiones acuéticas.

La rete mirabile, aunque no es exclusiva de los
mamiferos acuéticos, ha alcanzado su mayor desarrollo en
cetaceos (ballenas, delfines y marsopas) y esté algo menos
desarrollada en los sirenios. En los pinnipedos (mamiferos
acudticos carnivoros, con pies en forma de aletas) no hay
rete y el cerebro est4 regado por las car6tidas internas y
arterias vertebrales como en la mayoria de los animales
terrestres. Parece existir una clara filogenia en la evolucion
de los sistemas arteriales que riegan el cerebro; en los
mamiferos primitivos la sangre llega al cerebro solo a
través de las carétidas internas, y en los mamiferos mas
evolucionados, al sistema carotideo interno se afiaden las
arterias vertebrales. En varias de las especies de mamiferos
también se afiade retia mirabilia en el aporte sanguineo al
cerebro, probablemente con una funcion diferente en cada
especie. Debido a esta posibilidad es conveniente
comparar anatémicamente, funcionalmente y el grado de
desarrollo de la rete en las diferentes especies para
entender cdmo evolucionan los sistemas bioldgicos en
respuesta al medio ambiente (4).
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Figura 14. . lIzquierda: esquema general de la rete mirabile (RM) espinal y toracica de los cetaceos. Cl=vestigio de la cardtida
interna; AV=vestigio del arteria vertebral; CE=carétida externa (Esta figura est4d modificada de la realizada por McFarland et al.) (4).
Derecha: esquema de la rete mirabile toracica (RMT), espinal (RME) y carotidea (RMC) de los delfines. A=aorta; CE=cardtida
externa; ACA=arteria cerebral anterior; RMOE=rete mirabile oftdlmica externa. (Esta figura estd modificada de la realizada por

McFarland et al.) (4).

Estudios en carnivoros

El patrén del aporte sanguineo al cerebro de los
carnivoros es muy diverso. Hay carnivoros como el gato y
la hiena que tienen una rete muy desarrollada, mientras
que otros carnivoros no tienen rete aunque si tienen
abundantes anastomosis entre los sistemas carotideos
externo e interno.

Gato:

Diversos tipos de estudios muestran que en el gato, la
rete tiene dos componentes: uno extracraneal que se
continda con otro intracraneal (Figuras 3 y 15). La parte

extracraneal recibe la sangre de la arteria maxilar interna, y
de la cara medial de esta rete nacen ramos que pasan por la
fisura orbitaria al interior del crdneo para formar la porcién
intracraneal que est4d dentro del seno cavernoso. Esta
porcién intracraneal se retne para formar la carétida
interna (la porcion cervical de esta arteria es un vestigio).
Esta arteria carotida interna, con la del otro lado, forma el
equivalente al Circulo de Willis; no hay arteria
comunicante anterior (3, 48).

Figura 15. lzquierda: Radiografia del aporte sanguineo cerebral del gato (48). Derecha: representacion esquematica del aporte

sanguineo cerebral del gato.

ECR= rete carotidea extracraneal.; ICR=rete carotidea intracraneal; AP=arteria faringea ascendente; EC=carétida externa; 1C=cardtida

interna; IM= arteria maxilar interna; PIC= carétida interna primitiva.

Leon:

La rete del ledn es muy parecida a la del gato. En el
ledn, es extracraneal y se nutre a partir de la arteria maxilar
interna. De esta rete salen ramas que penetran en el crdneo
a través de la fisura orbitaria donde se reinen para formar
la cardtida interna, totalmente intracraneal. La carétida
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interna extracraneal es un vertigio. De esta rete también
salen ocho arterias eferentes y es la principal fuente de
sangre que llega al cerebro (49, 50) (Figura 3)

Perro:

En el perro doméstico, la parte proximal de la cardtida
interna es pequefia. Como en el gato, la principal fuente de
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sangre al cerebro se hace a través de la arteria maxilar
interna, de la cual se forma la rete, que es intracraneal (est&
situada dentro del seno cavernoso). De la rete emerge la
carétida interna que es intracracraneal. A diferencia del
gato, en el perro no hay rete extracraneal y su equivalente
con respecto al gato es el ramus anastomoticus (2, 3, 51)
(Figura 3).

Estudios en artiodactilos

Los artiodéctilos representan las especies mas
numerosas de los ungulados, mas de 220 de las 237
especies de ungulados que existen. En los artiodactilos es
donde més estudios de la rete se han realizado (3, 52-54).

En un estudio llevado a cabo en 257 cabezas de
animales de 50 especies del orden de los artiodactilos, los
autores llegan a la conclusion de que las arterias que
nutren la rete varian segln la especie, e incluso puede

variar dentro de una misma especie, en lo que se refiere a
las arterias aferentes, asi como al lugar de origen, nimero
y didmetro de estas arterias. De todas las arterias del
cuello, la que es més constante en contribuir a la
formacidn de la rete en las distintas especies es la arteria
carétida externa (52). En un gran numero de estas
especies, la rete se forma habitualmente a partir de una o
mas ramas que salen de la arteria carétida externa, y
después se ramifican para formar este plexo. Después, se
vuelven a reunir para formar una arteria Unica (arteria
carétida interna, totalmente intracraneal), que con la
carétida interna del otro lado forman el Circulo de Willis.
En muchas especies de artiodactilos, la rete ocupa el sitio
del sifén carotideo y ambas estructuras estan dentro del
seno cavernoso (Figura 19).

Seno cavernoso

Figura 16 lzquierda: esquema del seno cavernoso con el segmento intracavernoso de la carotida interna en los seres humanos.
Derecha: esquema del seno cavernoso con la rete mirabile en su interior en los artiodéctilos.

H=hipdfisis; Cl=arteria carotida interna; AMI=arteria maxilar interna; SC=seno cavernoso.

Estudios anatdmicos realizados en el cerdo, buey y
oveja muestran que en estos artiodactilos no hay carotida
interna extracraneal y tienen una rete carotidea intracraneal
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que se forma a partir de ramas de la arteria maxilar interna,
a su vez rama de la carotida externa. De esta rete surge una
carétida interna que es totalmente intracraneal, que junto
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con la del lado opuesto forma el Circulo de Willis. En las
tres especies, la arteria basilar tiene muy pocas conexiones
con las arterias vertebrales y la arteria basilar tiene una
direccion caudal. La rete esta dentro del seno cavernoso.
El caballo no tiene rete carotidea (52).

Utilizando la inyeccién de contraste radiopaco o de
latex de neopreno, en el gato, oveja, cabra, buey y cerdo se
encontr6 una rete bien desarrollada, en el perro era
rudimentaria y no existia en la rata ni en el conejo. En la
oveja, cabra, buey y cerdo es intracraneal y esta situada
dentro del seno cavernoso. En el gato hay una rete
extracraneal y otra intracraneal, dentro de un lago venoso.
La rete estd formada por una compacta red de arterias de
corta longitud que se anastomosan libremente entre si.
Cuando es intracraneal, la rete de un lado se comunica con
la del otro lado mediante arterias muy finas. En la cabra,
oveja y cerdo no habia carétida interna proximal a la rete,
pero si habia una cardtida interna distal que comunica la
rete con el Circulo de Willis.

Los principales vasos que nutren la rete son la arteria
maxilar interna (habitualmente a través del ramus
anastomoticus y la arteria anastomaética), la arteria faringea
ascendente y la arteria occipital. En el gato, oveja, cabra y
buey la principal es la arteria maxilar interna, pero en el
cerdo es la faringea ascendente. En el buey también hay
una notable contribucién de la arteria occipital. Se sugiere
que el ramus anatomoticus y la arteria anastomética son
homdlogas a la arteria meningea recurrente y a la arteria
meningea media del conejo y de los seres humanos. El
Circulo de Willis parece derivar de una o méas de cinco
fuentes: la cardtida interna, car6tida externa, arteria
faringea ascendente, arteria vertebral a través de la arteria
basilar, y la arteria occipital (52, 53)
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Ovejay buey:

Mediante preparados obtenidos con latex de neopreno
se estudio la anatomia de la irrigacion arterial del cerebro
de ovejas y bueyes. En estas dos especies la sangre
destinada al Circulo de Willis pasa por una rete carotidea
intracraneal bien desarrollada. En la oveja, la principal
fuente de suministro de sangre a la rete es la arteria
carétida externa, y lo hace a través de ramas de la arteria
maxilar interna. Tanto en la oveja como en el buey, la
arteria carétida interna estd poco desarrollada y emerge
como una arteria eferente de la rete, que se divide para
formar, con la del otro lado, el Circulo de Willis. En el
buey, la sangre que llega a la rete lo hace a partir de la
cardtida externa, a través de ramas de la arteria maxilar
interna, y a partir de las arterias vertebrales, a través del
plexo arterial basi-occipital. La arteria basilar, tanto en
ovejas y bueyes, tiene s6lo tenues conexiones con la arteria
vertebral, se estrecha en sentido caudal y se continlla como
la arteria espinal ventral. Es decir, que la arteria basilar
puede ser considerada como una rama en direccion caudal
del Circulo de Willis en estas dos especies de animales
(55).

Cabra, vaca y cerdo:

La cabra, vaca y cerdo pertenecen al orden de los
Avrtiodactilos y tienen una rete carotidea de estructura
similar y situada dentro del seno cavernoso. La arteria
maxilar interna es la principal arteria que nutre la rete en
las tres especies, pero en el cerdo también interviene de
forma notable la arteria faringea ascendente (3, 55-57). La
Figura 17 muestra un esquema de la rete en estas tres
especies.

Figura 17. Representacién esquematica del aporte sanguineo de la rete mirabile carotidea de cabra (lzquierda), vaca (Centro) y

cerdo (Derecha) (3, 57).

CR = rete mirabile carotidea; CW = circulo de Willis; AA = arteria anastomética; RA = ramo anatomético; IC = arteria carétida interna;
EC = carétida externa; IM = arteria maxilar interna; PA = arteria faringea ascendente; B = arteria basilar; V = arteria vertebral.

Jabali:

Estudios realizados en 32 cabezas de jabalies salvajes
muestran que la cardtida comln se divide en carétida
externa y car6tida interna. Esta Gltima emite las arterias
occipital y condilar, y después se ramifica para dar lugar a
la rete mirabile rostral epidural La cardtida externa se
continda como arteria maxilar interna, de la que emerge la
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arteria meningea media y la arteria oftadlmica externa; esta
contribuye a la formacion de la rete mirabile rostral
epidural. La rete mirabile rostral izquierda y derecha se
anastomosan entre si y forman una red en forma de H, de
la cual nacen las arterias cerebrales. La rete mirabile
epidural caudal se forma principalmente a partir de la
arteria occipital, arteria condilar y arteria vertebral; de esta
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rete nace la arteria basilar (56) (Figura 18).

Figura 18. Detalle de la rete mirabile epidural rostral del jabali, después de separar la duramadre (56).

Yak y vaca:

Para estudiar y comparar la rete del yak y la de la vaca,
se utilizé la técnica de corrosion en 12 cabezas de yak y 10
cabezas de vaca. El aspecto y la forma exterior de las dos

retes era similar en ambas especies, aunque era algo méas
grande especialmente hacia la base occipital en el yak que
en la vaca. La contribucion de la arteria maxilar interna
también era similar (58, 59) (Figura 19).

Figura 19. Reproduccidén de la rete mirabile del yak (a) y de la vaca (b) utilizando técnicas de corrosién tras la inyecciéon de un
polimero acrilico (58). A la derecha, un esquema de la rete del yak (59).

(3)=arteria maxilar interna; (8)=arteria carétida cerebral; (12)=arteria carétida interna; (15)=arteria vertebral; (16)=arteria occipital.

En terneras se ha descrito la presencia de una rete
epidural formada por dos partes, una parte principal
situada dentro de un seno circular y formada por dos
I6bulos, y otra parte en forma de V situada en el foramen
Optico. La rete recibe el aporte sanguineo de la arteria
maxilar interna, del plexo arterial occipital y de la carétida
interna (esta est4d poco desarrollada). De la rete salen la
cardtida cerebral (interna) y la oftdlmica interna. El seno
circular recibe sangre venosa de la region facial, cornetes,
oOrbitas y fosas nasales. La sangre de este seno drena en el
plexo venoso basilar y a través de cuatro venas emisarias.
Las arterias de la parte principal de la rete son de tipo
muscular (60).

Jirafa:

El estudio se realiz en 12 cabezas de jirafa a las que se
les inyectd latex y supercloruro de vinilo disuelto en
acetona. Como en otros rumiantes, el segmento
extracraneal de la carétida interna est4 obliterado. Tienen
una rete mirabile intracraneal que se nutre de la arteria
maxilar interna, y de la rete emerge el segmento
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intracraneal de la carétida interna. Esta arteria, con la del
otro lado, forma el circulo de Willis, del cual salen las
arterias que riegan el cerebro. La arteria basilar es delgada
y tal vez no contribuya al aporte sanguineo al cerebro (61).

Recientemente se ha realizado otro estudio en jirafas,
donde se describe los patrones de las arterias craneales,
desde que nacen hasta que alcanzan la senescencia. En este
estudio se muestran imagenes muy demostrativas vy
elegantes (62).

Antilopes:

En tres subespecies de antilopes se observo que el
circulo arterial de la base del cerebro se forma a partir de
la carétida interna intracraneal de ambos lados, la cual
emerge de la rete mirabile que es totalmente intracraneal.
El segmento extracraneal de la car6tida interna estd
obliterado y la rete se nutre principalmente de la arteria
maxilar interna (63) (Figura 20).
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Figura 20. Vista del circulo arterial de la base del cerebro del
eland comun de la sabana (63).
1=Rostral cerebralartery, 2=arteria cerebral media; 4=arteria
carétida interna; 6=arteria cerebral caudal; 7=arteria cerebral
rostral; 9=arteria basilar; 10=rete mirabile epidural rostral;
11=rama de la asrteria condilar.

En el mismo laboratorio del estudio anterior y
utilizando el mismo procedimiento (63), se examinaron
106 cabezas y arterias cerebrales de 8 especies de cérvidos.
En todos ellos se encontrd una rama de la arteria condilea
que se dirige a la rete mirabile epidural rostral, como
también ocurre en la jirafa. Asimismo, se sugiere que el
patron vascular del encéfalo es universal en los cérvidos y
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difiere del de los rumiantes por tener una conexién entre la
rete mirabile y la arteria condilea (63, 64).

4.1.2. Histologia

De un estudio histologico realizado en la rete de dos
toros y cuatro ovejas, y publicado en 2007, se concluye,
entre otras cosas, lo siguiente (64):

La limitaciébn de la capacidad para dilatarse que
impone el seno cavernoso

a la rete mirabile, induce el polimorfismo de esta
estructura como plexo.

b) La rete esta cubierta por fibras nerviosas que se
originan principalmente en el sistema simpatico por
encima del esfenoides, asi como en los pares craneales 3°,
4° y 6° Histologicamente, estas fibras nerviosas estan
separadas de la pared vascular por tabiques de tejido
conjuntivo.

c) La capa media de las arterias est4 formada por capas
concéntricas de células de musculo liso; son abundantes
las fibras elasticas.

d) Las arterias de la rete estan tapizadas, en su luz, por
endotelio arterial y, en su superficie externa, por endotelio
del seno venoso.

En la cabra, vaca y cerdo, las arterias que componen la
rete de estas tres especies son de corta longitud, tamafio
medio y de pared relativamente gruesa; en fresco tienen un
didmetro externo de 50-600 pm. Los estudios histolégicos
muestran que las arterias son musculosas y tienen una capa
media muscular y una capa externa de tejido conectivo
(adventicia) bien desarrolladas. La luz interna est4 tapizada
por una capa de endotelio de tipo arterial y la cara externa
estd tapizada a su vez por un endotelio de tipo venoso
(Figuras 21-23) (3, 65, 66).

Cabra Vaca

Cerdo

Figura 21. Fotografias de fragmentos de la rete carotidea de cabra, vaca y cerdo, sumergidos en suero salino fisioldgico.
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Figura 22. lzquierda: fotografia de un fragmento de rete de cabra sumergida en suero salino fisioldgico. Derecha: corte

histol6gico de arterias de rete de cabra (71).

Figura 23. Representacion esquemaética y comparativa de cortes transversales de arterias de rete y arterias piales de cabra, vaca 'y
cerdo, mostrando el grosor de la capa media (muscular) y de la capa adventicia (tejido conectivo). Este esquema resume los

hallazgos histoldgicos de la Referencia 3.

4.1.3. Inervacion

Los estudios sobre la inervacion de las arterias de rete
son escasos.

Mediante técnicas de histofluorescencia se ha
demostrado que la rete mirabile, en las especies en las que
se ha examinado, tiene pobre inervacion simpatica, lo cual
contrasta con la notable inervacion simpética observada en
las arterias cerebrales de las mismas especies. De todas las
especies estudiadas, solo en el gato la rete parece tener una
considerable inervacion simpética. En la rete extracraneal
del gato se ha observado que sus arterias contienen
abundantes fibras situadas entre la adventicia y la media.
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Estas fibras nerviosas son ricas en acetilcolinesterasa,
noradrenalina, polipétido pancreético, péptido intestinal
vasoactivo y sustancia P (67).

En 1991 se observé que la rete de la jirafa tiene muy
poca inervacion simpdética, lo cual contrasta con la
marcada inervacion que tienen las arterias cerebrales de
esta misma especie. Estos estudios morfolégicos sugieren
que la rete no debe tener un papel activo en la respuesta
vasoconstrictora durante los cambios posturales de la
cabeza (68).

En el narval Monodon monoceros, utilizando
procedimientos de histofluorescencia y microscopia
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electrénica, se observd que las arterias de la rete estan
pobremente inervadas con fibras adrenérgicas; solo la
parte caudal de la rete espinal tienen abundante inervacion
adrenérgica. Esto sugiere que la rete mirabile de los
cetdceos probablemente no estd bajo control nervioso
simpético (47).

En las arterias de rete de cabra, cuando se mide el
contenido de noradrenalina como indicador indirecto de la
densidad de inervacion simpética, se ha encontrado que
este contenido en las arterias de rete es aproximadamente
solo el 13% del contenido en las arterias cerebrales de esta
misma especie animal (3, 65).

La microscopia electronica demostr6 la presencia de
fibras adrenérgicas en arterias cerebrales y en arterias de
rete de cabra, pero la densidad de inervacion fue mucho
menor en las arterias de rete que en las arterias cerebrales.

En resumen, los datos disponibles en la literatura
permiten decir que en todos los mamiferos en los que se ha
estudiado la rete carotidea, esta estructura presenta las
siguientes caracteristicas comunes:

Estd formada por un plexo de arterias cortas
anastomosadas libremente entre si.

Aunque sus vias aferentes varian segun las especies de
animales, estd situada entre las principales arterias que
riegan el cerebro, proximal al Circulo de Willis.

Es intra y/o extracraneal y estd dentro de un lago
venoso, excepto en los cetaceos, que esté rodeada de grasa.

La arterias son de tamafio medio y su pared tiene una
capa de musculo liso bien desarrollada, son pobres en
tejido eléstico y tienen, en general, pobre inervacion
simpética (de los conocidos, solo en el gato la rete tiene
una considerable inervacién simpatica adrenérgica).

4.2. Funcién de la rete mirabile

Aunqgue no existe rete en los seres humanos, la funcién
de la rete mirabile carotidea sigue siendo una cuestién
intrigante. Dada su especial situacion anatdmica, su
relacion anatdmica con la circulacién cerebral y su
presencia en un gran nimero de especies de animales, no
es sorprendente que durante muchos afios se haya tenido
interés por conocer su funcidn, la cual no es bien conocida
aun. Las mayoria de las hipétesis propuestas para explicar
su funcidén se basan en especulaciones y realmente son
muy pocos los estudios que se han realizado con este fin.

A lo largo del tiempo se le han atribuido
principalmente las siguientes funciones:

A) Siglo II: C. Galeno dice que la rete es donde se
transforma el espiritu vital en espiritu animal (psiquico).
Este aspecto se ha comentado anteriormente.

B) Siglos XVII-XVIII: se le atribuye la funcion de
regular la presion y el flujo de sangre que llega al cerebro

C) Siglo XX: se le atribuye la funcién de actuar
como intercambiador de temperatura, asi como una
funcién hemodinamica.

Galeno estudi6 la rete con verdadero entusiasmo y le
asignd una funcion importantisima, pues crefa que en la
rete se refinaba la sangre y el espiritu vital se transformaba
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en espiritu animal, el cual se transportaba desde el cerebro
por los nervios, supuestamente huecos, a todos los
musculos del cuerpo. Este espiritu animal causaba la
distensién muscular y su ausencia causaba la contraccion
muscular. Este espiritu animal también servia para que el
cerebro pudiera producir el razonamiento. Probablemente
esta supuesta funcion contribuyé a que la idea de una rete
en los seres humanos perdurara tanto tiempo porque de no
haber rete en el hombre ;donde se realizaria esa funcién
tan importante?. Con el tiempo, no solo desaparecio la rete
de la anatomia humana sino también desaparecio la
necesidad de una funcion de tal naturaleza.

En su estudio publicado en 1935, E. Ask-Upmak (2)
llama la atencion sobre la presencia de una rete en tan
amplia variedad y nimero de especies de animales y
también hace referencia a las posibles funciones de este
plexo arterial.

Ask-Upmark comenta lo siguiente:

A) La rete, al estar presente en especies tan diferentes
entre si, llevaria a cabo funciones muy similares en todas
las especies. No obstante, esta hipdtesis no es facil de
aceptar porque entre estas especies las hay que tienen
marcadas diferencias entre si, tal como ocurre entre el
delfin, el leopardo y el armadillo.

B) Basado en el aspecto morfoldgico, sugirio la
existencia de una relacion genética entre las especies que
poseen rete. Es decir, que estas especies tendrian tendencia
a desarrollar una rete y que estas especies tendrian
tendencia a desarrollar un sistema cerebrovascular similar.

Estas dos hipétesis en principio se pueden descartar
porque no hay datos que permitan apoyarlas. Los estudios
sobre la morfologia y desarrollo del sistema
cerebrovascular en las diferentes especies son méas bien
€sCasos.

C) Dada su relacion anatébmica con las arterias que
llevan la sangre al cerebro y su cercania anatomica con
este 6rgano y con la hipofisis, parece razonable que se
haya propuesto la hipotesis de que este plexo arterial
podria tener tres funciones principales:

1)  Modificar la composicion de la sangre.

2)  Influir en la circulacién de la sangre a través de
reflejos.

3) Regular el aporte de sangre al cerebro.

Aparte de la proposicion hecha por Ask-Upmark,
recogiendo lo descrito en la literatura, al menos tres
funciones pueden atribuirse hipotéticamente a la rete:

a) Regular el flujo y presion de la sangre que llega al
cerebro. La rete estd mejor desarrollada en animales que
tienen un cuello relativamente largo y cuando mueven la
cabeza, hacia arriba y hacia abajo, pueden variar su altura
notablemente; en este caso la rete amortiguaria los
cambios hidrodindmicos y, por tanto, la llegada de sangre
al cerebro al desplazar la cabeza (30, 31). Esta funcion
amortiguadora de la presion arterial parece que podria
ocurrir también en los ceticeos, que obviamente no tienen
el cuello largo (69). Esta hipdtesis que propone que la rete
tendria una funcion hemodindmica estd apoyada por
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observaciones experimentales en animales terrestres
(artiodéctilos) (70, 71).

b) Transferir sustancias de la sangre venosa que
viene de la mucosa nasal a la sangre arterial de la rete (72).
En artiodactilos primitivos que dependen en gran parte de
la informacidn olfatoria, la transferencia de sustancias de
la sangre venosa que procede la mucosa nasal hacia la
sangre de la rete para llegar después al cerebro seria de
importancia para el comportamiento de estos animales.

c) Los animales que tienen rete (p.e., los
artiodactilos) tendrian ventaja frente a los animales que no
la tienen (p.e., los perosidactilos) porque la rete, al
participar en la regulacién térmica del cerebro estarian en
mejores condiciones de resistir las situaciones en que
aumente la temperatura corporal por diferentes motivos
(73, 74).

En las marsopas, como en otros cetaceos, la rete
toracica y espinal estd rodeada de grasa. El nitrogeno es
unas 6 veces méas soluble en grasa que en el agua. Los
autores del estudio realizado en esta especie animal
sugieren que el nitrogeno en sangre pasa a la grasa por
difusién cuando la sangre pasa por la rete. Esto evitaria
que se formen burbujas de nitrégeno y pasen al cerebro
cuando los animales ascienden a la superficie desde las
profundidades del agua (75).

Como ya se ha comentado anteriormente, el narval y el
delfin beluga son dos especies que tienen rete, pero entre
estas dos especies existen dos diferencias principales
relacionadas con este plexo vascular: tanto la cantidad de
rete originada en las arterias intercostales como el tamafio
de la rete tordcica son més grandes en el narval que en el
delfin. Curiosamente ocurre algo parecido con los valores
del hematocrito y hemoglobina, que también son mas
elevados en el narval. Estas diferencias sugieren que el
narval estaria dotado de una mayor capacidad para hacer
inmersiones acudticas méas profundas y mas duraderas que
el delfin (47).

Funciones més aceptadas actualmente:

4.2.1. Intercambiador de calor

La temperatura corporal es un elemento esencial para
el mantenimiento del medio interno de las células de los
diferentes tejidos, por lo que la regulacién térmica del
organismo es una funcién crucial. Asimismo, se acepta la
presencia de mecanismos que enfrian selectivamente el
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cerebro de los animales (74, 75) asi como el enfriamiento
selectivo del cerebro humano durante la hipertermia (76)

En 1966, C. R. Taylor descubrié que cuando las cabras
presentan hipertermia, la temperatura del cerebro aumenta
menos que la temperatura del resto del cuerpo; a esto se le
llamé “enfriamiento selectivo del cerebro” y esta
peculiaridad se identific6 también en muchos otros
miembros de los artiodactilos. De forma intuitiva se pensé
que este fenébmeno protegeria al cerebro del dafio térmico
(87). Sin embargo, esto choca con la organizacion general
de los mecanismos termorreguladores de los mamiferos
(78).

En la década de los 1970, M. A. Baker realizé una serie
de estudios encaminados a dilucidar si la rete acta o no
como intercambiador de temperatura para enfriar la sangre
arterial que llega al cerebro. De sus estudios, la autora
sugiri6 que la rete actla como un intercambiador de
temperatura entre la sangre arterial que entra y circula por
su interior y la sangre venosa que sale y la bafia, evitando
asi el calentamiento del cerebro en los dias calurosos y
particularmente en situaciones en que aumenta la
temperatura corporal (p.e., durante una carrera). A modo
de ejemplo, se ha dicho que la presencia de rete en el perro
le permite alcanzar a la liebre que no tiene rete; al primero
no se le calienta el cerebro y puede seguir corriendo
mientras que a la segunda si se le calienta el cerebro y
tiene que detenerse; el cerebro es muy sensible al
calentamiento. Esta funcion de la rete también explica,
probablemente, la tolerancia del cerebro a las altas
temperaturas ambientales en carnivoros y ungulados que
tienen rete. (74, 77-79).

En la Figura 24, mostrada a continuacion, se trata de
indicar, esquematicamente, que la rete y el seno cavernoso
actlan como un intercambiador de temperatura al circular
la sangre en sentido opuesto (contracorriente); asi, se
transfiere calor de la sangre arterial de la rete que va a
entrar al cerebro, y esta mas caliente, a la sangre venosa
del seno cavernoso, el cual recoge sangre fria que procede
de las vias respiratorias altas. Este enfriamiento de la
sangre de las vias respiratorias altas se produce bien
porque el aire que entra por las fosas nasales esta frio o
bien porque ese aire se enfria durante el jadeo.
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L

Figura 24. Esquemas mostrando el sistema vascular contracorriente entre la sangre arterial y la sangre venosa, que permite la
transferencia térmica de la sangre arterial a la venosa. En la izquierda se muestra lo que ocurriria entre la sangre de la rete que pasa al

cerebro y la sangre del seno cavernoso que sale del craneo.

En una de sus publicaciones, G. Mitchell y A. Lust (73)
comentan el interesante hecho de la evolucién que han
seguido dos especies de animales tales como los
Artiodactilos y los Perisodactilos. Parece ser que desde el
Eoceno se ha incrementado la diversidad de los
Artiod4ctilos, mientras que la de los Perisodactilos ha
disminuido. Se han dado dos razones principales para
explicar esta diferente evolucién: la especializacion del
tubo digestivo y la mejor adaptacién a la locomocién. En
los Artiodactilos, la capacidad el tubo digestivo para la
rumia ha facilitado la fermentacion de los alimentos y ha
actuado como reservorio de agua y de energia en
ambientes calurosos, permitiéndoles pastar a largas
distancias de las reservas de agua; esta especializacion del
tubo digestivo no ha ocurrido en los Perisodactilos, por lo
gue estos animales no deben alejarse mucho de las fuentes
de agua. Desde el Eoceno y Mioceno, el nimero de
especies dentro de los Artiodactilos ha crecido y el de los
Perisodactilos ha disminuido. Esta diferencia en la
evolucidn del nimero de especies entre los Artiodactilos y
los Perisodactilos también se ha atribuido a otros factores,
como por ejemplo la interaccion competitiva entre ambas
especies, y a la adaptacion y supervivencia a los cambios y
adversidades térmicas (73). En esta capacidad de
adaptacion a la temperatura ambiental parece intervenir la
presencia de la rete.

Como se ha indicado en varias ocasiones en este texto,
los Artiodactilos tienen rete carotidea y los Perisodactilos
no la tienen. G. Mitchell y A. Lust (73) sugieren que la
presencia de una rete carotidea en los Artiodactilos
también ha desempefiado un relevante papel en la diferente
evolucion de ambas especies de animales. A los
Artiod4ctilos, la rete les conferiria la capacidad para
regular la temperatura del cerebro de forma independiente
de la del resto del cuerpo. En los Perisodactilos, que no
tienen rete, la temperatura del cerebro y la del resto del
cuerpo cambian de forma paralela y la termorregulacion
requiere abundante alimentacién y agua para calentar o
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enfriar el cuerpo. En consecuencia, los Perisodactilos
ocupan hébitats de pocos cambios estacionales y con
abundante disposicion de alimentos y de agua, tal como los
bosques tropicales. Por el contrario, la flexibilidad
adaptativa térmica de los Artiodactilos, que si tienen rete,
les permitiria la invasion de nuevas zonas que van desde el
Circulo Artico a las sabanas tropicales (73).

Las gacelas viven en las sabanas de Africa y estan
expuestas a altas temperaturas y a la depredacion de los
grandes felinos, por lo que con frecuencia desarrollan
elevadas temperaturas y les es dificil eliminar el calor de
su cuerpo. El cerebro es muy sensible a las altas
temperaturas y para evitar su dafio, estos Artiod4ctilos han
desarrollado un mecanismo de contracorriente que
eliminaria calor de la sangre antes de que esta llegue al
cerebro. Este mecanismo protector térmico del cerebro lo
realizaria la rete carotidea, la cual intercambiaria calor
entre la sangre arterial de la rete (sangre caliente) y la
sangre venosa que procede de las fosas nasales (sangre
fria). De esta manera la sangre arterial que llega al cerebro
estaria menos caliente. Durante una carrera, la temperatura
corporal de una gacela es 2,7°C superior a la del cerebro.
Esta diferencia no tiene lugar en los felinos, por lo que
durante una carrera en un dia caluroso a estos se les
calienta mucho el cerebro y no pueden seguir corriendo
tras la gacela. EI mantener el cerebro fresco gracias a la
rete, dota a las gacelas de un medio de adaptacion y de
supervivencia (73).

En 1998, Claus Jessen publicé un estudio en el que
demuestra que los Artiodéctilos utilizan un sistema de
enfriamiento selectivo para el cerebro durante la
hipertermia experimental. Sin embargo, observd que en los
animales en estado libre este sistema especifico funciona
cuando la temperatura es baja pero no funciona cuando la
temperatura esté cerca de 42°C. Curiosamente, el principal
efecto de este sistema especifico es ajustar la actividad de
los mecanismo de pérdida de calor a la situacién de estrés
producida por el calor en sentido general, méas que a la
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proteccion del propio cerebro frente al dafio térmico (80).
Un hecho importante de este sistema especifico es que
el intercambio térmico en la rete podria no ser obligatorio
en todo momento. La sangre fresca de las fosas nasales
drena fundamentalmente por dos rutas (80) (Figura 25) :
a) una, por la vena angularis oculi y si sigue esta ruta llega
sangre fresca al seno cavernoso, se enfria la sangre arterial
de la rete y el sistema especifico de enfriamiento cerebral
entra en funcionamiento; y b) la otra ruta, por la vena
facial, que va a la yugular interna y no pasa por el seno
cavernoso, por lo que no enfria la sangre arterial de la rete
ni el cerebro. Que pase por una u otra vena dependeré de la
actividad de las fibras simpéticas que inervan el esfinter
situado en las venas antes de dividirse en vena facial y

vena angularis oculi. Cuando aumenta la actividad
simpética se inhibe el enfriamiento cerebral y aumenta la
eliminacién de calor. ;Como se regula esta actividad
simpética? Parece ser que depende de la temperatura que
alcance el cerebro: si aumentan la temperatura cerebral y
corporal a la vez, se produce jadeo pero no se activa el
sistema especifico de enfriamiento cerebral, pero si
aumenta la temperatura cerebral y se mantiene baja la
corporal, entonces se activa este sistema especifico y no
hay jadeo. Por tanto, en el rango de hipertermia parece ser
que el cerebro tiene la capacidad de regular su propia
temperatura de forma separada del resto del cuerpo (80).

Figura 25. Representacion esquematica del aporte sanguineo al cerebro a través de la rete en los Artiodéctilos (80).
VAO=vena angularis oculi; VF=vena facial; VY=vena yugular interna; E=esfinter venoso.

4.2.2. Facilitador del drenaje venoso intracraneal

En 1961, Barnett y Marsden realizaron experimentos
en ovejas y con los resultados obtenidos estos autores
sugieren que la rete podria contribuir a facilitar el retorno
venoso desde el interior del craneo mediante pulsaciones
ritmicas transmitidas desde sus arterias a la sangre del seno
cavernoso (81).

La jirafa es una animal espectacular y desde la
antigiiedad ha llamado la atencion, sobre todo por tener un
cuello tan largo; este animal parece como una anomalia de
la naturaleza. Una jirafa adulta suele medir 4.5-5.5 m de
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altura y el corazébn esta a mitad de camino entre las
pezufias y la cabeza (Figura 26). Su corazén tiene que
generar una presion muy alta para hacer llegar la sangre al
cerebro; a nivel del corazon la presion arterial sist6lica es
de 200-300 mm Hg y la diastdlica es de 100-170 mm Hg.
Las paredes de las arterias y las de los ventriculos del
corazon son relativamente muy gruesas. Esta especie
animal también tiene rete carotidea y se ha especulado que
podria intervenir en la regulacidn de la presion arterial que
llega al cerebro (82).
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Figura 26. Izquierda: Esquema mostrando la longitud del cuello de la jirafa, dando idea de la fuerza que debe generar el corazén
para hacer llegar la sangre arterial al cerebro cuando el animal tiene la cabeza levantada. Derecha: Esquema mostrando la
distancia que puede variar la posicion de la cabeza cuando la tiene levantada o bajada. Cuando baja la cabeza, debe disponer de
mecanismos que faciliten el drenaje de la sangre venosa intracraneal.

Las especies de animales que tiene el cuello largo,
como la jirafa, cuando bajan la cabeza tendrian
dificultades para drenar la sangre venosa del interior del
craneo, porque tiene que vencer el efecto hidrostatico de
toda la sangre que se aloja en las venas yugulares. Esta
situacion puede ser especialmente comprometida en la
jirafa cuando baja su cabeza para beber agua (Figura 26):
en esta especie, al tener un cuello largo, sus venas
yugulares son también largas y alojan un gran volumen de
sangre (puede alcanzar unos 11litros). Estas caracteristicas
anatémicas dificultan el drenaje venoso de la cavidad
craneal. En esta especie, el pulso de las arterias de la rete
empujaria la sangre del seno cavernoso, facilitando asi la
salida de la sangre intracraneal y empujaria la sangre de las
venas yugulares hacia el corazén (83). Esta idea concuerda
con la propuesta hecha anteriormente por Barnett y
Marsden (81).

4.2.3. Funcidn bioquimica o metabdlica

La rete estd muy cerca de la hipéfisis y en algunas
especies, incluso la rodea. Debido a esta cercania la sangre
que pasa por la rete podria recibir, entre otras, sustancias
liberadas por la hipofisis, especialmente de su l6bulo
posterior. Estas hormonas, al pasar a la sangre de la rete,
llegarian al cerebro donde ejercerian sus efectos (72).

La rete también podria actuar como almacén de sangre
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oxigenada o de glucosa, lo cual permitiria a los animales
acudticos (p. e., cetaceos) llevar a cabo inmersiones
profundas y duraderas, pues en esas circunstancias podrian
utilizar el O2 almacenado en la sangre de la rete. En estos
animales existe una rete tdraco-espinal muy desarrollada y
es relativamente muy grande, como ya se ha indicado
anteriormente (69).

4.2.4. Funcién hemodinamica

Esta es la hipdtesis més difundida y ya fue sugerida en
los siglos XVII-XVIII por el inglés T. Willis y el holandés
S. Blankaart. Estos autores propusieron que, dada su
situacion anatdmica, la rete podria intervenir en la
regulacion de la presion y del flujo sanguineo que llega al
cerebro.

En 1953, P. M. Daniel et al. (53), de sus estudios
anatémicos en varias especies de animales, sugieren que
dada su situacion anatomica la rete debe tener un
significado hemodin&dmico en relacién con la circulacion
cerebral. Y, a juicio de estos autores, esto debe tenerse en
cuenta cuando se aborda el estudio de la regulacién de la
circulacién cerebral en animales que tengan esta estructura
vascular. Las hipdtesis planteadas por estos autores son
meramente especulativas y realmente no llegaron, en este
aspecto, mucho més lejos que T. Willis y S. Blankaart.

En 1963, Baldwin y Bell realizaron estudios
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hemodindmicos en la oveja y en la ternera (83), y
concluyen principalmente lo siguiente:

a) El flujo sanguineo es mayor en las cardtidas que
en las arterias vertebrales, y el flujo de las arterias
vertebrales es mayor en la ternera que en la oveja.

b) En las dos especies, la oclusién de una carétida
comun produce un aumento inmediato en la otra carétida
comun y en las arterias vertebrales, sin cambiar la presion
arterial sistémica.

c) En las dos especies, la oclusion de una arteria
vertebral produce un aumento inmediato del flujo en la
otra arteria vertebral pero no cambia el flujo en las
carotidas.

d) Se sugiere que la circulacion cerebral depende de
cambios fisicos, principalmente de cambios en los
gradientes de presion arterial.

En 1968, Nagel et al. llevaron a cabo estudios en el
delfin (Tursiops truncatus), especie dotada de una rete
intracraneal y una extensa rete cervico-tordcica situada
entre el sistema arterial sistémico y las arterias cerebrales
(Figura 27). En estos estudios los autores realizaron
mediciones de la presién arterial y revelan que la presion
arterial en la rete es relativamente no-pulsétil. A partir de
estos datos, sugieren que esta estructura debe tener un
efecto amortiguador de la presion de la sangre que llega al
cerebro. De esta manera, las arterias cerebrales estarian
protegidas en situaciones en que se produzca un aumento
excesivo de la presion arterial sistémica (69).

Figura 27. Fotografia de un delfin (Izquierda) y esquemas del aporte arterial al cerebro humano (Centro) y al cerebro del delfin

(Derecha) (basada en la Ref. 69).
RM=rete mirabile carotidea; RE=rete espinal; RT=rete torécica.

Es destacable el hecho de que entre la rete del narval y
la del delfin beluga hay dos notables diferencias: 1) la
cantidad de rete originada en las arterias intercostales, y 2)
el tamafio de la rete toracica. Ambos aspectos estdn mas
desarrollados en el narval que el delfin, al igual que ocurre,
curiosamente, con los valores del hematocrito vy
hemoglobina que también son més elevados en el narval.
Esto sugiere que la rete estd ligada a la capacidad de los
animales para hacer inmersiones acudticas, las cuales
parecen estar mas desarrolladas en el narval que en el
delfin (47).

Probablemente el estudio hemodindmico més detallado
sobre la rete, con mediciones de varios pardmetros
funcionales, lo haya realizado S. Lluch y sus colaboradores
a finales del pasado siglo XX. Estos investigadores, en la
década de los afios 1980, llevaron a cabo varios estudios
en la rete de cabra, vaca y cerdo. Estos resultados se
resumen a continuacion.

Salvador Lluch Lépez (1936- ), médico y fisiélogo
espafiol (84). Nacié y estudié Medicina en Valencia
(Espafia). Durante su estancia en USA colabor6 al
desarrollo de un modelo experimental para medir el flujo
sanguineo cerebral en animales sin anestesiar.
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A su regreso a Espafia en 1972, fue Profesor de
Fisiologia en la Facultad de Medicina, UAM, y en 1986 se
traslado a la Facultad de Medicina de Valencia, donde es
actualmente Profesor Emérito. Probablemente es la
persona que mas ha contribuido a la investigacion
cardiovascular en Espafia por su trabajo y por la formacion
de investigadores en este campo.

Este grupo de investigadores llevaban varios afios
estudiando la regulacion de la circulacion cerebral, en
particular la funcién de la inervacion simpética de los
vasos cerebrales en esta regulacion. Estos estudios los
realizaban en un modelo experimental en la cabra
despierta, especie que tiene una rete mirabile carotidea
bien desarrollada. Cuando trataban de publicar sus
observaciones y presentaban sus estudios en los diferentes
congresos, era muy frecuente que otros investigadores
pusieran objeciones a los resultados porque estos iban en
contra de la opinién dominante sobre el papel de la
inervacion simpética en la regulaciéon de la circulacion
cerebral. S. Lluch y colaboradores veian que la inervacién
simpética juega un papel activo en la regulacion de la
circulacidn cerebral en condiciones normales, mientras que
la mayoria de los investigadores veian que este papel era
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muy pobre o nulo. Las objeciones que ponian otros
investigadores probablemente encontraban apoyo en una
recomendacion aparecida en una publicacién de 1953
hecha por P. M. Daniel y colaboradores (53). Estos
investigadores indican que la rete debe tenerse en cuenta
cuando se aborda el estudio de la regulacion de la
circulacién cerebral en animales que tengan esta peculiar
estructura vascular.

Ante esta situacién, S. Lluch y colaboradores
decidieron estudiar la funcion hemodindmica de la rete,
primero en la cabra y después en la vaca y cerdo; estas dos
Gltimas especies también tienen una rete mirabile carotidea
bien desarrollada como en el caso de la cabra.

La cabra, vaca y cerdo pertenecen al orden de los
Artiod4ctilos y en ellas la rete carotidea es intracraneal y
estd situada entre la carétida externa y el poligono de
Willis, dentro del seno cavernoso, a ambos lados de la
hipofisis. La rete se forma a partir de dos ramas (arteria
anastomdtica y ramo anatomotico) de la arteria maxilar
interna (rama de la cardtida externa), de las cuales se
forma una profusa red de aterias de corta longitud que se

Godofredo Diéguez Castrillo

anastomosan libremente entre si, y después se relinen para
formar un vestigio de la carétida interna que es totalmente
intracraneal; esta arteria con la del lado opuesto forma el
Circulo de Willis como se ha dicho anteriormente. Los
estudios morfolégicos de las arterias de rete de estas
especies aparecen resumidos en paginas anteriores.

Estudios funcionales (S. Lluch y col.)

Estudios in vitro:

Utilizando segmentos de arterias aisladas (didmetro
externo=150-600 pm; longitud=2 mm) se observd que las
arterias de rete tienen una capacidad para distenderse
pasivamente similar a la de las arterias piales de didmetro
externo comparable. Sin embargo, ambos tipos de arterias
diferian en su capacidad para contraerse activamente: las
arterias de rete mostraron una capacidad contractil menor
(aproximadamente un 40%) que las arterias cerebrales (3,
85). (Figura 28).

Figura 28. Capacidad de contraccion de las arterias de rete y de las arterias cerebrales de cabra, cerdo y de vaca, cuando se
aumenta la tensidn pasiva de la pared (también aumenta el radio vascular) y se activan con KCI (Adaptada de la referencia 3). Se
puede observar que la capacidad contractil de las arterias de rete en claramente menor que la de las arterias cerebrales (piales).

Asimismo, la capacidad de respuesta frente a estimulos
nerviosos, adrenérgicos, serotoninérgicos e
histaminérgicos también era mucho menor en las arterias
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de rete que en las arterias piales (3, 65, 66) (Figura 29).
Esta pobreza en la respuesta contractil de las arterias de
rete contrasta con la notable presencia de una capa media
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(muscular) bien desarrollada en este tipo de arterias y est4
en consonancia con la pobre densidad de inervacion

adrenérgica observada en los estudios morfoldgicos.

Figura 29. Resumen de los efectos de la noradrenalina, tiramina y estimulo eléctrico de campo en las arterias cerebrales y arterias
de rete de cabra, cerdo y vaca (Adaptada de la referencia 66). Se puede observar que la respuesta in vitro de las arterias de rete a la
estimulacion adrenérgica es mucho menor que la de las arterias cerebrales (piales).

Estos datos sugieren que la rete mirabile de los
artiodctilos, al estar formada por arterias con muy poca
capacidad contractil, debe tener muy poco significado
funcional en el control activo del aporte de sangre al
cerebro, especialmente en las situaciones en las que se
produzca activacién nerviosa/adrenérgica. Es decir, que
tiene poca capacidad para cambiar activamente la
resistencia al paso de sangre, lo cual se confirmaria
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posteriormente en los estudios realizados en la cabra
anestesiada.

Estudios in vivo:

Estos experimentos se llevaron a cabo en cabras
anestesiadas, cuya preparacion experimental se muestra en
el esquema de la Figura 30.
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Figura 30. Representacion esquematica del preparado experimental utilizado en la cabra anestesiada. A la derecha, se muestran
registros de la presion en una rama de la arteria cerebral media (MCA) (arriba), del flujo en la arteria maxilar interna (IMA) (medio) y de
la presion en la arteria car6tida externa (ECA) (abajo) (Adaptada de la referencia 71).

IAM=arteria maxilar interna; ICA=arteria carétida interna; ECA=arteria cardtida externa; TA=arteria temporal; MCA=arteria cerebral

media.

En cabras anestesiadas se midi6 la presion en la arteria
maxilar interna (proximal a la rete) y en la arteria cerebral
media (distal a la rete) y se produjo hipertension arterial
mediante constriccion de la aorta toracica e hipotension
arterial mediante constriccion de la vena cava inferior (71).
Durante la hipertension, la resistencia a través de la rete
disminuye y durante la hipotensién aumenta; los cambios
de la resistencia en las arterias cerebrales fueron en sentido
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opuesto a los observados en la rete (Figura 31). Esto
sugiere que la rete, al disminuir pasivamente su resistencia,
actuaria como un sistema facilitador del paso de sangre en
situaciones en que los vasos cerebrales se contraen. Por el
contrario, al incrementar su resistencia al paso de sangre
durante la hipotensidn, la rete limitaria el paso de sangre
cuando los vasos cerebrales se dilatan.
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Figura 31. Arriba: registros de la presion en la arteria maxilar interna (ami, arteria sistémica) y en la arteria cerebral media (acm), asi
como del flujo en la arteria maxilar interna (ami), del mismo lado, durante la hipertension arterial inducida mediante constriccion de la
aorta toracica, y durante la hipotension arterial inducida mediante constriccion de la vena cava inferior (adaptada de la que aparece en la
referencia 71). Abajo. Resumen de los cambios de la resistencia vascular (RV) a través de la rete y a través de la arteria cerebral media
durante la hipertension arterial inducida mediante constriccion de la aorta toracica y durante la hipotension arterial inducida mediante
constriccion de la vena cava inferior (adaptada de la que aparece en la referencia 71).

En otro grupo de cabras anestesiadas, se observd que
en condiciones control, la presién en la arterial cerebral
media (distal a la rete) es un 18 % menor que en la arteria
maxilar interna (proximal a la rete) (70). El gradiente de
presién a través de la rete no cambia cuando la presién
arterial sisttmica aumenta (mediante inyeccion i.v. de
noradrenalina) o cuando disminuye (mediante inyeccién
i.v. de isoproterenol) (Figura 32). La hipercapnia o la
inyeccién de isoproterenol o de acetilcolina en la arteria
maxilar interna aumenta el flujo sanguineo y disminuye la
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presion en la arteria cerebral media, mientras que la
inyeccién de noradrenalina disminuye el flujo sanguineo y
aumenta la presion en la arteria cerebral media (Figura
33). En estos casos, el gradiente de presion a través de la
rete no cambiaba. Por tanto, la respuesta activa de la rete a
estas sustancias es muy pequefia y se sugiere que la rete
podria tener una funcion amortiguadora frente a los
cambios del flujo sanguineo al mantener la resistencia al
flujo sanguineo cuando cambia el calibre de los vasos
sanguineos cerebrales (70).
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Figura 32. Arriba: registros de la presion en la arteria maxilar interna (ami, arteria sistémica) y en la arteria cerebral media (acm), asi
como del flujo en la arteria maxilar interna (ami), del mismo lado, durante la hipertensién arterial inducida mediante infusién i.v. de
noradrenalina, y durante la hipotensidn arterial inducida mediante infusion i.v. de isporterenol (Adaptada de la que aparece en la
referencia 70). Abajo: Resumen de los cambios en la resistencia vascular a través de la rete y de la arteria cerebral media durante la

hipertension arterial inducida con noradrenalina i.v. (parte derecha) y durante la hipotension arterial inducida con isoproterenol i.v. (parte
izquierda) (adaptada de la referencia 70).

Figura 33. Resumen de los cambios en la resistencia vascular (RV) a través de la rete y de la arteria cerebral media (ACM)

durante la inyeccion en la arterial maxilar interna de noradrenalina, isoproterenol o acetilcolina en la cabra anestesiada
(Adaptadas de la referencia 70).

Estos estudios sugieren que las arterias de la rete mirabile carotidea tienen poca capacidad activa para

404 @Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



The carotid rete mirabile: its history and its function

regular el aporte de sangre al cerebro y, por otro lado,
también sugieren que la rete podria desempefiar un papel
fundamentalmente pasivo para amortiguar los cambios de
la presion arterial sistémica. De esta manera, la rete
protegeria a los vasos cerebrales de los cambios excesivos
de la presion arterial, lo cual puede ser de importancia ya
que los vasos cerebrales son relativamente fragiles.

Con estos estudios, ademas de contribuir a conocer la
funcién hemodindmica de esta curiosa estructura vascular,
también se daba respuesta a aquellos autores que creian
que era la rete la responsable de los efectos vasculares que
veiamos en nuestro laboratorio cuando aplicAbamos
diversos tipos de estimulos en nuestro laboratorio y que
nosotros atribuiamos a los cambios en los vasos cerebrales
y no en la rete. Es decir, que los efectos que veiamos en
aquellos estudios en el animal despierto eran debidos
principalmente a los cambios que se producian en la
resistencia vascular cerebral y no en la resistencia a través
de la rete, como S. Lluch y col. defendian.

5. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los datos de la literatura permiten sugerir que la rete
mirabile carotidea:

1.  Esta presente en numerosas especies de animales,
pero no en los seres humanos.

2.  Esta situada dentro y/o fuera del créneo, en el
interior de un lago venoso, excepto en los cetaceos que
estd rodeada de grasa.

3. Esta formada por un plexo de arterias de corta
longitud, anastomosadas libremente entre si, y esta situada
entre las principales arterias que llevan sangre al cerebro,
proximal al Circulo de Willis.

4. Las arterias son de tamafio medio, son
musculosas, tienen poca capacidad contréactil. y en la
mayoria de los casos estan pobremente inervadas.

5. Parece intervenir en la regulacion de la
temperatura del cerebro contribuyendo a evitar el
calentamiento excesivo de este 6rgano en situaciones de
hipertermia exdgena o endégena.

Parece participar en la regulacién de la presién y del
flujo sanguineo arterial cerebral, produciendo cambios,
fundamentalmente pasivos, en la resistencia vascular,
evitando asi modificaciones hemodinamicas bruscas y
exageradas en los vasos sanguineos cerebrales.
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ABSTRACT: Gene therapy is a rapidly advancing field
with great potential for the treatment of genetic and
acquired systemic diseases. This therapy requires the
introduction of foreign genetic material in the target
cells to modify a genetic sequence. Viral vectors are the
most effective, but their application is limited by their
immunogenicity, oncogenicity and the small size of the
DNA they can transport. Non-viral vectors, however,
are safer, lowered cost, and more reproducible and do
not present DNA size limit. The main problem of non-
viral systems is their low transfection efficiency,
although it has improved during the last years. This
review presents the contribution of our research group to
the design and evaluation of SLNs based non-viral
vectors for gene transfer. We report our studies about
the relationship between formulation factors and cell
uptake and intracellular trafficking of the genetic
material, very important for transfection. We have
shown, for the first time, the ability to induce transgene
protein expression of the SLNs after endovenous
administration to mice. This revision also reports our
work about the potential application of SLNs to the
treatment of infectious and rare diseases, as the X-linked
juvenile retinoschisis, a retinal disorder due to a
deficiency in the protein retinoschisin, and characterized
by poor eyesight and degeneration of the retina. The
intraocular injection of SLNs bearing the gene that
encodes retinoschisin to diseased mice led to the partial
recovery of the retina. All together, our results show the
potential of SLNSs as a system for gene delivery.
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RESUMEN: La terapia génica consiste en la
administracion de &cidos nucleicos con el fin de
modular la expresion de proteinas especificas y revertir
asi una enfermedad. Es una nueva érea de la medicina
con gran potencial para el tratamiento de enfermedades
tanto hereditarias como adquiridas. Hasta ahora, los
sistemas virales de administracion de acidos nucleicos
han resultado eficaces, pero presentan importantes
problemas de seguridad. Los vectores no virales, en
cambio, son mas seguros pero menos eficaces, aunque
su eficacia ha aumentado significativamente en los
Ultimos afios. Esta revision recoge la contribucion de
nuestro grupo de investigacion al disefio de vectores no
virales basados en nanoparticulas sélidas lipidicas
(SLNSs) para terapia génica. Hemos estudiado la relacion
entre factores de la formulacién con los procesos de
internalizacion y disposicion intracelular del material
genético, que condicionan la eficacia de transfeccién, y
por primera vez demostramos la capacidad de las SLNs
para inducir la sintesis de una proteina tras su
administracion endovenosa a ratones. Esta revision
también recoge nuestros trabajos sobre la aplicacion de
las SLNs en el tratamiento de enfermedades infecciosas
y enfermedades raras, como la retinosquisis juvenil
ligada al cromosoma X, enfermedad en la que la retina
estd desestructurada debido a la deficiencia de la
proteina retinosquisina. La administracion de SLNs con
el gen que codifica esta proteina en un modelo animal
de esta enfermedad indujo la recuperacién estructural de
la retina. Los trabajos aqui recogidos muestran el gran
potencial de las SLNs como sistemas de administracion
de &cidos nucleicos.

An Real Acad Farm Vol. 82, N° 4 (2016), pp. 408-423
Language of Manuscript: Spanish

Premio “Real Academia Nacional de Farmacia” del Concurso cientifico 2016 de la Real Academia Nacional de

Farmacia

1. INTRODUCCION

En los dltimos afos, debido a la descodificacion del
genoma humano y los continuos avances en biotecnologia,
la terapia génica ha emergido como una prometedora
herramienta terapéutica basada en la utilizacién de 4cidos
nucleicos para modificar la expresion de proteinas que
estdn alteradas en determinadas enfermedades. Segin la
Agencia Europea del Medicamento (EMA), un producto
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terapéutico basado en terapia génica consiste en un vector
o sistema de administracion que contiene un constructo
genético para expresar una secuencia terapéutica o una
proteina especifica responsable de la regulacion,
reparacion, adicion o delecion de una secuencia genética
determinada (1). Son muchas las patologias que pueden ser
potencialmente tratadas con terapia génica, desde
enfermedades de tipo genético hasta otras como el céancer
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o el SIDA. EIl primer producto de terapia génica aprobado
en Europa por la EMA, denominado Glybera® esta
indicado para el tratamiento de la deficiencia familiar de la
lipoproteinlipasa, un raro trastorno autosémico recesivo, y
que produce un retraso en el metabolismo de los
quilomicrones. La acumulacién de quilomicrones en el
plasma causa accesos recidivantes de pancreatitis, que
habitualmente comienzan en la infancia.

En la expresion de los genes que codifican las proteinas
en células eucariotas intervienen varios procesos (figura
1): sintesis de un pre ARN mensajero (ARNm), que a su
vez se transforma en un ARNm, que sale del nicleo de la
célula al citoplasma, donde se produce el proceso de
traduccion mediante el cual se sintetizan las proteinas. La
interferencia de alguno de estos procesos puede dar lugar a
un cambio en la expresion de las proteinas (2). La
introduccién en la célula de una secuencia genética para
modificar artificialmente la expresion de un determinado
gen (incrementar o blogquear) se conoce como transfeccion.

|

Pre ARNm l

ARNmM

Proteina

Figura 1. Procesos implicados en la expresion génica en
células eucariotas.

El proceso de transfeccion para modificar la expresion
génica de una célula se puede conseguir con la
administracién de ADN o ARN exdgeno. La terapia génica
con ARN esta ganando un gran interés en los Ultimos afios.
La administracion de ARNm (3) generalmente da lugar
niveles de transfeccion mayores que el ADN, ya que no
tiene que llegar al ndcleo de la célula, uno de los pasos
limitantes para la transfeccion; sin embargo, la duracion
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del efecto es menor, lo que puede limitar su aplicacién
terapéutica (4), aunque si puede llegar a ser mas util en
vacunacion (5,6). Si lo que se pretende es bloquear en
lugar de inducir la expresion de un gen, el ARN de
interferencia (ARNi) ofrece la posibilidad de silenciar
genes de forma especifica. Este proceso se basa en la
utilizacion de “short interfering” RNA (siARN), que son
secuencias cortas de ARN de doble cadena de 21
nucleétidos capaces de interaccionar de forma especifica y
bloquear el ARNm (7). El siARN puede ser introducido en
la célula como tal, o bien puede utilizarse lo que se conoce
como “short hairpin” ARN (shARN), que es un plasmido
de ADN que lo codifica e induce su formacién en el
interior de la célula (8). Otra forma de ARNi es la
utilizacion de micro ARN (miARN), que estan
constituidos por ARN de cadena simple de entre 19-25
nucleétidos originados a partir de la transcripcién de un
gen, de tal forma que se unen al ARNm e inducen su
destruccién o la inhibicidn de la sintesis de la proteina
correspondiente (9).

Una vez administrados, los &cidos nucleicos son
eliminados del organismo muy réapidamente; ademas
tienen grandes dificultades para atravesar las membranas
celulares para acceder al citoplasma de las células diana.
Por ello, un aspecto fundamental para el éxito de la terapia
génica es la utilizacién de un sistema de administracion
eficaz y seguro (10), que proteja al material genético de la
degradacidn, facilite su internalizacion en las células, y lo
libere en su interior. Los sistemas de administracion se
clasifican en dos grandes grupos: vectores virales y no
vectores no virales (11). Los vectores virales se preparan a
partir de virus que han sido modificados mediante
ingenieria genética de modo que permiten la expresion del
gen que portan en las células diana, pero que no son
capaces de replicarse en ellas (12). Los vectores virales
permiten alcanzar eficacias de transfeccién altas; sin
embargo presentan importantes limitaciones debido al
potencial oncogénico e inmunogénico (por las proteinas
viricas). Otro problema de los vectores virales es la
incapacidad de incorporar &cidos nucleicos de elevado
tamafio. Los sistemas virales mas utilizados en terapia
génica son los virus adenoasociados, adenovirus, retrovirus
y lentivirus (13-15). Los vectores no virales, en cambio,
son sistemas mas seguros, y su fabricacion a gran escala es
mas sencilla, mas barata y mas reproducible; ademas, no
presentan ninguna limitacion en cuanto al tamafio del
material genético que pueden incorporar. Sin embargo, la
eficacia de transfeccion de los vectores no virales es menor
que la de los vectores virales, aunque en los Gltimos afios
ha mejorado significativamente. De hecho, se ha
incrementado el nimero de ensayos clinicos que utilizan
este tipo de vectores (16). Son numerosos los sistemas no
virales que se pueden utilizar en terapia génica (17),
incluyendo sistemas fisicos, como la electroporacion (18)
o la inyeccién hidrodindmica (19), y los sistemas
quimicos. Estos ultimos pueden estar compuestos por
péptidos  (20), polimeros (21), lipidos (22), o
combinaciones entre ellos. Es importante que estos
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materiales sean biocompatibles y biodegradables. Entre los
sistemas lipidicos més utilizados para terapia génica estan
las nanoparticulas sélidas lipidicas (SLNs), que en los
Gltimos afios han demostrado un gran potencial como
sistemas de administracion de &cidos nucleicos.

2. NANOPARTICULAS SOLIDAS LIPIDICAS
(SLNs) COMO SISTEMA DE ADMINISTRACION
DE ACIDOS NUCLEICOS PARA TERAPIA
GENICA

Las SLNs son particulas esféricas en el rango de los
nandmetros formadas por un ndcleo lipidico sélido
rodeado de una capa de tensioactivos. Estan constituidas
por lipidos fisiologicos muy  bien  tolerados,
frecuentemente aprobados para uso farmacéutico (23), lo
que les confiere ventajas desde el punto de vista de la
seguridad. Fueron inicialmente disefiadas como sistemas
de administracién de farmacos debido a su capacidad de
proteger las sustancias activas frente a la degradacion, a la
posibilidad de modular el perfil de liberacién, a su
estabilidad, y a la posibilidad de ser sometidas a procesos
de esterilizacion y liofilizacion (24-26). Actualmente se
considera a las SLNs uno de los sistemas mas
prometedores para la administracion de &cidos nucleicos
(27-29), tanto en estudios in vitro (30-32) como in vivo
(33-35). Ademas, con relacion a otros vectores no virales,
presentan importantes ventajas, ya que, debido a su
composicion, son bien toleradas fisioldgicamente,
presentan una buena estabilidad a largo plazo, se pueden
preparar con metodologias sencillas y pueden ser
sometidas a procesos de esterilizacion y liofilizacion (36).
En nuestro grupo de investigacion trabajamos en el disefio
y evaluacion de vectores no virales a base de SLNs para
terapia génica. En la figura 2 se recoge una fotografia de
SLNs preparadas en nuestro laboratorio obtenida mediante
microscopia de fuerza atomica.

Las SLNs para terapia génica se suelen preparar con
lipidos cationicos, cuyas cargas positivas interaccionan
con las cargas negativas de los &cidos nucleicos, de tal
forma que estos quedan adsorbidos sobre la superficie de
la nanoparticula. Ademas, los lipidos catidnicos utilizados
para preparar las SLNs para terapia génica deben actuar
también como tensioactivos para favorecer la formacion de
una emulsién inicial, que es el primer paso para la
elaboracion de las SLNs. La union del &cido nucleico a la
nanoparticula facilita su movilidad a nivel intracelular y le
confiere proteccidn frente a la degradacion enzimaética. La
relacion entre el material genético y las SLNs es
fundamental para que el vector final tenga las
caracteristicas adecuadas para la transfeccion, de tal
manera que debe existir un equilibrio entre la capacidad de
condensacion del material genético, que debe ser suficiente
para que quede protegido, pero no excesiva para no
impedir su liberacion en el citoplasma de la célula diana.
Normalmente los vectores tienen carga superficial neta
positiva para facilitar la interaccion con la superficie
celular, cargada negativamente, y su posterior entrada en la
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célula.

Figura 2. Imagen de SLNs obtenida por microscopia de
fuerza atomica.

3. BARRERAS PARA LA TRANSFECCION

Los &cidos nucleicos deben superar una serie de
barreras hasta alcanzar el lugar de accién (el citoplasma en
el caso del ARN, o el ndcleo en el caso del ADN):
estabilidad en el medio extracelular, paso a través de la
membrana celular, difusion intracelular, e internalizacion
en ndcleo. En la figura 3 se recoge un esquema con los
pasos limitantes del proceso de transfeccién tras la
administracion sistémica de &cidos nucleicos.

Los &cidos nucleicos son muy sensibles a la accion de
la nucleasas, por lo que una vez administrados se degradan
rdpidamente, y el tiempo de residencia en el organismo es
muy corto (37). Por ello, uno de los objetivos de la
utilizacion de sistemas nanoparticulados es la proteccion
frente a las nucleasas. Como se ha comentado
anteriormente, el material genético generalmente se
condensa sobre la superficie de la nanoparticula, lo que le
proporciona estabilidad frente a la degradacion. Tras la
administracién sistémica, puede haber una interaccion con
componentes sanguineos, como las proteinas séricas, lo
que da lugar a la formacion de agregados que son
eliminados por el sistema reticulo endotelial, o retenidos a
nivel pulmonar (37).

Una vez que el material genético llega a la célula, debe
ser capaz de atravesar la membrana celular y acceder al
citoplasma. Los &cidos nucleicos, debido a su tamafio y a
las cargas negativas, tienen grandes dificultades para ser
captados por la célula, por lo que la utilizaciéon de
nanoparticulas con carga superficial positiva facilita este
proceso. Mediante interacciones electrostaticas, las cargas
positivas de las nanoparticulas interaccionan con las cargas
negativas de la membrana celular, inicidndose el proceso
de endocitosis, el principal mecanismo de internalizacion
(38). Son varios los mecanismos de endocitosis que los
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vectores pueden utilizar para penetrar en las células:
macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrinas,
endocitosis mediada por caveolas, endocitosis dependiente

de flotilina, etc. (39), de tal forma que intervendrd un
mecanismo u otro segun el tipo de célula y el tipo de
vector.

Figura 3. Principales barreras para la transfeccion: degradacion enzimatica, agregacion y opsonizacion, paso a través de la
membrana celular, degradacion lisosomal, liberacion del vector, entrada en el nucleo. NPC: complejo de poros nucleares, RISC:

“RNA-induced silencing complex”, SER: sistema reticulo endotelial.

Una vez en el interior de la célula, el vector queda
incluido en un endosoma que se puede fusionar con los
lisosomas, forméandose un endolisosoma, en el que la
presencia de enzimas hidroliticas hace que los &cidos
nucleicos se puedan degradar. Por ello, es conveniente que
el vector permanezca poco tiempo en el interior del
endosoma, es decir, se debe favorecer el escape
endosomal. La utilizacién de sustancias como DOPE
(dioleoilfosfatidiletanolamina), colesterol, cloroquina, o
algunos péptidos (GALA, KALA) favorecen el escape
endosomal y por lo tanto la transfeccion (12). Existe
también la posibilidad de preparar vectores capaces de
proteger el material genético frente a la degradacion
lisosomal, de tal forma que la fusién del endosoma con el
lisosoma no necesariamente conduzca a la inhibicion de la
transfeccion (40).

En el caso de ADN, una vez en el citoplasma debe ser
capaz de atravesar la membrana nuclear y acceder al
nicleo. Este es un paso limitante debido a que la
membrana nuclear es una barrera selectiva para moléculas
de tamafio superior a 40 kDa, como son las moléculas de
ADN. La entrada en el ndcleo puede llevarse a cabo a
través de dos mecanismos: durante la mitosis, ya que
disminuye el efecto barrera de la membrana, o a través de
los Ilamados complejos de poros nucleares (nuclear pore
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complex, NPC). Por ello, una estrategia para incrementar
la entrada al ndcleo es incorporar péptidos que porten
secuencias de sefializacién nuclear, como es el caso de la
protamina, que tiene secuencias de 6 argininas
consecutivas que actian como secuencias de sefializacion
nuclear (41). Este péptido ha demostrado su capacidad de
mejorar el proceso de transfeccién gracias a su capacidad
de favorecer la entrada del material genético al ndcleo
celular (42).

4. DISENO Y OPTIMIZACION DE SLNs PARA
TERAPIA GENICA: INFLUENCIA DE FACTORES
RELACIONADOS CON LA FORMULACION

A la hora de disefiar un vector no viral a base de SLNSs,
es fundamental llevar a cabo una adecuada seleccidn de los
componentes de la formulacion. En uno de nuestros
primeros estudios (43), evaluamos la influencia de la
composicion de las SLNs sobre la capacidad de
transfeccion in vitro. Las SLNs se elaboraron mediante
una técnica de emulsificacion/evaporacion del solvente, y
los componentes utilizados fueron el lipido solido
Precirol® ATOS5, el lipido catiénico DOTAP (dioleoil
fosfatidil etanolamina), y el tensioactivo Tween 80. En la
figura 4 se recoge un esquema con el método de
elaboracion de las SLNs empleado (44).
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Soluciénacuosa de
DOTAP + Tween 80

Precirol ®ATO5
enun solvente
organico

Emulsién

—

Evaporacion
del solvente

Suspension SLNs

4

SLNs 4cido nucleico (ADN, ARN)

— O

Vector final

Figura 4. Esquema con el método de elaboracién de nuestros vectores a base de SLNSs.

El DOTAP es uno de los lipidos catidnicos maés
utilizados en terapia génica. Su actividad tensioactiva
permite formar la emulsién inicial, y su carga positiva
facilita la interaccién con las cargas negativas del ADN.
Por otro lado, el Tween 80 es uno de los tensioactivos més
utilizados en la industria farmacéutica; ademas las cadenas
de polietilenglicol) (PEG) del Tween 80 reducen la
agregacion de las nanoparticulas, reduciendo su toxicidad
y aumentando el tiempo de circulacion en el organismo.
En nuestro estudio, se evaluaron diferentes proporciones
de DOTAP y Tween 80, siendo la proporcién DOTAP
0,4% y Tween 80 0,1% la que proporcioné eficacias de
transfeccion mayores. Otro factor a tener en cuenta a la
hora de disefiar los vectores es la carga de ADN en las
nanoparticulas (expresada como relacion entre el DOTAP
y el ADN, en peso), ya que condiciona el tamafio de
particula, el potencial zeta o carga superficial, la capacidad
de proteccion frente a desoxirribonucleasas, y la capacidad
para que el ADN se libere a nivel intracelular. Utilizando
el plasmido que codifica para la proteina verde
fluorescente  (pCMS-EGFP),  evaluamos  distintas
proporciones DOTAP:ADN (entre 1511 y 1:1) y
caracterizamos los vectores en términos de tamafio de
particula, carga superficial, capacidad de union del
pldsmido, capacidad de proteccion frente a DNasa I,
capacidad de liberacion, y eficacia de transfeccion en
células HEK293 (células embrionarias de rifibn humano).
El tamafio, en el rango nanométrico, y la carga superficial
0 potencial zeta de los vectores son fundamentales para la
transfeccidon. Los vectores presentaron un tamafio de
particula que oscil6 entre 217 nm y 260 nm para los
vectores preparados con DOTAP:ADN entre 15:1y 4:1, y
en el caso de los vectores preparados con DOTAP:ADN de
3:1, su tamafio fue mayor de 1 pum, indicativo de la
formacidn de agregados. En cuanto a la carga superficial,
oscil6 entre +32 y +47 para los vectores con tamafio
nanométrico; sin embargo, la carga superficial de los
vectores con tamafio mayor de 1 um fue negativa, debido
al alto contenido de ADN. La capacidad de proteccion del
ADN se mantuvo cuando las SLNs se prepararon con
proporciones DOTAP:ADN de 4:1 o superiores, y a
medida que aumentaba la proporcion de ADN en las
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nanoparticulas, la capacidad de proteccién disminuia. Por
el contrario, para las proporciones mas bajas de ADN en
las SLNs, el alto grado de condensacion impedia su
liberacion. Los estudios de transfeccion en HEK293
pusieron de manifiesto que la mayor eficacia de
transfeccidn se conseguia con la formulacién que era capaz
de condensar completamente el plasmido, lo protegia de la
accion de la DNasa I, y no impedia su liberacion, y nos
permitio seleccionar la relacion DOTAP:ADN de 5:1 para
estudios posteriores. Estos resultados pusieron de
manifiesto la importancia, a la hora de disefiar un vector,
de conseguir un equilibrio entre estos tres procesos: union,
proteccion y liberacién. Otra caracteristica que deben tener
los vectores para poder ser Utiles en terapia génica, es la
seguridad. Nuestros vectores demostraron que, una vez
administrados en los cultivos celulares, no producian una
disminucion de la viabilidad celular.

Comprobamos la eficacia de transfeccién a lo largo del
tiempo en dos modelos celulares: HEK293 y ARPE-19
(células humanas de epitelio pigmentado de retina). Las
SLNs fueron capaces de transfectar ambas lineas celulares,
aunque los niveles de transfeccion en las células ARPE-19
fueron menores que en las HEK293. Ademaés, en las
células HEK?293, la expresion de proteina se detectd a
partir de las 24 horas, mientras que en las células de retina
no se detectd hasta las 72 horas. Esta diferencia en la
produccion de la proteina puede ser debida a las diferentes
barreras que tiene que superar el ADN contenido en la
nanoparticula hasta llegar al nucleo de la célula y que
dependen de la formulacién. Por ello, utilizando SLNs
marcadas con el fluoréforo rojo NileRed, estudiamos la
internalizacion celular en los mismos modelos celulares
(38). Pudimos observar una internalizacion mas lenta en
las células ARPE-19 que en las células HEK293, lo que
puede justificar el retraso en la transfeccion observado.
Comprobamos ademas, que en las células HEK293, los
vectores eran captados principalmente por endocitosis
mediada por caveolas, mientras que en las células ARPE-
19 entraban mayoritariamente por endocitosis mediada por
clatrinas. También encontramos diferencias en la
disposicion de los vectores a nivel intracelular: en las
células HEK293 se  encontraban distribuidos
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homogéneamente por todo el citoplasma, pero en las
células de retina estaban localizados en la zona
correspondiente al reticulo endoplasmético rugoso y al
aparato de Golgi, donde son sintetizados los lisosomas.
Esto demuestra que la menor transfeccion que se observé
en las células ARPE-19 estaba asociada a la endocitosis
mediada por clatrinas, que conduce a los vectores hacia los
lisosomas, donde el material genético se puede degradar.
Otra razon que puede justificar la menor transfeccion de
los vectores en ARPE-19 esta relacionada con la entrada
del ADN en el ndcleo. Las células HEK293 se dividen mas
rdpidamente que las células ARPE-19, por lo que la
entrada en el nlcleo serd mas dificil en estas ultimas. Una
vez caracterizados los vectores y estudiado su
comportamiento intracelular, se estudié su capacidad de
transfeccidn in vivo (34) tras su administraciéon por via
endovenosa a ratones Balb/c. Tras el andlisis de muestras
de pulmon, higado y bazo, pudimos observar expresién de
proteina en estos dos Gltimos 6rganos hasta 7 dias después
de la administracion, pero no a nivel pulmonar.

5. ESTRATEGIAS PARA INCREMENTAR LA
CAPACIDAD DE TRANSFECCION

5.1. Utilizacion de péptidos de penetracion celular: SAP

El uso de péptidos capaces de atravesar las membranas
celulares (péptidos de penetracion celular o CPP) es una
estrategia muy utilizada en terapia génica para incrementar
la capacidad de transfeccién de los vectores no virales.
Muchos de estos péptidos contienen aminoacidos cargados
positivamente, y son hidrofobicos, normalmente debido a
una secuencia anfipatica (45). Para incrementar la
capacidad de transfeccion, incorporamos en las SLNs el
péptido SAP (46), cuya secuencia es (VRLPPP)?
(compuestos por tres unidades repetidas de VRLPPP; V:
valina; R: arginina, L: leucina, P: prolina), que presenta
ciertas ventajas sobre otros CPP debido a su origen no
viral, anfipaticidad, solubilidad en agua, y a su falta de
toxicidad (47). La presencia de SAP en los vectores no
modificé la carga superficial pero si el tamafio de particula
cuando la cantidad de SAP en el complejo era mas
elevada. Tanto en células HEK293 como en ARPE-19, la

presencia del péptido en las SLNs increment6 la capacidad
de transfeccion de los vectores, incremento que se
relacion6 con el proceso de internalizacién, que en ambas
lineas celulares se produce por endocitosis mediada por
clatrinas y por endocitosis mediada por caveolas. Aunque
en ambos casos el SAP aument6 la transfeccidn actuando
sobre la endocitosis, el mecanismo fue diferente
dependiendo de la linea celular. En las células HEK293, el
incremento de la transfeccion se relacion6 con una mayor
entrada de los vectores en las células. Sin embargo, en las
células ARPE-19, el SAP no modific6 el grado de
internalizacion celular. En estas células observamos que
incrementaba la internalizacion de las SLN por endocitosis
mediada por caveolas y este cambio en el mecanismo de
entrada, de clatrinas a caveolas, daria lugar a una
reduccion de la degradacién lisosomal, favoreciendo la
localizacion de los vectores en las inmediaciones del
nucleo, lo que facilita su entrada en el mismo, y por tanto
la transfeccion.

5.2. Utilizacién de péptidos con sefiales de internalizacién
nuclear: protamina

Otra estrategia para incrementar la capacidad de
transfeccion de nuestros vectores fue la incorporacion en
las SLNs de protamina, un péptido de sefializacidn nuclear,
que ademds actla facilitando la transcripcién y presenta
una gran capacidad de condensacion de los &cidos
nucleicos, lo que favorece su proteccién frente a la
degradacion (48). Preparamos los vectores con SLNs vy
diferentes proporciones de protamina (40) y comprobamos
como la capacidad para incrementar la transfeccion
dependia de la linea celular. En las células HEK293,
contrariamente a lo esperado inicialmente, la capacidad de
transfeccién disminuia a medida que aumentaba la
proporcion de protamina en las nanoparticulas. En cambio,
en las células ARPE-19, la protamina incrementaba la
transfeccion cuando se utilizaba en una proporcion
determinada, por encima de la cual, la transfeccion
disminuia. En la figura 5 se recoge una grafica con los
niveles de transfeccion de las formulaciones de SLNs con
diferente proporcién de protamina en las células HEK293
y ARPE-19.
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Figura 5. Porcentaje de transfeccion de células HEK293 y ARPE-19 tratadas con los vectores preparados con SLNs y diferentes

proporciones de protamina.

Los estudios de internalizacién celular mostraron la
falta de correlacion entre la entrada en la célula del vector
y el nivel de transfeccién. En células HEK293, los
vectores entran mayoritariamente por endocitosis mediada
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por caveolas, independientemente de la presencia o no de
protamina. Sin embargo, en las células de retina la
protamina indujo un cambio en el mecanismo de
internalizacion, pasando de endocitosis mediada por
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caveolas a endocitosis mediada por clatrinas. Si tenemos
en cuenta que la endocitosis mediada por clatrinas conduce
el vector hacia los lisosomas, podemos deducir que es la
actividad lisosomal la que favoreceria la liberacion del
ADN de las SLNs, donde se encuentra fuertemente unido
debido a la alta capacidad de condensacion de la
protamina. La falta de actividad lisosomal de la via
caveolar justifica la disminucion de la eficacia transfeccién
de las células HEK293 a medida que aumenta la
proporcién de protamina en el vector. El efecto de la
protamina disminuyendo la eficacia de transfeccién de los
vectores en células HEK?293 revela que la introduccién en
la formulacidn de algiin componente para salvar uno de los
pasos limitantes del proceso de transfeccién no siempre
asegura un incremento en la eficacia porque puede suceder
que otro de los pasos del proceso de transfeccidn se vea
perjudicado. Estos resultados ponen de manifiesto la
importancia de la evaluacion de los mecanismos de
internalizacion y disposicion intracelular de los vectores
para optimizar la formulacion, teniendo en cuenta ademas
la célula diana que se pretende transfectar.

5.3. Utilizacion de polisacéridos

5.3.a. Dextrano

Otra opcion para incrementar la eficacia de las SLNs es
incorporar en la formulacion polisacéridos anionicos. Una
vez conocido el efecto de la protamina sobre la eficacia de
transfeccion y su relacion con la actividad lisosomal,
incorporamos dextrano en las SLNs debido a que favorece
la endocitosis mediada por clatrinas (49). En la figura 6 se

recoge una fotografia de los vectores preparados con
dextrano y protamina obtenida por microscopia electrénica
de transmision.

Figura 6. Fotografia de vectores preparados con
dextrano:protamina:ADN:SLNs obtenida por microcopia
electrdnica de transmision.

Los estudios de transfeccibn mostraron que la
presencia de dextrano en las nanoparticulas incrementaba
significativamente la eficacia de transfeccion en ARPE-19.
En la figura 7 se recoge la eficacia de transfeccion de
células ARPE-19 tratadas con vectores preparados con
SLNs, protamina y dextrano.

60 -

50

40 A

30

% células trasnfectadas
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Figura 7. Transfeccion in vitro de células ARPE-19 tratadas con vectores no virales preparados con SLNs, protamina y dextrano.

Estos resultados demuestran el potencial de este vector
como sistema de administracion de material genético para
tratamientos a base de terapia génica. Ademas, se
comprobé que no tiene actividad hemolitica y que no
induce aglutinacion de glébulos rojos (49), lo que
demuestra su biocompatibilidad. La administracién
endovenosa a ratones Balb/c indujo transfeccion a nivel de
higado, bazo y pulmén, que se pudo detectar hasta los 7
dias post-administracion. La formulacion preparada con
SLNs, dextrano y protamina, indujo mayores niveles de
transfeccion y més duraderos en higado y en bazo que las
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SLNs solas (34) y ademas fue capaz de transfectar también
el pulmdn. Estos resultados son debidos por un lado, al
efecto de la protamina, ya que su alto grado de
condensacion del ADN hace que esté méas protegido frente
a la degradacién; por otro lado, el dextrano evitaria la
interaccion con componentes sanguineos y aumentaria el
tiempo de permanencia del vector en circulacion
sanguinea.

5.3.b. Acido hialuronico (AH)
La capacidad del AH de interaccionar con el receptor
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CD44, implicado en procesos de internalizacion celular es
bien conocida (50). De hecho se ha podido demostrar que
este receptor estd implicado en la internalizacion celular de
diferentes nanosistemas (51). Por ello, estudiamos el
efecto que podria tener la incorporacion de AH en nuestros
vectores basados en SLNs. Preparamos vectores con
SLNs, protamina y AH (52) y evaluamos la eficacia de
transfeccion en HEK293 y en ARPE-19. Utilizamos AH
de diferentes pesos moleculares (150, 500 y 1500 kDa). La
figura 8 muestra una fotografia obtenida por microscopia
electrénica de transmision de los vectores preparados con
SLNs, protamina y AHsg donde puede observarse
alrededor de la particula una capa o “corona” debido a la
disposicién de las cadenas de AH (flechas blancas).

Figura 8. Fotografia de vectores preparados con
AHs0:protamina:SLNs obtenida por microscopia electrdnica
de transmision. Puede observarse alrededor de la particula una
capa o “corona” debido a la disposicion de las cadenas de AH
(flechas blancas).

Los vectores fueron capaces de transfectar
eficientemente ambas lineas celulares, y se comprob6 que
el peso molecular no afectaba a la transfeccion de células

HEK?293 y ARPE-19, pero con el AH de 150 y 500 kDa, la
transfeccion aumentaba al aumentar su proporcién en las
nanoparticulas. ElI mayor incremento en la transfeccién
respecto a las nanoparticulas preparadas sin AH ni
protamina se observo en las células ARPE-19 (hasta 7
veces mas células transfectadas). Estas células presentan
receptores CD44, y el bloqueo de este receptor por la
presencia en el medio de cultivo de un exceso de AH, hizo
disminuir significativamente la transfeccion, lo que indica
la participacién de este receptor en la internalizacion
celular del vector. Los estudios de internalizacion y
disposicién intracelular de los vectores en células HEK293
y ARPE-19 pusieron de manifiesto diferencias en el grado
de descondensacion del pldsmido en el citoplasma celular
en funcién de la composicion del vector y de la linea
celular. La interaccion del AH con la matriz intracelular
modifica la union entre los componentes de la
formulacidn, lo que favoreceria la descondensacion del
cido nucleico, y por tanto su liberacién del vector (53).
Esto es especialmente importante si el vector es
internalizado por endocitosis mediada por caveolas, ya que
la falta de actividad lisosomal hace més dificil la
liberacion del material genético cuando este esta
fuertemente unido al wvector. Si el vector entra por
endocitosis mediada por clatrinas, es la actividad lisosomal
y no el efecto del polisacérido, la principal responsable de
la liberacion intracelular del &cido nucleico.

6. APLICACIONES DE LAS SLNs EN TERAPIA
GENICA

La terapia génica es una estrategia terapéutica
relativamente reciente, y desde el primer ensayo clinico
aprobado por la FDA en 1990 (14,54) se han llevado a
cabo més de 2000 ensayos clinicos. La tabla 1 recoge las
indicaciones mas frecuentes para las que los productos
evaluados van dirigidos (13). Tal y como se observa en la
tabla, la principal indicacién es el cancer, con un 65% del
total de ensayos, seguido de las enfermedades
cardiovasculares, con un porcentaje mucho menor (7,5%).

Tabla 1. Principales indicaciones de los productos a base de terapia génica evaluados en los ensayos clinicos realizados en todo el

mundo.
1 Céancer 1517 64,4
2 Enfermedades cardiovasculares 177 7,5
3 Marcadores genéticos 50 2,1
4 Voluntarios sanos 53 2,2
5 Enfermedades infecciosas 179 7,6
6 Enfermedades inflamatorias 14 0,6
7 Enfermedades monogénicas 235 10
8 Enfermedades neuroldgicas 43 1,8
9 Enfermedades oculares 34 1,4
10 Otras 54 2,3
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A continuacion se presentan nuestras aportaciones que
demuestran la potencial aplicacion de las SLNs para
terapia génica. Méas especificamente, nos hemos centrado
en las enfermedades raras y en las enfermedades
infecciosas.

6.1. Enfermedades raras

6.1.a. Retinosquisis juvenil ligada al cromosoma X (XLRS)

La XLRS es una enfermedad degenerativa de la retina
central que tiene un modo de herencia recesivo afectando
casi exclusivamente a hombres, aunque también hay casos
aislados descritos en mujeres, con una prevalencia
estimada de 1/5.000 — 1/25.000 (55). Puede desarrollarse
desde edad muy temprana, pero lo mas frecuente es
detectarla en pacientes entre 5 y 10 afios porque los
pacientes de esas edades encuentran dificultades en la
lectura. Los principales sintomas que se experimentan
desde la infancia son la dificultad para ver en detalle y la
disminucién de la vision central, que progresa muy
lentamente. A veces se produce disminucidn brusca de la
vision debido a hemorragias o desprendimiento de retina.
En el centro de la retina se observa una cavidad quistica
que puede desarrollarse en la févea. También puede
presentarse en la retina periférica. Los quistes presentan un
patron estrellado y estrias radiales que se han comparado
con los radios de una rueda de bicicleta; pueden coalescer
para formar una gran cavidad quistica central, lo que
conduce a una rapida pérdida de vision. El gen responsable
de la retinosquisis (RS1) codifica una proteina de 224
aminoécidos, la retinosquisina (56,57). Esta proteina se
expresa muy abundantemente en los fotorreceptores (retina
externa), pero la enfermedad tipicamente afecta a las capas
retinianas mas internas que contienen células ganglionares,
incluida la capa de fibras nerviosas. Tras la sintesis y
secrecién de retinosquisina por los fotorreceptores, la
proteina alcanza la superficie de las células retinianas y es
la responsable de la interaccion/adhesion entre
fotorreceptores, células bipolares y células de Miller,
contribuyendo al mantenimiento de la integridad de la
retina. El espectro de mutaciones en el gen RS1 es amplio,
habiendo mutaciones que truncan la proteina (deleciones
pequefias, inserciones y splicesite) 0 mutaciones missense
que suelen encontrarse en el dominio discoidin (importante
para la adhesién entre células). Al fallar esta proteina, falla
la adhesidn entre las células, lo que permite que se formen
los espacios quisticos que dan nombre a la enfermedad
(58).
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La terapia génica ha sido propuesta como una potencial
herramienta para el tratamiento de diferentes enfermedades
oculares, incluyendo las enfermedades degenerativas de la
retina (59,60). Por ello, para conocer la potencial utilidad
de nuestros vectores en el tratamiento de la XLRS,
preparamos los vectores a base de SLNs con el plasmido
pCEP4-RS1, y evaluamos su capacidad para inducir la
produccion de retinosquisina en células ARPE-19.
Comprobamos que tras el tratamiento, las células eran
capaces de expresar el gen RS1 y sintetizar la proteing;
ademas detectamos una mayor produccion de
retinosquisina cuando el vector incluia, ademas de las
SLNs, protamina y dextrano (61) y mas ain cuando se
sustituia el dextrano por el AH (33). Posteriormente
demostramos que ese vector, preparado con un gen
marcador (pCMS-EGFP), que codifica para la proteina
verde fluorescente, era capaz de transfectar la cornea tras
su administracion tépica a ratas, y la retina tras la
administracién intravitrea y subrretiniana, también en
ratas. Ademas, observamos que en el caso de la retina, el
tipo de células transfectadas dependia de la via de
administracion. Asi, la administracion intravitrea daba
lugar a una mayor transfeccion de células ganglionares,
mientras que se transfectaban mdas fotorreceptores y
células del epitelio pigmentario cuando el vector se
administraba por via subrretiniana (61).

En una fase posterior, administramos los vectores a
ratones transgénicos deficientes en el gen RS1, por via
subrretiniana y por via intravitrea. A las dos semanas de la
administracién, pudimos detectar la retinosquisina
producida como consecuencia del proceso de transfeccién
en las diferentes capas de la retina, y cuando los vectores
se administraron por via subrretiniana, pudimos detectar la
retinosquisina también a los dos meses. El andlisis
estructural confirmd la recuperacion parcial de la
estructura de la retina, que estaba significativamente
dafiada en los animales como consecuencia de la
enfermedad. En la figura 9 se recoge la expresion de
retinosquisina en la retina de los animales, e imagenes de
las retinas tras la tincién tricrémica de Masson. Puede
observarse la recuperacién de la integridad de las retinas
de los animales tratados (33, 62).

Estos trabajos han demostrado por primera vez la
eficacia de un vector no viral para transfectar la retina de
animales deficientes en el gen RS1, producir retinosquisina
y mejorar la integridad de la retina. Hasta nuestro
conocimiento, son los estudios mas avanzados que
muestran el potencial real de las SLNs en terapia génica.
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Figura 9. A. Expresion de retinosquisina en las retinas de los ratones deficientes en RS1 tratados por via intravitrea o por via
subrretiniana con los vectores SLNs-Protamina-AH y SLNs-Protamina-Dextrano. B. Imagenes de las retinas tratadas con la

tincion tricrémica de Masson.

6.1.b. Enfermedad de Fabry (EF)

La EF es una alteracion metabolica, multisistémica y
grave, de caracter hereditario. Se trata de una enfermedad
monogénica, ligada al cromosoma X, que se produce por
diversas mutaciones en el gen de la a-galactosidasa A (o-
Gal A). En condiciones normales esta enzima rompe la
porcién de a-galactosilo terminal de la
globotriaosilceramida Gb3, para dar galactosa vy
lactosilceramida. En los casos en los que la a-Gal A es
defectuosa, se acumula Gb3 principalmente en los
lisosomas, pero también en el reticulo endoplasmatico, la
membrana y en el nlcleo de las células endoteliales
vasculares, afectando de forma predominante a Grganos
como la piel, el sistema nervioso, el rifion y el corazén
(63). La acumulaciéon de Gb3 da lugar a manifestaciones
clinicas diversas: neuropatia dolorosa, lesiones cuténeas,
opacidad corneal, afectacién renal, afectacién cardiaca
(hipertrofia del wventriculo izquierdo), manifestaciones
neuroldgicas (accidente isquémico transitorio, crisis
comiciales, lesiones  isquémicas), manifestaciones
gastrointestinales (dolor abdominal de tipo célico vy
postpandrial, diarrea autolimitada). La incidencia de la EF,
que es considerada una enfermedad rara, no es bien
conocida y oscila entre 1:117.000 y 1:476.000. La terapia
enzimatica sustitutiva (TES) es actualmente el (nico
tratamiento. Existen dos medicamentos basados en la
enzima recombinante aprobados por la EMA y por la Food
and Drug Administration (FDA): agalsidasa alfa
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(Replagal TM®) y agalsidasa beta (Fabrazyme®). Estos
medicamentos deben administrarse por via parenteral cada
dos semanas, y producen mejora de la patologia renal y
cardiaca ademas de reducir el dolor y mejorar la calidad de
vida de los pacientes (65,66) pero su eficacia depende
claramente de que se instaure en fases iniciales (67,68).
Otro inconveniente es que desencadena la formacién de
anticuerpos anti-o-Gal A (69). También hay que
considerar los efectos adversos (70), y el elevado coste del
tratamiento; se estima que el coste anual por paciente es de
aproximadamente 210.000 euros (71). Debido a las
limitaciones de la terapia actual de la EF, existe una clara
necesidad de buscar nuevas estrategias para mejorar la
calidad de vida de los pacientes. La terapia génica para
tratar la EF es una nueva opcion terapéutica que ha ido
ganando interés en los Gltimos afios (72). Son varias las
razones que hacen que esta enfermedad sea una buena
candidata a ser tratada mediante terapia génica (73): 1) se
debe a la alteracién de un unico gen, 2) con un nivel de
actividad de tan solo el 15-20% del nivel normal se
consigue eficacia clinica, 3) se puede conseguir efecto
terapéutico a largo plazo, y 4) menor coste que la TES.
Para probar la utilidad de las SLNs en la EF,
preparamos diferentes formulaciones con el plasmido pR-
M10-aGal A, que codifica para la a-Gal A, a base de
SLNs, protamina y dextrano. Los vectores fueron capaces
de transfectar la linea celular HepG2 (células hepaticas de
origen humano) e inducir la produccion de o-Gal A,
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alcanz&ndose niveles de actividad hasta 12 veces superior
con respecto a las células sin tratar (74). En un estudio
posterior, evaluamos vectores preparados con SLNs,
protamina y dextrano o AH de 150 y 500 kDa en una linea
celular inmortalizada de células endoteliales obtenida a
partir de células de un paciente con EF, denominada
IMFE1 (75). Setenta y dos horas post-transfeccion, las
células fueron capaces de expresar la enzima, siendo las
formulaciones preparadas con AH las mas eficaces, con un
aumento de la actividad de la a-Gal A de hasta 4 veces
con respecto a las células sin tratar. Los resultados se

confirmaron mediante RT-PCR. En la figura 10 se recoge
el nivel de actividad de la a-Gal A en las células IMFE
tratadas con los vectores (30). Como se ha comentado
previamente, para esta enfermedad un pequefio incremento
en la actividad es suficiente para obtener un efecto
terapéutico a largo plazo, por lo que es de esperar que el
aumento en la actividad a-Gal A en las células tratadas
con una Unica dosis del vector sea suficiente para
conseguir efecto terapéutico in vivo.

45
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10 T

0 T
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Figura 10. Actividad a-Gal A en células IMFEL tratadas con los diferentes vectores a base de SLNSs.

Como se ha comentado, en la EF se produce una
acumulacioén de glucoesfingolipidos en las células, que son
componentes del sistema de caveolas, implicado en los
procesos de internalizacion de los  sistemas
nanoparticulados (76). Por tanto, los mecanismos
implicados en la captacion de nuestros vectores
posiblemente estdn afectados por la alteracion de las
células como consecuencia de la enfermedad. De hecho,
los estudios de internalizacion descartaron la entrada por
endocitosis mediada por caveolas. Si pudimos confirmar la
co-localizacion de los vectores con los lisosomas, que
facilitarian la liberacion del plasmido del vector, donde se
encuentra fuertemente condensado debido a la protamina.
Estos resultados confirman una vez més, la importancia no
solo del vector si no de la célula diana en el proceso de
disefio de un vector no viral para terapia génica.

En resumen, nuestro estudio demuestra por primera vez
la eficacia de vectores no virales a base de SLNs para
transfectar un modelo celular de la EF, induciendo un
incremento significativo en la actividad a-Gal A.

6.2. Enfermedades infecciosas: Virus de la hepatitis C
(VHC)

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), entre 3 y 4 millones de personas se infectan cada
afio con el VHC, y aproximadamente 150 millones
presentan infeccion cronica, que puede derivar en cirrosis
ylo hepatocarcinoma. Se estima que 350.000 personas
mueren cada afio como consecuencia de la infeccion por
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VHC (77). Los nuevos inhibidores de proteasas como el
simeprevir o sofosvubir han mejorado sustancialmente la
respuesta antiviral (78); sin embargo, es de esperar que con
su uso, debido a la presion farmacoldgica se seleccionen
resistencias frente a estos nuevos farmacos, ya que el virus
presenta una alta tasa de mutaciéon (79). Ademaés, el
tratamiento es excesivamente caro y debe administrarse
conjuntamente con otros farmacos, como el interferén
pegilado y la ribavirina, que incrementan la posibilidad de
aparicion de efectos adversos (80). Por ello, es evidente la
necesidad de desarrollar nuevos antivirales mas efectivos,
mas seguros y de menor coste para el tratamiento de
aquellos pacientes para los que los farmacos actuales no
son efectivos. En este sentido, el ARNi se postula como
una prometedora estrategia (81).

Desde el descubrimiento del ARNi, muchos estudios
han demostrado su potencial como estrategia terapéutica, y
actualmente representa una interesante herramienta para el
control y/o tratamiento de enfermedades, como el céncer
(82), enfermedades neurodegenerativas  (83), vy
enfermedades infecciosas (81). Entre las enfermedades
infecciosas que pueden ser potencialmente tratadas con
ARNI, destacan las infecciones debidas al virus de la
inmunodeficiencia humana, al virus de la hepatitis B o al
VHC (84). En la mayoria de los casos, con la terapia
génica se busca el bloqueo de genes del agente infeccioso.

El genoma del VHC consta de una sola cadena de ARN
(+), que se replica en el citoplasma celular, y por tanto,
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este virus puede ser un buen candidato para el tratamiento
con ARNi a través del silenciamiento de secuencias
especificas de su ARN. En este sentido, la secuencia
denominada “Sitio Interno de Entrada al Ribosoma”
(IRES), que se encuentra en el extremo 5’ de la regi6n no
traducida (UTR) y que es necesaria para la sintesis
proteica y por tanto para la replicacion del virus, ha sido
propuesta como secuencia diana para la inhibicién del
virus (85,86).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, estudiamos
la potencial aplicacion de los vectores preparados con
SLNs, protamina y dextrano o AH, para el tratamiento de
la infeccion cronica debida al VHC, a los que
incorporamos un plasmido que codifica un ARNi frente al
dominio Il de la secuencia IRES-VHC (shRNA74)
(31,32). Puesto que el VHC se replica y acantona en el
interior de los hepatocitos a lo largo de su ciclo de vida,
los estudios in vitro de eficacia de silenciamiento los
llevamos a cabo en las lineas celulares HepG2 y Huh-7
(células de hepatoma de origen humano). Los vectores
fueron internalizados en las células de forma répida y
eficiente, independientemente del polisacarido empleado,
siendo el principal mecanismo de entrada la endocitosis
mediada por clatrinas, y en menor medida la endocitosis
mediada por caveolas. La captacion mediada por el
receptor CD44 también estaba implicada, aunque este
mecanismo resultdé ser mucho menos eficiente para el
silenciamiento.  Asimismo, se comprobé que la
macropinocitosis no intervenia en el proceso de entrada a
la célula. Al tratar células HepG2 y Huh-7 con los vectores
que expresaban IRES-GFP tras un proceso previo de
transfeccién, se comprob6 una disminucion del IRES-GFP,
consecuencia del proceso de silenciamiento debido al
shRNA74 incorporado en los vectores.
Independientemente de la presencia de AH o dextrano en
el vector, el silenciamiento incrementaba al aumentar la
dosis; ademas, resultd ser mas eficaz el vector preparado
con AH, que permitié alcanzar, para la dosis més alta (3
ug de sShRNA74), un silenciamiento del 60% en las células
HepG2, y un 50% en las células Huh-7. En la figura 11 se
recogen imagenes de las células Huh-7 en las que se puede
observar como la expresion de IRES-GFP disminuye al
aumentar la dosis de ShRNA74 en el vector preparado con
AH.
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Figura 11. Expresiéon de IRES-GFP en células Huh-7 tratados
con los vectores preparados con SLNs, AH y cantidades
crecientes de ShRNA74. Puede observarse como la eficacia de
silenciamiento aumenta al aumentar la dosis de ShRNA74.

Posteriormente, evaluamos la eficacia de los vectores
en la linea celular de hepatoma humano Huh-7 NS3-3 (87),
que porta un replicén subgenémico del virus. Se observé
una disminucion significativa de la cantidad de ARN del
VHC, indicativo del silenciamiento del IRES-VHC, siendo
este mas elevado cuanto mayor es la dosis de ShRNA74.

Estudiamos también la potencial toxicidad de los
vectores en los dos modelos celulares, y comprobamos que
la viabilidad celular no se veia alterada. Puesto que la
viabilidad celular por si sola no es indicativo de toxicidad,
y teniendo en cuenta una posible administracion
parenteral, evaluamos el efecto del vector a nivel
hematol6gico midiendo el grado de hemodlisis y la
capacidad de aglutinaciéon de eritrocitos. El vector no
mostré actividad hemolitica ni tampoco indujo la
aglutinacion  de  eritrocitos  indicativo de la
biocompatibilidad del vector (figura 12). Es importante
tener en cuenta que al AH se le atribuye la capacidad de
reducir la interaccion de las nanoparticulas con
componentes sanguineos debido a un impedimento
estérico.
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Figura 12. A) Estudio de aglutinacién de eritrocitos con los vectores AH:protamina:SLNs. Tampdn de lisis: control positivo (100
% lisis). B) Actividad hemolitica de los vectores. ShRNA74:PLL: complejo formado por el pldsmido shRNA74 y poli-L-lisina

(control positivo).

Estos resultados obtenidos con los vectores preparados
con SLNs y el plasmido shRNA74 confirman la potencial
utilidad de los vectores no virales basados en SLNs en el
tratamiento de la infeccion crénica por el VHC.

7. CONCLUSIONES

El éxito de la terapia génica depende en gran medida
del sistema de administracién. Los vectores no virales, y
méas concretamente, las SLNs han demostrado tener
propiedades muy adecuadas para la administracion de
cidos nucleicos, entre los que cabe destacar la seguridad,
la facilidad de produccion a gran escala, la estabilidad
tanto en fluidos Dbioldgicos como durante el
almacenamiento, y la posibilidad de ser sometidas a
procesos de esterilizacion y liofilizacién. En nuestros
estudios hemos demostrado que las SLNs presentan una
gran capacidad para proteger al material genético de la
degradacion enzimética y de ser rdpida y eficientemente
captadas por las células, aunque el grado de captacion
depende de la composicion y de la linea celular. En este
sentido, hemos puesto de manifiesto la importancia que
tiene el conocimiento de los mecanismos de
internalizacion y  disposicion intracelular para la
optimizacién de la formulacion. Ademas, por primera vez
hemos demostrado la capacidad de un vector no viral
basado en SLNs para transfectar e inducir la expresion de
proteinas en diferentes tejidos tras su administracién
sisttmica a ratones. Finalmente, hemos estudiado la
potencial utilidad de los vectores preparados a base de
SLNs para el tratamiento mediante terapia génica de
enfermedades raras monogénicas, como la EF o la XLRS,
y de enfermedades infecciosas con ARNi, como la
infeccién crénica por el VHC. El principal logro
conseguido por nuestro grupo de investigacion ha sido la
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restauracion parcial de la retina tras la administracion
intraocular a ratones de un vector preparado con SLNs y el
gen RS1, que codifica la proteina retinosquisina, deficiente
en la enfermedad degenerativa de la retina XLRS, en la
que se da una desestructuracién de la retina que conduce a
la pérdida de vision. Todos nuestros resultados nos
permiten concluir que las SLNs son una prometedora
herramienta como sistema no viral para terapia génica.
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ABSTRACT: Cytoplasmic quality control is essential
in maintaining cell viability, and particularly, B
pancreatic cells, due to its huge protein synthesis
capacity. In this context, it is important the activation of
a physiological process called autophagy, in order to
eliminate protein aggregates and damaged organelles,
resulting in a reduction in the reticulum cell stress. The
complex formed by hamartin and tuberin (TSC1-TSC2)
has emerged as a central signal, energy status and
nutrient-integrating node within the cell. This complex
negatively regulates the mechanistic target of rapamycin
complex 1 (mTORC1), and activates autophagy. In this
proyect we aimed to further investigate new molecular
mechanisms of TSC2 regulation, aswell as cytoplasmic
quality control, autophagy and mitophagy ones. We
propose that the TSC2 acetylation status, mediated by
the deacetylation activity of sirtuinl (SIRT1), modulates
its stability and protein activity, affecting cell
homeostasis.
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RESUMEN: EI control de calidad citoplasmaético es
esencial en el mantenimiento de la viabilidad celular, y
particularmente, de las células p pancreéticas, debido a
su gran capacidad de sintesis proteica. En este contexto,
juega un papel esencial la activacion de un proceso
fisiolégico denominado autofagia, conduciendo a la
eliminacion de agregados proteicos y/o organulos,
induciendo la atenuacion del estrés de reticulo celular.
El complejo formado por las proteinas hamartina y
tuberina (TSC1-TSC2) ha emergido como un nucleo de
integracién de la sefializacion de factores de crecimiento
y del estado energético celular. Este complejo funciona
como un inhibidor de la actividad de la via del complejo
mecanicistico diana de la rapamicina (mMTORCL1) y un
activador de la autofagia. En este proyecto queremos
profundizar en el estudio de nuevos mecanismos
moleculares de regulacién de TSC2, asi como sobre
dichos mecanismos de control de calidad citoplasmatico,
autofagia y mitofagia. Proponemos que el estado de
acetilacion en lisinas de TSC2, mediado por la actividad
desacetilasa de la sirtuinal (SIRT1), modula la
estabilidad y actividad de la misma afectando a la
homeostasis celular.
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1. INTRODUCCION

1.1. Diabetes tipo 2 y papel de la célula g pancreatica en
la homeostasis metabolica

1.1.a. La diabetes en la actualidad

La diabetes mellitus (DM) constituye uno de los
principales problemas de salud publica en la actualidad ya
que ha alcanzado proporcion epidémica, y actualmente
afecta a 415 millones de personas en todo el mundo. De
acuerdo con predicciones de la OMS, se prevé que sean
642 millones en 2040, lo cual supondria un aumento de la
prevalencia desde el 9,1% en 2015 al 10% en 2040. La
mitad de los pacientes con diabetes no estan
diagnosticados (1).
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1.1.h. Etiologia y fisiopatologia de la diabetes tipo 2

La DM es una enfermedad caracterizada por un
aumento en los niveles plasméticos de glucosa tanto en
ayuno como en estados postabsortivos, y estd asociada a
numerosas complicaciones, principalmente
cardiovasculares, que conducen al desarrollo de patologias
si no se recibe el tratamiento adecuado. Es una enfermedad
de carécter poligénico y se da principalmente en adultos.
La DM 2 se caracteriza por una disminuciéon de la
capacidad de la insulina para ejercer sus acciones
bioldgicas en tejidos diana tipicos como el mdsculo
esquelético, el higado o el tejido adiposo. Este fendmeno
se conoce con el nombre de resistencia a insulina.
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Aunque se desconocen las causas exactas del desarrollo
de DM 2, hay numerosos factores de riesgo que estan
asociados a esta enfermedad, los méas importantes son la
obesidad, inactividad fisica, factores genéticos, y el
envejecimiento.

Estudios epidemioldgicos indican que la diabetes tipo 2
progresa a lo largo de un continuo empeoramiento en la
respuesta a insulina, comenzando por una resistencia
periférica a la acciéon de la misma y terminando con la
pérdida de secrecién por parte de las células B del pancreas
(Figura 1).

Las células B pancreéticas son fundamentales en la
regulacion de la homeostasis metabélica, y en los primeros

estadios presentan mecanismos compensatorios como
aumento de la masa celular (hiperplasia) y del tamafio
(hipertrofia) para suplir la alta demanda de insulina,
generando un estado de hiperinsulinemia compensada, lo
que contribuye a largo plazo a agravar este desorden
metabdlico.

El exceso prolongado de insulina circulante hace que
las células B no puedan mantener el mecanismo de
compensacion 'y fallan a la hora de responder
apropiadamente a la glucosa, lo cual desemboca en el
desarrollo de intolerancia a la glucosa y la aparicion de una
diabetes manifiesta (Figura 2).

Figura 1. Etapas en el desarrollo de la diabetes tipo 2. Figura del capitulo Resistencia a insulina en el musculo esquelético: ejercicio y
activacion de receptores nucleares como estrategias terapéuticas. Redes de sefializacion y estrategias terapéuticas (2).
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Figura 2. Progresion a la diabetes tipo 2. Se representan los niveles de glicemia en ayunas, insulinemia en ayunas, &cidos grasos libres,
masa de célula B pancreética y depésitos de amiloide en cada una de las fases de la progresion a la diabetes tipo 2. El punto de inflexién lo
representa el fracaso de la célula B, lo que conlleva una disminucion de la insulina circulante y la manifestacion de la diabetes. Figura

adaptada de (3).

1.2. Papel de la restriccion caldrica en la homeostasis de
las células g pancreéticas

Se sabe que la esperanza de vida de muchos
organismos aumenta al ser sometidos a dietas restringidas
en calorias, pero dentro de los parametros saludables (4).
En 1935, McCay et al. publican el primer trabajo donde
someten ratas a una restricciéon calérica (RC) y observan
que se extiende su esperanza media de vida (5). Estudios
posteriores en otros organismos (levadura, moscas,
gusanos y peces) demostraron que la RC retarda el
envejecimiento y atenda la aparicion de algunas
enfermedades cronicas como diabetes, obesidad vy
enfermedades vasculares (6). La RC activa la quinasa de la
adenina mononucledtido (AMPK), la cual aumenta los
niveles de NAD" y activa a SIRT1 (7). Ademas, se ha
sugerido que SIRT1 aumenta la longevidad de los
organismos y protege frente al cancer (8). Por otro lado,
SIRT1 inhibe la proliferacién ya que regula negativamente
amTORC1 (9).

1.2.a. Lavia AMPK y su papel en la célula g pancreéatica
La proteina quinasa activada por AMP (AMPK) es
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muy importante en el mantenimiento de la homeostasis
energética celular. Se activa cuando existen niveles bajos
de ATP, en situaciones de bajos niveles de glucosa,
hipoxia, isquemia, o choque térmico. La via de la AMPK
regula positivamente procesos catabdlicos como la
autofagia o la oxidacion de &cidos grasos, para la
obtencién de ATP. AMPK juega un relevante papel en la
fisiologia de la célula B pancredtica, y es considerada como
una diana terapéutica prometedora en el tratamiento de la
diabetes tipo 2.

1.2.b. Las sirtuinas y la regulacion del metabolismo

Las sirtuinas o desacetilasas de histonas de clase IlI,
cuyo nombre proviene del ortélogo en levaduras Sir2,
constituyen una familia de enzimas altamente conservadas
en la evolucién. Las sirtuinas catalizan la desacetilacion de
proteinas con lisinas g-amino-acetiladas, utilizando como
cosustrato dinuledtido de adenina y nicotinamida oxidado
(NAD™). Se conocen siete sirtuinas en mamiferos (SIRT1-
7) cuyas caracteristicas se encuentran resumidas en la
siguiente tabla (Tabla 1).
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Tabla 1. Distribucién subcelular y papel fisiolégico de los siete isotipos de sirtuinas.

transcripcion y del
ciclocelular

Isotipo Localizacion Expresion en Funciones Actividad enzimatica
subcelular tejidos
Supervivencia,
SIRT1 | Nucleary citosdlica | Cerebro, muisculo Ionge\{i,dad, Desacetilasa NAD+
esquelético, regulacion del dependiente
corazon, rifion, y metabolismo,
Gtero inflamacién, respuesta
a estrés oxidativo
SIRT2 | Citosolicay nuclear Cerebro Regulacion del ciclo Desacetilasa NAD+
celular, desarrollo del dependiente
sistema nervioso.
SIRT3 Mitocondrial, Cerebro, corazén, Regulacion del Desacetilasa NAD+
nuclear y citosélica higado, rifién, metabolismo dependiente
tejido adiposo mitocondrial
marron
SIRT4 Mitocondrial Células p Regulacion del ADP-ribosiltransferasa
pancreéticas, metabolismo
higado, rifién, mitocondrial y
corazon, cerebro apoptosis
SIRT5 Mitocondrial Cerebro, corazdn, Apoptosis Desacetilasa NAD+
musculo. dependiente
SIRT6 | Ndcleo, asociado a| Musculo, cerebro, | Estabilidad gendémica, Desacetilasa NAD+
heterocromatina corazén, ovarioy | reparacion del DNA dependiente,
hueso ADP-ribosiltransferasa
SIRT7? Nucleolo Sangre Regulacién de la Desacetilasa NAD+

dependiente
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De los siete isotipos de sirtuinas en mamiferos, es
SIRT1 la proteina més estudiada de la familia. Aunque
SIRT1 se encuentra predominantemente en el ndcleo,
también puede localizarse en el citoplasma en
determinadas situaciones gracias a que en su estructura
proteica presenta secuencias de localizacion y de exclusién
nuclear (11).

En relacién con el metabolismo, son numerosas las
dianas que se regulan por acetilacion/desacetilacion,
muchas de ellas estdn implicadas en la via de la
sefializacion de la insulina. Una de ellas, es PTP1B
(proteina tirosina fosfatasa 1B), proteina implicada en la
defosforilacion del IR, IRS1 o 2, disminuyendo la via de
sefializacion de la insulina. PTP1B es regulado
negativamente, entre otros, por desacetilacion mediada por
SIRT1, por lo que la activacion de SIRT1 favorece la
sefializacion de insulina en ratones con un fenotipo
diabético (Irs2-/-) (12). Por otro lado, el raton que
sobreexpresa SIRT1 en la célula B pancreética (BESTO)
muestra una mejora de la tolerancia a la glucosa y un
aumento de la secrecion de insulina debido a que SIRT1
desacetila e inactiva UCP2, provocando un aumento en la
sintesis de ATP, y ello favorece la secrecién de insulina
(13).

Otra diana activada por desacetilacion mediada por
SIRT1 es PGC-1a. En el masculo y en el tejido adiposo
marrén produce activacién de la termogénesis, lo cual
protege frente a la aparicién de obesidad y disfuncién
metabdlica (14).

Como conclusién, se plantea la idea del uso de
activadores de SIRT1 como el resveratrol en el tratamiento
de la diabetes tipo 2, ya que son capaces de disminuir la
resistencia a la insulina y favorecen la supervivencia de la

Ana Garcia Aguilar, Carlos Guillén Viejo, Manuel Benito de las Heras

célula B pancredtica.

1.3. El complejo tscl-tsc2 como nexo de integracion de
sefiales y activacion de la autofagia

1.3.a. Complejo de esclerosis tuberosa (TSC)

El complejo de esclerosis tuberosa (TSC) es una
enfermedad genética hereditaria de carcter autosémico
dominante. Alrededor del 85% de los casos de TSC se
debe a mutaciones en el gen TSC1 (gen 1 de la esclerosis
tuberosa) o en TSC2 (gen 2 de la TSC). TSC1 estd
localizado en el brazo largo del cromosoma 9 (9q34) (15),
y TSC2 se encuentra en el brazo corto del cromosoma 16
(16p13.3) (16). El resultado de estas mutaciones conduce a
la proteina truncada con pérdida de su funcién. Debido a
estas investigaciones, los genes TSC1 y TSC2 se clasifican
€OMO genes supresores de tumores.

1.3.b. Complejo TSC1-TSC2: Estructura proteica vy
funciones

Los genes TSC1 y TSC2 dan lugar a las proteinas TSC1
(hamartina) y TSC2 (tuberina) respectivamente, sin
homologia entre ellas y muy poca con otras proteinas.
Ambas proteinas se asocian formando un complejo
heterodimérico denominado TSC1-TSC2.

TSC1 es una proteina de expresion ubicua y esta
compuesta por 1164 aminoécidos (130 kDa). TSC1 se une
y estabiliza a TSC2, bien previniéndolo de su degradacion
mediada por ubiquitinacién. La proteina TSC2 est4
formada por 1807 aminoécidos (200 kDa), y presenta una
region muy conservada y con homologia con las proteinas
activadoras de GTPasas (GAP) raplGAP y mSPAL (17)
(Figura 3).

Figura 3. Estructura y dominios de las proteinas TSC1y TSC2. T2BD (dominio de unién para TSC2), T1BD (dominio de unién para

TSC1). Figura tomada de (18).

El complejo TSC1-TSC2 regula importantes vias de
sefializacion en funcién del estado nutricional y energético
celular, inhibiendo al complejo 1 de mamifero diana de la
rapamicina (MTORC1). Bajos niveles de nutrientes y
energia inducen la funcién GAP del TSC2 sobre Rheb
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(homélogo de Ras enriquecido en cerebro), lo que
favorece su actividad GTP4&sica aumentando la conversion
de Rheb-GTP a Rheb-GDP, e inactivando a mTORC1 (18)
(Figura 4).
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Figura 4. Regulaciéon de mTORC1 mediada por la actividad GAP de TSC2. Figura tomada de (18).

1.4. La via de mtorcl y sus funciones

La diana de rapamicina de mamifero (mTOR) es una
proteina serina/treonina quinasa de 230 kDa, y es el
componente principal de dos complejos multiproteicos
MTORC1 y mTORC2. Ambos complejos tienen en comun
a mLST8 (proteina letal en mamiferos) y DEPTOR
(proteina de interaccion con mTOR con dominio DEP),
ésta Ultima es un inhibidor de mTOR.

Ambos complejos tienen una proteina caracteristica
esencial para el ensamblaje de todo el complejo y sus
interacciones con otras proteinas reguladoras. En el caso

de mTORCL1 es Raptor (proteina reguladora asociada a
mTOR) (19). Ademads mTORCL1 contiene otras proteinas
reguladoras como es el sustrato de Akt de 40 kDa rico en
prolina (PRAS40), cuya activacion inhibe a mTOR (Figura
5).

Una de las caracteristicas fundamentales que
diferencian a los complejos de mTOR es su dispar
sensibilidad al compuesto que, paradéjicamente, les da
nombre; la rapamicina. Mientras que mMTORC1 es
inhibible por rapamicina, mMTORC2 es rapamicina-
insensible.

Figura 5. Complejos de mMTOR (MTORC1 y mTORC?2). Figura tomada (19).

MTORC1 es el regulador principal del crecimiento
celular; sensa e integra la disponibilidad de diversos
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factores nutricionales y medioambientales: factores de
crecimiento, aminoécidos, nivel energético (ATP) y
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factores de estrés celular. Sus funciones son acoplar estas
sefiales a una respuesta de crecimiento celular,
favoreciendo procesos anabdlicos mediante fosforilaciones
de diversas dianas, como seria por ejemplo la sintesis
lipidica o la traduccién (sintesis de proteinas) y limitando
algunos procesos catabolicos como la autofagia (20).

En relacion con el metabolismo, diferentes estudios
han demostrado que la hiperactivacion de la ruta mTORC1
se traduce en una desensibilizacién de la respuesta a la
insulina por un mecanismo de retroalimentacion negativa,
ya que la p70S6K (diana de mTORC1) fosforila en serina
(307) a IRS-1, y esta fosforilacion impide que los IRS sean
fosforilados por el IR en respuesta a la insulina (21).

1.4.a. Importancia de la via TSC2 / mTORC1 en célula g

Prueba del gran interés que despertd el papel del
complejo TSC1-TSC2 en ceélula B fue la aparicion
independiente de 4 modelos animales tejido-especificos en
poco més de un afio. Existen dos modelos de ratén knock-
out de TSC2 especifico de célula p (BTsc2 -/-). Shigeyama
y colaboradores describen la hiperactivaciéon de mTORC1
y un aumento temprano de la masa de célula B por
hipertrofia celular, acompafado de hiperinsulinemia e
hipoglucemia, ademés de funcion secretora aumentada. Sin
embargo a partir de las 35 semanas, la masa de célula
disminuye y los animales desarrollan diabetes severa. El
tratamiento con rapamicina (inductor de la autofagia) en
animales BTsc2 -/- impide el fracaso de la masa de célula 8
(22).

15. El sistema ubiquitin-proteasoma, autofagia vy
mitofagia en el control de calidad citoplasmico

La regulacion de la expresion génica ocurre a distintos
niveles, desde el control de la transcripcion hasta las
modificaciones postraduccionales (PTM) que sufren las
proteinas. Existe una gran variedad de PTM, algunas de las
mas importantes son la metilacion, la acetilacion, la
fosforilacion, la sumoilacién y la ubiquitinacion. Es
necesario para la supervivencia celular el mantenimiento
de un equilibrio dindmico entre la sintesis y la degradacion
de proteinas.

En la célula existen dos sistemas degradacion
principales, los cuales tienen como funciones la
eliminacién de productos que no son Utiles para la célula
en determinadas situaciones, 0 cuya acumulacion puede
ser toxica; ademas, los productos de esta degradacién son
reutilizados para la sintesis de nuevas moléculas o son
metabolizados para la obtencion de energia. Estos sistemas
de degradacidn son el sistema ubiquitin proteasoma (UPS)
y la autofagia.

1.5.a. El sistema ubiquitin-proteasoma (UPS)

La ubiquitinacion es un proceso enzimatico
posttraduccional de las células eucariotas que fue
descubierto en el afio 1975 por el grupo del Dr.
Ciechanover, y consiste en la unién covalente de la
ubiquitina (Ub) a otra proteina, lo cual la marcara para su
envio al proteasoma 26S, donde sera posteriormente
degradada.
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1.5.b. Autofagia

La autofagia es un proceso fisiolégico mediante el cual
proteinas u organulos citoplasméticos son conducidos a los
lisosomas para su degradacion, confiriendo a la célula
eucariota una via de degradacion alterativa al sistema
ubiquitin-proteasoma.

La primera funcidon de la autofagia que se describi6 fue
la de adaptacidn al ayuno, sin embargo, es muy importante
también en el control de calidad citoplasmético,
eliminando proteinas mal plegadas o defectuosas,
organulos dafiados o microorganismos infecciosos;
atenuando el estrés de RE (23). Ademas, favorece la
supervivencia celular en situaciones de estrés, ya que
permite la obtencion de nutrientes y energia a través de la
degradacion de componentes citosolicos (24).

Existen tres tipos de autofagia fundamentales:

-Macroautofagia (en adelante referida como autofagia):
Este proceso comienza con la formacién de novo de una
cisterna membranosa (proveniente del RE, y otros
compartimentos como la membrana externa mitocondrial,
membrana plédsmatica o el aparato de Golgi), que crece en
longitud y es denominada fagdforo hasta formar el
autofagosoma. El autofagosoma puede recibir vesiculas
desde los endosomas lo que va provocando la acidificacion
del fagosoma. Al compartimento resultante se le denomina
anfisoma. Como ultimo paso, el anfisoma se fusiona con
los lisosomas dando lugar a los autolisosomas, en los que
por la accion de las proteasas o catepsinas lisosomales se
degrada el material encerrado.

-Microautofagia: En este caso la membrana del
lisosoma forma pequefias invaginaciones que se
desprenden de la membrana y quedan en el interior del
lisosoma, donde son degradadas. En estas invaginaciones
se incorpora material citosélico.

-Autofagia mediada por chaperonas (CMA): Mediante
este proceso, la chaperona citosélica (hsc70) reconoce una
secuencia especifica en las proteinas citosélicas (KFERQ)
y las lleva a la membrana lisosomal, donde se introducen
en el interior del lisosoma gracias a un transportador
localizado en la membrana del lisosoma (LAMP-2A).

Se han identificado hasta ahora 34 proteinas Atg en
levaduras algunas de las cuales han sido identificadas sus
funciones (25). Modelos animales con autofagia deficiente
por delecion de un gen critico, Atg7, de forma especifica
en célula B, muestran una disminucion de la masa de célula
B, asi como del reciclaje basal de orgénulos y proteinas,
demostrando su papel clave en el mantenimiento de la
masa y la funcién de la célula B (26). Otros trabajos y
resultados previos del grupo demuestran el papel protector
de la autofagia en las células  frente a estrés de RE (27).

Se puede considerar que el proceso de la autofagia
consta de varias etapas: 1) Fase de nucleacién o
ensamblaje; 2) Elongacion y formacion de las vesiculas; 3)
Fusion de vesiculas (autofagosomas); 4) Degradacion del
contenido (autofagolisosomas). En mamiferos, existen 6
homélogos de Atg8, que se pueden subdividir en la familia
de la proteina 1 de la cadena ligera 3 (LC3A, LC3B y
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LC3C) vy la de la proteina asociada al receptor gamma-
4cido amino butirico (GABARAP, GABARAPL1 vy
GABARAPL?2) (28). Existen dos formas de LC3, LC3-I es
la forma no lipidada y que se encuentra libre en el
citoplasma; y LC3-Il es la forma lipidada (conjugada con
fosfatidiletanolamina) esencial para el proceso de la
autofagia y localizada en la membrana de los
autofagosomas. La conversion de LC3 es un método muy
comun para la evaluacion experimental de la activacion del
flujo autofagico. Otras proteinas, entre ellas p62/SQSTM1
(secuestrosoma 1), contienen secuencias que interaccionan
con LC3 y sirven como adaptadoras entre estructuras
proteinas ubiquitinadas y orgdnulos dafados y la
maquinaria autofégica.

Debido a que una autofagia defectiva contribuye al
desarrollo de  enfermedades  neurodegenerativas
(enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Huntington y la esclerosis lateral
amiotrofica), se propone a las moléculas activadoras de
autofagia o la restriccion caldrica como potenciales
estrategias terapéuticas para atenuar la progresion de
dichas enfermedades (29).

1.5.c. Autofagia especifica de mitocondrias (mitofagia)

Las mitocondrias juegan un papel esencial en
numerosos procesos bioenergéticos en las células
eucariotas, proveyendo de energia que se genera a través
de la fosforilacién oxidativa. Las mitocondrias constituyen
una red interconectada de alta plasticidad y dindmica, con
un namero relativamente constante de las mismas
mantenido por un balance entre eventos opuestos de
biogénesis mitocondrial y mitofagia.
Frente a un dafio mitocondrial, se pierde el potencial de
membrana mitocondrial y se induce el proceso
denominado mitofagia. Las mitocondrias dafadas
acumulan una proteina en la membrana externa
mitocondrial denominada PINK1 (quinasa 1 inducida por
PTEN), la cual recluta a una ubiquitina-proteina ligasa E3
citosdlica denominada PARK2/Parkin, que media la
ubiquitinacién de proteinas mitocondriales. Estas son
reconocidas por otras proteinas adaptadoras (p62 y
HDACSG) las cuales unen LC3 unido a PE (forma lipidada),
iniciando la degradacion (30). Este proceso es selectivo, y
no ocurre en mitocondrias “sanas”, ya que éstas son
capaces de importar PINK1 y degradarlo por la proteasa
PARL (proteina romboidea asociada a presenilinas), de
una forma dependiente de potencial de membrana,
inhibiendo asi el proceso de mitofagia (31).

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Lineas celulares y medios de cultivo

Se usd la linea de células B pancreaticas MING
originaria de insulinoma murino (Miyazaki et al., 1990),
cultivada en DMEM (glucosa 4,5 g/l) y suplementado con
suero fetal bovino (FBS) al 15% y 2-mercaptoetanol 50
UM (como agente protector frente al dafio oxidativo).
Ademas, a partir de ésta, se generaron otras dos lineas de
forma estable MING6-Scrambled-shRNA 'y MING-
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TSC2shRNA mediante infeccién lentiviral y seleccion con
geneticina.

También, fueron usadas las células embrionarias de
rifion humanas (HEK 293T) y fibroblastos embrionarios
murinos (MEFs), cultivados en DMEM (45 g/l) vy
suplementados con FBS 10% y HEPES. Las células MEF
Tsc2 -/- asi como sus controles MEF Tsc2 +/+ fueron
generosamente proporcionadas por Dr. Kwiatkowski
(Harvard Medical School, Boston, EE.UU.). Por ltimo,
las células MEF Sirtl -/- asi como sus controles MEF Sirtl
+/+ procedian del cultivo primario y fueron generosamente
proporcionadas por la Dra. Maria Monsalve (1I1B, CSIC,
Madrid).

2.2. Técnicas de ADN recombinantE

2.2.a. Cultivo de bacterias

Para la produccion de ADN plasmidico recombinante
se utilizaron bacterias ultracompetentes E.coli XL2-Blue.
Las bacterias fueron crecidas en placas Petri con agar
bacterioloégico 1.5% (p/v) en medio LB, Luria Bertoni:
NaCl (10 g/l), triptona (10 g/l), extracto de levadura (5
g/l). El medio fue autoclavado, y enfriado hasta 55°C para
la adicion de antibidticos: ampicilina (100 pg/ml) o
kanamicina (50 pg/ml). Entre 20-25 ml fueron vertidos por
placa Petri, sobre la cual, una vez solidificado el medio, se
sembraron las bacterias por estrias con un asa de Kolle.

Todas las inoculaciones para amplificacién de
plasmidos provinieron de colonias Unicas seleccionadas de
placas de agar con antibidtico.

2.2.b. Purificacion de plasmidos

Los plasmidos fueron purificados de cultivos
bacterianos por el método de la lisis alcalina. Para ello, se
utilizé el Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Alemania),
siguiendo las instrucciones del fabricante y usando las
soluciones incluidas para obtener de una forma rapida y
sencilla y con un alto rendimiento un DNA de gran
calidad.

Finalmente, el DNA purificado se deja secar al aire
libre durante 5-10 minutos para que se evapore el etanol, y
se resuspende en agua destilada, donde se mantiene a 4°C
de manera estable hasta su uso.

2.2.c. Experimentos de transfeccion y co-transfeccién
transitoria

Las células fueron sembradas de manera semi-
confluente, y al dia siguiente fueron transitoriamente
transfectadas y/o co-transfectadas con diferentes plasmidos
usando tres métodos diferentes:

- Lipofeccion.
- Electroporacién.
- Poliaminas.

2.3. Analisis de la expresion de proteinas

2.3.a. Western-blot

Las células fueron lavadas 2 veces con PBS frio,
colocadas sobre hielo y raspadas con tampén de lisis. El
lisado se pas6 a tubos eppendorf y tras 5-10 minutos en
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hielo y tras agitacion fueron centrifugados (15 min, 15,000
x g, 4°C). Se recogi6 el sobrenadante con el lisado
proteico. A continuacion, se valoraron las proteinas por el
método de Bradford.

Las muestras son desnaturalizadas (3 min, 95°C) y
cargados 15-30 pg por muestra en geles de poliacrilamida.
Para el desarrollo de la electroforesis se utilizé el siguiente
tampon: Tris-base 25 mM, glicina 190 mM y SDS 0.1%
(p/v) pH 8.3, a un voltaje constante de 100-140 v durante
1.5-2 horas. Una vez finalizada la electroferesis, los geles
se transfirieron a membranas de PVDF (polifluoruro de
vinilideno) previamente activadas con metanol.

El tampon de transferencia usado fue 25 mM Tris, 192
mM glicina, metanol 20% (v/v). La electrotransferencia
fue llevada a cabo con un voltaje constante de 100 v,
durante una hora y diez y en frio. Finalizada la
transferencia, se bloquearon las membranas en TTBS
suplementado con 5% (p/v) de leche en polvo desnatada
durante 1 hora a temperatura ambiente, con agitacion
suave.

Posteriormente se retird la solucién de bloqueo y se
incubé con el anticuerpo primario diluido en TTBS hasta
el dia siguiente, en una camara fria a 4°C, con agitacién
suave. La lista con todos los anticuerpos primarios y sus
diluciones se encuentra en la seccion materiales.

Al dia siguiente, la membrana se lavé 3-5 veces con
TTBS durante una hora en agitacion fuerte, tras la cual se
incub6 con wuna solucibn en TTBS de anticuerpo
secundario frente a la especie correspondiente en la que se
hubiese generado el anticuerpo primario. La incubacién
con el anticuerpo secundario fue de 1 h a temperatura
ambiente en agitacidn suave.Finalmente, se volvi6 a lavar
con TTBS otras 3-5 veces durante aproximadamente una
hora, en agitacion fuerte.
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Para la deteccion de los anticuerpos se uso el método
de quimioluminiscencia. Las membranas se incubaron con
ECL Plus Western Blotting Detection durante 5 minutos, y
se revelaron en el ChemiDoc por deteccion de
quimioluminiscencia.

2.3.b. Inmunoprecipitacion

De los extractos proteicos de cultivos celulares se
preparan muestras con una cantidad de proteina uniforme
(150-400 pg de proteina) en un volumen final de 500 pl
ajustado con tampon de lisis, se afiadio el anticuerpo de
interés para inmunoprecipitar (1-2 pg de anticuerpo), y se
mantuvo toda la noche en rotacion a 4°C. Al dia siguiente,
para quedarse con toda la proteina que se ha unido al
anticuerpo, se afiadié el extracto proteico 20-30 pl de una
mezcla de proteina A al 50% (Roche) con tampén de lisis
(2:1, previamente lavada varias veces con el tampén) y se
incubaron de 1 a 2 horas a 4°C.

La fase sedimentada (con la proteina A conjugada con
la agarosa) se lavd varias veces con 500 pl de tampdn de
lisis, dejando en un Gltimo paso el precipitado lo méas seco
posible. Después, se afiadié el mismo volumen de tampdn
de Laemmli 2X que el ocupado por la fraccidn de agarosa.
Las muestras se cargan en geles de electroforesis para su
deteccion por western-blot.

2.4. Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media + desviacion
estandar. El andlisis estadistico se realizé con el programa
GraphPad Prism 5. Se utiliz6 one-way ANOVA para
comparacion multiple (Bonferroni’s post-test), o bien, para
andlisis comparativo de dos datos, el t test (unpaired).
Como valor de discriminacion de diferencias
estadisticamente significativas se utiliza p<0.05

2.5. Materiales

2.5.a. Listado de anticuerpos primarios

Anticuerpo Casa comercial (Ref) Origen Dilucioén
(Uso)
P-ACC (S79) Cell Signaling (#3661) IgG rabbit 1:1000 (WB)
Acetylated-Lysine Cell Signaling (# 9441) 1gG rabbit 1:1000 (WB);
1:100 (1P)
B-actina (AC-74) Sigma-Aldrich (A5316) mAblgG1 1:5000 (WB)
mouse
Flag Sigma-Aldrich (F1804) mAb IgG1 1:1000 (WB)
Mouse
GFP (B-2) Santa Cruz Biotechnology mAb IgG 1:1000 (WB)
(sc-9996) Mouse
HA Sigma-Aldrich (H6908) IgG Rabbit 1:1000 (WB);
1:100 (1P)
LC3B Cell Signaling (#4108) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
Nitrotirosina Merck Millipore (#06-284) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
p62/SQSTM1 Progen (GP62) IgG Guinea pig 1:1000 (WB)
p70S6K Cell Signaling (#9202) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
PGC-1a (3GS) Cell Signaling (#2178) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
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P-p70S6K (Thr-389) Cell Signaling (#9205) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
PINK1 Novus Biologicals IgG Rabbit 1:1000 (WB)
(BC100-494)
S6 (5G10) Cell Signaling (#2217) mAb IgG 1:1000 (WB)
Rabbit
P-S6 (S235/236) Cell Signaling (#2211) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
SIRT1 (H-300) Santa Cruz Biotechnology IgG Rabbit 1:1000 (WB)
(sc-15404) 1.100 (IP)
a-Tubulina Sigma-Aldrich (T6199) mADb IgG1 1:5000 (WB)
Mouse
TSC2 Cell Signaling (#3612) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
1:100 (1P)
TSC2 (N-19) Santa Cruz Biotechnology IgG Rabbit 1:100 (IP)
(sc-892)
TSC2 (C-20) Santa Cruz Biotechnology IgG Rabbit 1:1000 (WB)
(sc-893)
Ubiquitina (FK2-H)* Enzo Life Sci (BML-PW0150) mAb IgG1 1:1000 (WB)
Mouse
V5 Life Technologies (R960-25) mAb 1gG2 1:1000 (WB)
Mouse
2.5.b. Listado de anticuerpos secundarios
Anticuerpo Casa comercial (Ref) Conjugado Dilucién
(Uso)
Sheep anti-rabbit GE Healthcare (NA931V) HRP 1:5000
(WB)
Sheep anti-mouse GE Healthcare (NA934V) HRP 1:3000
(WB)
Rabbit anti-guinea pig Abcam (ab-6771) HRP 1:7000
(WB)

2.5.c. Reactivos
Los agentes farmacoldgicos usados fueron:
. Cicloheximida (CHX):

H3C WCH3

Es un inhibidor de la sintesis proteica en los eucariotas.
Solubilidad: Agua. Concentracion 6-100 pg/ml.

. Carbonilcianuro m-clorofenil hidrazona
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(cccep)
Es un inhibidor quimico de la fosforilacion oxidativa.
Solubilidad: DMSO. Concentracion 5-20 pg/ml.

. EX-527
H )
N

/ NH2
Cl

Es un potente y selectivo inhibidor de SIRT1
Solubilidad en DMSO.
Concentracion de uso: 100 nM.

. Nicotinamida

Es un inhibidor alostérico de la actividad de SIRT1 a
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altas concentraciones (5mM).
Solubilidad en agua.
Concentracion 5 mM.

. Rapamicina-Sirolimus:

La rapamicina actda inhibiendo a mTORC1.
Solubilidad en DMSO.
Concentracion 20-40 nM.

. Resveratrol:
HO
9@ "
OH

Es un potente activador de SIRT1 y presenta
numerosos efectos intracelulares (antioxidante,
antiinflamatorio, antienvejecimiento, antitumoral...).

Solubilidad en DMSO. Concentracion 25 puM-100 uM
(50 uM).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. El estado de acetilacion en lisinas de TSC2 modula la
via de mTORCL1 y la autofagia

El grupo de Ghosh demostré la interaccion de las
proteinas SIRT1y TSC2 en células HelL a, y la modulacién
de la ruta de mTORCL1 (9). Sin embargo, no demuestran
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ninguna evidencia de que la proteina TSC2 se acetile, pero
sugieren que probablemente ésta pueda sufrir acetilaciones
en lisinas, en condiciones de crecimiento y altos niveles de
energia, y que esto regule su actividad.

Para elucidar el papel de las sirtuinas en la regulacion
de mTORC1 via TSC2, usamos la linea celular de rifidn
embrionario humano (HEK 293T) y estimulamos con dos
moduladores de la actividad desacetilasa de SIRT1, la
NAM (inhibidor alostérico) y el RESV (activador) durante
2y 4 horas. A continuacidn, recogimos el experimento y
realizamos un WB para ver la activacion de la ruta de
MTORC1, y una IP de las lisinas acetiladas y WB frente a
TSC2.

En primer lugar, observamos que la estimulacion con
NAM (5 mM) aumentd la acetilacion en lisinas de TSC2 a
todas las horas, e increment6 la fosforilacion de la treonina
389 de la p70 (diana de mTORC1), lo cual indica una
activacion de la ruta de mTORC1. Por otro lado, el
tratamiento con RESV (50 pM) mantuvo el estado de
acetilacion de TSC2, y disminuy6 la actividad de
mTORC1 (Figura 6). Algunos autores defienden que el
resveratrol inhibe la ruta mTORCL1 debido a que promueve
la asociacion entre mTOR y DEPTOR (componente
inhibitorio de mTOR) e inhibe como consecuencia a
mTORC1 (32). Asimismo, RESV activa a la AMPK
inhibiendo la via de mMTORC1 por una via independiente
de TSC2, mediante fosforilaciones en la proteina Raptor
(Ser 722 y 792), disminuyendo la activacion de mTORC1
(33). La asociacion fisica de TSC2 y SIRT1 se demostrd
mediante inmunoprecipitacién de TSC2 y WB frente a
SIRT1. Ademas, encontramos que dicha interaccion se vio
incrementada en respuesta a RESV (Figura 6).

En el trabajo de Kuo identificaron que la acetil
transferasa N-terminal ARD1 interacciona con TSC2,
promoviendo su estabilizacién, conduciendo a una
disminucion en la sefializacion de mTORC1 y esto est4
relacionado con una inhibicién del crecimiento de lineas
celulares de tumores humanos de mama (34). Esta
observacion parece que va en contra de nuestros resultados
obtenidos, sin embargo, son modificaciones diferentes de
TSC2, ya que en el paper de Kuo, ARD1 no afecta al
estado de acetilacion en lisinas de TSC2.
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Figura 6. Modulacion del estado de acetilacion en lisinas de TSC2 y la regulacion de la ruta mTORCL1 en respuesta a NAM y a
RESV. (A) Inmunoprecipitacion (IP) de las lisinas acetiladas (Ac-Lys) enddgenas procedentes de células HEK 293T estimuladas o no
con NAM y RESV durante 2 y 4 h, y WB con el anticuerpo de anti-TSC2. Asimismo, se realizaron WB frente a las proteinas P-p70
(T389), TSC2 y B-actina. (B) Cuantificacion del ratio de lisinas acetiladas de TSC2 en respuesta a NAM o RESV, representados como la
media + la desviacion estdndar (SD). *** P<0.001; n.s. sin diferencia significativa. (C) IP del TSC2 enddgeno de células HEK 293T en
respuesta a NAM y RESV (2h), y WB frente a SIRT1 y TSC2 para ver su asociacion fisica.

Se ha descrito que SIRT1 es una proteina que se
encuentra fundamentalmente en el nlcleo, aunque presenta
un transporte nucleo-citoplasma, gracias al cual puede
localizarse también en el citoplasma en respuesta a
diferentes estimulos. En su estructura se localizan
secuencias de localizacion nuclear (NLS) y de exclusion
nuclear (NES) (11). Sin embargo, TSC2 es una proteina
fundamentalmente citoplasmética. Para corroborar estos
datos obtenidos con proteinas end6genas, hicimos
experimentos de co-transfeccion de manera transitoria con
las proteinas recombinantes HA-TSC2, Flag-SIRT1-WT,
SIRT1-WT-GFP, SIRT1-NL2-GFP (de localizacién
exclusivamente citoplasmética) y SIRT1-NES-GFP (de
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localizacion exclusivamente nuclear).

El anélisis revelé que la NAM estimuld la via de
mTORC1, no potenci6 la respuesta autofagica, e
incremento la acetilacion en las lisinas de TSC2 en todos
los casos. Por otro lado, el resveratrol, inhibi6 la via de
MTORC1, y evit6 (en los casos de SIRT1-WT y SIRT1-
NES2) o disminuyd (SIRT1-NLS2) la acetilacion de
TSC2. Asimismo, RESV indujo la respuesta autofagica en
todos los casos, aunque en menor medida en el caso en el
que SIRTL1 se localizaba predominantemente en el ndcleo.
Aqui, como control de que el resveratrol habia funcionado
se realiz6 una inmunoprecipitacion de las lisinas acetiladas
y WB frente a PGC1la (diana de SIRT1) (Figura 7).
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Figura 7. Efectos de la NAM y el RESV sobre el estado de acetilacion en lisinas de TSC2, la ruta mTORCY1, y la autofagia. Un dia
después de la transfeccion con las proteinas recombinantes HA-TSC2 y Flag-SIRT1 (A), o SIRT1-NLS2-GFP (B), o SIRT1-NES2-GFP
(C), las células se cambiaron de medio y fueron sometidas a tratamientos con NAM y RESV durante 2 h. * Banda inespecifica.

Para confirmar el papel de SIRT1 en el control del
estado de acetilacion de TSC2, usamos células MEF Sirtl
+/+y Sirtl -/-. En los MEF Sirtl +/+ la NAM estimul6 la
via de mTORC1 y aumentd la acetilacion de TSC2,
mientras que el RESV disminuy6 la actividad de mTORC1
y mantuvo el estado de acetilacion de TSC2. Por otro lado,
se observé que el estado de acetilacién de TSC2 y la

actividad de mTORC1 estaba significativamente
aumentada en las células MEF Sirtl -/-. Por el contrario,
los efectos de NAM y RESV sobre la acetilacion de TSC2
y la via de mTORC1 se vieron abolidos en los MEF Sirt1 -
/-, asi como tras la estimulacion con el inhibidor quimico
de la actividad desacetilasa de SIRT1, el Ex-527 en las
células MING (Figura 8).

Figura 8. La modulacion del estado de acetilacién de TSC2 y la actividad de la ruta mTORCL1 en respuesta a NAM y a RESV es
dependiente de SIRT1. (A) Las células MEF Sirtl +/+ y Sirtl -/- fueron estimuladas con NAM y RESV durante 2 h. (B) Las células
MING sin y con un pretratamiento de 30 minutos del Ex-527 (100 nM), y a continuacién estimuladas con NAM y RESV durante 2 h.
Histogramas que representan el ratio P-p70 (T389)/p70total expresados como la media de tres experimentos diferentes + SD. *P<0.05; **

P<0.01, *** P<0.001; n.s. sin diferencia significativa.
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Lo que nos propusimos a continuacion fue determinar
la zona de interaccion entre SIRT1 y TSC2. Para ello, co-
transfectamos las células HEK 293T con las proteinas
recombinantes Flag-SIRT1, vy diversos constructos
recombinantes de TSC2 que contenian diferentes regiones
de la proteina fusionados con la etiqueta V5. Al dia
siguiente se cambi6 el medio por medio completo, y un dia
después las células se estimularon con NAM y RESV
durante 2h. Se realizaron IP de las lisinas acetiladas
seguido por un andlisis por WB. Por un lado, la NAM

incremento, y el RESV disminuyd la acetilacion de TSC2
en el constructo completo de TSC2 (TSC2V5), asi como
en aquellos constructos parciales que contenian la region
N-terminal (A1153V5, F904V5 y A614V5). Sin embargo,
no observamos cambios en el estado de acetilacion de
TSC2 en respuesta a NAM y a RESV en el constructo
parcial que contenia el dominio GAP y perdia su regién N-
terminal (Figura 9).

A

Figura 9. SIRT1 desacetila a TSC2 por su region N-terminal. (A) Esquema representativo de los diferentes mutantes de TSC2 unidos
a V5, con su respectivo tamafio molecular y su nombre. (B) WB de V5 de todos los mutantes a su correspondiente altura. (C) Las células
HEK 293T fueron co-transfectadas y al dia siguiente, las células fueron tratadas con NAM o RESV durante 2h. * Banda inespecifica.

3.2. El estado de acetilacion en lisinas de TSC2 esta
relacionado con su estado de ubiquitinacion

Nuestro siguiente objetivo fue estudiar si la acetilacion
en lisinas de TSC2 jugaba un papel en la estabilidad de
esta proteina y en el control de la ruta de mTORC1.
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Observamos que los niveles de la proteina TSC2 estaban
disminuidos en las células MEF Sirtl -/- (hiperacetilacion
de TSC2), en comparacién con sus controles (MEF Sirtl
+/+). Ademas, encontramos un aumento en el grado de
union de ubiquitina con la proteina TSC2 mediante una
inmunoprecipitacion de la proteina ubiquitina (FK2, que
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reconoce las proteinas mono- y poli-ubiquitinadas, pero no
la ubiquitina libre), y western blot con el anticuerpo que
reconoce TSC2 (Figura 10).
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Figura 10. Menor estabilidad de la proteina TSC2 en las células MEF Sirtl -/-. (A) Cuantificacion de los niveles de la proteina TSC2
procedente de blots correspondientes a las células MEF Sirtl +/+ y Sirtl -/-, representados como la media de tres experimentos diferentes
+ la desviacion estandar (SD). *P<0.05. (B) Inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-FK2, y WB frente a TSC2 de las células MEF

Sirtl +/+y Sirtl -/-.

Ademas, sometimos a las células HEK 293T a una
estimulacion con NAM o RESV. A continuacion,
analizamos el estado de ubiquitinacién de TSC2 mediante
un anélisis por IP de TSC2 y WB con el anticuerpo anti-
FK2. En respuesta a NAM, se incremento la acetilacién y
la ubiquitinacién de TSC2, favoreciendo su degradacion
por el sistema ubiquitina- proteasoma. Por el contrario, el
tratamiento con RESV redujo la acetilacién y la
ubiquitinacién de TSC2, incrementando la estabilidad de la
proteina (Figura 11).

En este contexto, cuando corregimos con la proteina
frente a la cual inmunoprecipitamos (TSC2) detectamos
una cantidad menor de TSC2 en las células tratadas con
NAM, asi como unos mayores niveles de TSC2 en los
tratamientos con RESV. Estos datos parecen indicar que
estos tratamientos afectan a la vida media de TSC2. Para
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corroborar esta hip6tesis, sometimos a las células HEK
293T a un pretratamiento con cicloheximida (inhibidor de
la sintesis proteica), y a continuacion, estimulamos con
NAM o RESV durante 4 horas. El andlisis revelé que los
niveles de TSC2 en respuesta a RESV (80-90% a las 4
horas) eran similares a las células control, vy
significativamente mayores en comparacién con NAM
(40% a las 2h y 20% a las 4 horas), lo cual indica una
correlacion directa entre la acetilacion de TSC2 y la
disminucién de la estabilidad o la degradacion de la
proteina (Figura 11). Es importante tener en cuenta que la
via de mTORC1 debe estar activada en condiciones de
crecimiento, y el RESV (mimético de restriccion calérica)
bloquea la acetilacion de TSC2, favoreciendo su
estabilizacion e inhibiendo la via de mTORC1.
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Figura 11. La acetilacién de TSC2 esta correlacionada con una mayor ubiquitinacion y degradacion de la proteina. (A) Las células
HEK 293T fueron sometidas a un tratamiento con NAM o RESV (2h), seguido de una IP de TSC2 y anélisis por WB de FK2 y Ac-Lys.
Todos los blots son representativos de al menos tres experimentos diferentes, y los correspondientes ratios (FK2/TSC2 y Ac-Lys-TSC2)
estan representados en los histogramas de barras expresados con la media + S.D. *P<0.05; *** P<0.001. (B) Las células HEK 293T
fueron estimuladas con cicloheximida (CHX, 100 ug/ml) durante 30 minutos, y después, tratadas con NAM o RESV (4h). ** P<0.01. n.s.

sin diferencia significativa.

3.3. Papel de TSC2 sobre la activacion de la mitofagia en
respuesta a un dafio oxidativo

A continuacion, nos propusimos profundizar en el
papel de la ruta TSC2/mTORCL1 especificamente en la
activacion del proceso de mitofagia. Como ya sabemos, las
mitocondrias desacopladas son rapidamente marcadas por
proteinas de la maquinaria autofagica y degradadas en los
autolisosomas. Otro trabajo, esta vez de nuestro grupo
(22), evidenci6 que este modelo (BTSC2-/-) presentaba una
menor degradacién mediada por autofagia de las
mitocondrias (mitofagia) en la célula . Todos estos datos
in vivo sugerian que el modelo animal PTSC2-/-
presentaba un flujo autofagico y mitofagico alterado. Por
lo que nos propusimos profundizar en la causa de por qué
estaban fallando estos procesos, mediante su anélisis in
vitro. Para lograr este objetivo, usamos el agente inductor
de mitofagia (CCCP) en los MEF TSC2+/+y TSC2-/-.

En las células MEF TSC2+/+ en respuesta a CCCP,
observamos una respuesta esperada de disminucién en la
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actividad de la ruta mTORC1 y un aumento en la
activacion de la macroautofagia. Asimismo, estas células
eran capaces de acumular PINK1 en respuesta a CCCP.
Sin embargo, las células MEF TSC2-/- ademés de
presentar un mantenimiento en la actividad de mTORC1 y
un impedimento en la activacion de la macroautofagia tras
un tratamiento con CCCP, también presentaban una
incapacidad en la acumulacion de la proteina PINK1 tras
estimulaciones a diferentes tiempos con CCCP.
Curiosamente, el tratamiento con rapamicina en estas
células TSC2-/- no fue capaz de revertir la acumulacién de
PINK1 en la membrana mitocondrial, pero si
encontrdbamos activacién de la macroautofagia (aumento
de la lipidacién de LC3B). Estos resultados sugieren que
TSC2 presenta un papel regulador positivo de la expresion
génica de Pinkl1, y que las células deficientes de TSC2
muestran un defecto cuantitativo en la acumulacion de
PINK1 (Figura 12).
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Figura 12. Defecto en la acumulacion de PINK1 en la membrana externa mitocondrial tras la pérdida de potencial mitocondrial
en respuesta a CCCP, en los MEF TSC2-/-. (A) Esquema del modelo de reclutamiento de Parkin tras un dafio mitocondrial propuesto
en el trabajo de (35) (B-D) Las células MEF TSC2+/+ y TSC2-/- fueron estimuladas con CCCP (20 uM) a tiempos largos (B) y cortos
(C), asi como la rapamicina (40 nM) en los TSC2-/-. Los blots son representativos de tres experimentos diferentes.

Por altimo, para recuperar la acumulacién de PINK1 se
reintrodujo la proteina TSC2 en las células MEF TSC2-/-.
Como esperdbamos, las células MEF TSC2+/+ en
respuesta a CCCP, eran capaces de acumular PINKZ,
inhibir mMTORC1 y activar la autofagia. Por el contrario, se
confirmé que el CCCP en las células MEF TSC2-/- no
indujo una acumulacién de PINK1, ni tampoco inhibi6 la

ruta de mTORC1, ni provocé una activacion de la
autofagia. Sin embargo, todos estos efectos se revirtieron
al reintroducir la proteina TSC2. Estos resultados nos
afirmaron que TSC2 presenta un papel esencial en la
acumulacién de PINKZ1, y por lo tanto, en la induccion de
la mitofagia dependiente de PINK1 (Figura 13).

Figura 13. Reacumulacién de PINK1 en las células MEF TSC2-/- en las que se ha reintroducido la proteina TSC2. (A) Andlisis de
la expresion de la proteina PINK1 tras la reintroduccion del plasmido HA-TSC2 en las células MEF TSC2-/-, en condiciones basales y

tras un tratamiento con CCCP.
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4. CONCLUSIONES

1. La NAM aumenta y el RESV previene de la
acetilacion en lisinas de TSC2. La acetilacion de TSC2
esta relacionada con una disminucion en la estabilidad de
la proteina, favoreciendo la actividad de mTORCL1 vy la
inhibicion de la autofagia. De manera contraria, un estado
menos acetilado de TSC2 previene de la degradacion por
el sistema ubiquitin-proteasoma, inhibiendo la via
mTORC1, y activando la autofagia.

2. SIRT1 interacciona por la region N-terminal de
TSC2, modulando su estado de acetilacion.

3. Los efectos observados por NAM o RESV sobre
la modulaciéon de la via mTORC1 y autofagia son
dependientes de TSC2.

4.  La hiperacetilacion de TSC2, causada por una
delecion de SIRT1 o una inhibicion quimica de la
actividad desacetilasa, conduce a una disminucién en la
estabilidad de la proteina mediada por un aumento en la
ubiquitinacién de la misma, y a una hiperactivacion de
mTORCL1.

5. La hiperactivacién de la ruta mTORC1 causada
por la eliminacion de TSC2, resulta en un impedimento en
la respuesta autofagica y mitofagica mediada por un dafio
oxidativo.

6. Las células MEF Tsc2-/- presentan un defecto
cuantitativo en la acumulacion de PINK1 en respuesta a
CCCP.

7. La reintroduccidon de la proteina TSC2 en las
células carentes de TSC2, produce un aumento en la
expresion de la proteina PINK1, y activa la autofagia.

Conclusion final:

La hiperactivaciéon crénica de la via mTORC1 estd
implicada en el desarrollo de enfermedades relacionadas
con el envejecimiento, diabetes tipo 2 y cancer. Por ello, es
esencial profundizar en los mecanismos moleculares
subyacentes que regulan la actividad de esta via, para el
desarrollo de futuras dianas terapéuticas dirigidas a la
estimulacion de los mecanismos de defensa ante
situaciones de estrés celular. En este contexto, se ha
demostrado que la proteina TSC2 juega un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis
celular: regulacién de la via mTORC1, y activacion de la
autofagia y mitofagia.

5. ABREVIATURAS

AMPK: Quinasa activada por AMP

IP: Inmunoprecipitacion

mTORC1: Complejo 1 diana de rapamicina en mamiferos
NAM: Nicotinamida

OMS: Organizacién mundial de la salud

PINK1: Quinasa 1 inducida por PTEN

PTEN: Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
RAPA: Rapamicina

RESV: Resveratrol

TSC1: Proteina 1 del complejo de esclerosis tuberosa o
hamartina
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TSC2: Proteina 2 del complejo de esclerosis tuberosa o
tuberina

WB: Western blot
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El Premio Nobel 2016 en Fisiologia 0 Medicina

Juan-Ramon Lacadena Calero

Un afio més, la Real Academia Nacional de Farmacia
se retne en Sesion Cientifica para conmemorar los
Premios Nobel correspondientes a las especialidades de
Fisiologia 0 Medicina y de Quimica.

Premio Nobel en Fisiologia o Medicina 2016

El 3 de octubre, la Asamblea Nobel en el Instituto
Karolinska decidié otorgar el Premio Nobel en Fisiologia o
Medicina 2016 al Dr. Yoshinori Ohsumi “por sus
descubrimientos de los mecanismos para la autofagia”.

Como seflalan Larsson y Masucci, miembros de la
Asamblea Nobel en el Instituto Karolinska, en su resumen
cientifico oficial de la investigacion galardonada, nos
podemos remontar a mas de 60 afios cuando se iniciaron
una serie de descubrimientos sobre la fisiologia vy
estructura celulares que finalizaron con los fenémenos de
autofagia celular que hoy nos ocupan. En efecto, en 1955 y
1956, Christian de Duve descubri6 que enzimas
proteoliticas celulares eran secuestradas en unas
estructuras de membrana, hasta entonces desconocidas,
que él denomind lisosomas. Investigaciones posteriores
demostraron que habia otras estructuras de membrana que
secuestraban porciones de citoplasma. Dado que tales
estructuras tenian la capacidad de digerir partes del
contenido intracelular, Christian de Duve eligi6 el término
de autofagia para denominar tales procesos. Es obvio
mencionar aqui que Christian de Duve recibid, junto con
Albert Claude y George E. Palade, el Premio Nobel en
Fisiologia o Medicina 1974 “por sus descubrimientos
relativos a la organizacion estructural y funcional de la
célula”.

A modo de inciso, se puede mencionar en este contexto
que otros fendmenos relativos a la organizacion funcional
y estructural de las células han sido merecedoras del
galardon Nobel en ocasiones anteriores, como es el caso
del aparato de Golgi (Golgi y Ramén y Cajal recibieron el
Premio Nobel en Fisiologia o Medicina 1906 *“en
reconocimiento de su trabajo sobre la estructura del
sistema nervioso”), de las ciclinas y el control del ciclo
celular (Hartwell, Hunt y Nurse recibieron el Premio
Nobel en Fisiologia o Medicina 2001 “por sus
descubrimientos de los reguladores clave del ciclo
celular”), de la apoptosis ( Brenner, Horvitz y Sulston
recibieron el Premio Nobel en Fisiologia 0 Medicina 2002
“por sus descubrimientos sobre la regulacion genética del
desarrollo de los érganos y la muerte celular programada™) o
el tréfico de vesiculas en las células (Rothman, Schekman y
Stdorf fueron galardonados con el Premio Nobel en
Fisiologia 0 Medicina 2013 “por sus descubrimientos de la
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maquinaria que regula el trafico de vesiculas, un sistema de
transporte principal en nuestras células”).

Particularmente este afio parecia que los amantes de la
Genética ibamos a tener la satisfaccion de disfrutar de otro
premio Nobel en temas estrictamente genéticos, como bien
podria haber sido la “ediciéon genémica”. Pero no ha sido
asi. No obstante, como una pequefia compensacion, a mi,
en particular, me ha consolado ver como la Genética ha
estado presente en la investigacién premiada este afio
porque la metodologia de trabajo ha incluido la utilizacién
de mutantes genéticos de la levadura Saccharomyces
cerevisiae. En efecto, estudiando miles de levaduras
mutantes, el Dr. Ohsumi identific6 15 genes que son
esenciales para la autofagia, permitiéndole estudiar la
funcion de las proteinas codificadas por tales genes. El
pudo analizar cémo las sefiales de estrés inician el proceso
de la autofagia celular y el mecanismo por el que las
proteinas y los complejos proteicos promueven los
diferentes estadios de la formacién de los autofagosomas a
partir de una estructura de doble membrana denominada
fagoforo Algo asi como las bolsas de la basura con la que
las células recogen los desperdicios para llevarlos a los
lisosomas donde seran degradados y posteriormente
reciclados.

Como sefialaba la propia institucion Nobel en la nota
de prensa que anunciaba el premio, “gracias a Oshumi y
otros que han seguido sus huellas, ahora sabemos que la
autofagia controla importantes funciones fisioldgicas en
las que algunos componentes celulares tienen que ser
degradados y reciclados. La autofagia puede proporcionar
rapidamente el combustible para la energia y los bloques
de construccién para renovar componentes celulares y es,
por tanto, esencial para la respuesta celular al ayuno y
otros tipos de estrés. Después de la infeccion, la autofagia
puede eliminar a las bacterias y virus que invaden la
célula. Ademas, la autofagia contribuye al desarrollo
embrionario y a la diferenciacion celular. Las células
también usan la autofagia para eliminar proteinas y
organulos dafiados como mecanismo de control de calidad
critico para contrarrestar el efecto del envejecimiento.
Fallos en la autofagia han sido relacionados con
enfermedades neurodegenerativas de la vejez como el
Parkinson, la diabetes tipo 2 o el cancer.”

Para hablarnos de todo ello contamos con la presencia
de la Dra. Patricia Boya que dirige el grupo que estudia las
“funciones de la autofagia en la fisiopatologia de los
organismos” en el Centro de Investigaciones Biologicas
del CSIC en Madrid. Tiene la palabra la Dra. Boya.
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Autofagia: el sistema de reciclaje y defensa celular que tienen todas

nuestras células

Patricia Boya

! Centro de Investigaciones Bioldgicas

ABSTRACT: The Nobel Prize in Physiology and
Medicine of this year 2016 has been awarded to
Yoshinori Ohsumi for the discovery of the molecular
basis of autophagy, a mechanism present in all
eukaryotic cells that allows the degradation and
recycling of intracellular components. By studying the
baking yeast Saccharomyces cerevisiae, he discovered
the genes that regulate this process. Today we know the
vital importance of autophagy in the physiology of all
eukaryotes. Thanks to the discovery of the Atg genes, it
has been has been able to genetically manipulate the
process of autophagy and observe the consequences for
the proper functioning of the cells in different tissues. In
addition, alterations in the autophagy process have been
observed in many pathological conditions such as
diabetes, neurodegeneration, cancer and infectious
diseases. Better understanding of this process is
essential to try to find new therapies to treat human
diseases.

Corresponding Author: pboya@cib.csic.es

RESUMEN: El premio Nobel de Fisiologia y Medicina
de este afio 2016 ha recaido en Yoshinori Ohsumi del
Instituto Tecnoldgico de Tokio, Japén, por descubrir las
bases moleculares del proceso de autofagia, un
mecanismo que poseen todas las células eucariotas y
que permite la degradacion y reciclaje de los
componentes celulares. Las investigaciones de este
cientifico en la levadura Saccharomyces cerevisiae
permitieron descubrir los genes que regulan este proceso
esencial para el correcto funcionamiento celular. Hoy en
dia sabemos de la importancia vital de la autofagia en la
fisiologia de todos los eucariotas. Gracias a conocer los
reguladores moleculares se ha podido manipular el
proceso de autofagia y observar las consecuencias para
el funcionamiento de las células en los diferentes
tejidos. Ademas se han observado alteraciones del
proceso de autofagia en numerosas patologias como la
diabetes, el cancer y las enfermedades infecciosas.
Entender mejor este proceso es esencial para intentar
buscar nuevas terapias para tratar las enfermedades
humanas.

An Real Acad Farm Vol. 82, N° 4 (2016), pp. 445-452

INTRODUCCION

Las células eucariotas, es decir, con nucleo
diferenciado donde reside el material genético o ADN,
tienen la capacidad de controlar su propio crecimiento.
Asi, cuando disponen de nutrientes suficientes y las
condiciones ambientales (tejido que las rodea dentro de un
organismo pluricelular, agua o suelo en el que residen o
medio de cultivo en el laboratorio) son id6neas para su
crecimiento, las células activan los procesos de division
celular y crecen, tanto en tamafio como en ndmero, para
dar lugar a nuevas células hijas. Por el contrario, cuando
las células son expuestas a estrés de tipo nutricional (falta
de nutrientes), mecénico (presion ejercida sobre la célula),
térmico (altas o bajas temperaturas), u oxidativo
(desequilibrio en los niveles de agentes oxidantes
celulares, derivado de una mala detoxificacion celular o de
la imposibilidad de reparar los dafios producidos por
dichos agentes), rapidamente frenan su crecimiento y
division con la intencién de evitar el dafio celular, lo cual
podria ser muy perjudicial para la supervivencia de la
propia célula y/o del organismo del que forman parte. Esta
homeostasis o equilibrio celular estd cuidadosamente
controlada por un complicado sistema de sefializacion
dentro de la célula. EI complejo proteico més importante
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dentro de dicho sistema es el complejo mTORC1, el cual
percibe los niveles de estrés y decide, mediante la
regulacion del funcionamiento de otras vias en la célula, si
ésta debe frenar su proliferacion o puede continuar
dividiéndose (Figura 1). Una de esas vias celulares
controladas por mTORCL1 es la via de autofagia.

Autofagia significa "comerse a si mismo", y es el
proceso por el que las células degradan sus propios
componentes cuando no hay suficientes nutrientes para el
correcto  funcionamiento celular o cuando dichos
componentes se dafian a causa de un determinado estrés
(2). Por ejemplo, los agentes oxidantes que se forman en la
célula y que no son correctamente eliminados pueden
producir mutaciones en el ADN que, si no se reparan
debidamente, pueden dar lugar a la generacién de un
cancer. Por lo tanto la autofagia, ademas de tener un papel
metabdlico en respuesta a la escasez de nutrientes, es un
importante mecanismo de control de la calidad
intracelular. Por este motivo, la via de autofagia es
esencial en nuestras células y, como consecuencia, en
nuestro organismo (1).
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Figura 1. La autofagia se activa en condiciones de
estrés celular.

UNA APROXIMACION BASICA A LA VIA DE
AUTOFAGIA
La autofagia esta controlada por los genes Atg (de la

palabra autofagia) de los que a dia de hoy se conocen mas
de treinta. Cada una de las proteina codificadas por estos

Patricia Boya

genes participa en diferentes pasos dentro de la via de
autofagia. Durante la fase de induccién se forma una
membrana lipidica doble que se extiende hasta cerrarse
generando un compartimento llamado "autofagosoma"
(Figura 2). El autofagosoma captura en su interior los
componentes  dafiados, material  citoplasmatico u
orgénulos, que van a ser degradados. Posteriormente, otro
compartimento celular denominado "lisosoma" se fusiona
al autofagosoma y libera en él enzimas digestivas que
seran las responsables de la degradacién de todo el
material internalizado en el autofagosoma. Dicho material,
ya en forma de aminodcidos libres, acidos grasos o
carbohidratos, es finalmente reciclado desde el
autolisosoma de vuelta al citoplasma celular, donde puede
ser reutilizado para otras funciones. Mediante este
mecanismo de reciclaje celular, la célula mantiene su
homeostasis metabdlica y recicla componentes celulares.

Figura 2. Fases de la autofagia. El autofagosoma atrapa los componentes citopldsmicos que son finalmente degradados en

el autolisosoma y reciclados de nuevo al citoplasma celular.

HISTORIA DEL DESCUBRIMIENTO DE LA
AUTOFAGIA

El Dr. Yoshinori Ohsumi ha sido galardonado este afio
con el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina. Ohsumi fue
el primero en descubrir los genes Atg, aquellos necesarios
para el desarrollo de la autofagia. No obstante, la historia
de la autofagia se remonta al afio 1955, cuando el
cientifico Christian de Duve, también Premio Nobel en
1974, descubrié los lisosomas estudiando el tejido de
higado de rata gracias a la tecnologia de microscopia
electronica (2). Los lisosomas son vesiculas, en este caso
formadas por una membrana lipidica simple, que contienen
enzimas hidroliticas que actlan a pH &cido y son capaces
de degradar practicamente cualquier molécula en la célula
(Figura 3, panel izquierdo). Hoy en dia, el avance
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tecnolégico nos ha permitido obtener imagenes mucho
més exactas del aspecto del lisosoma, asi como de otros
orgéanulos, dentro de la célula (Figura 3, paneles medio y
derecho). Siete afios mas tarde, De Duve acufi6 el término
"autofagia" al proceso por el que los lisosomas degradan
material celular (3). Sin embargo, fueron los cientificos
Arstila y Trump quienes demostraron, mediante métodos
bioguimicos, que es en realidad un compartimento de
membrana doble sin enzimas hidroliticas, el autofagosoma,
el que se forma en primera estancia para capturar el
material ~ citoplasmético  (4).  Posteriormente, el
compartimento, ahora llamado autolisosoma, pasa a tener
una sola membrana y degrada, mediante enzimas
lisosomales, el material comprendido en su interior
(Figura 2y 3).
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Figura 3. Morfologia de los lisosomas. A la izquierda, micrografia electrénica de un lisosoma obtenida por Novikoff y
colaboradores, 1956 (5) . Se observa una membrana de material denso rodeando una cavidad interna. El panel del medio
muestra un lisosoma, visualizado por Murk y colaboradores tras el empleo de la fijacién por crioinmovilizacién y anélisis
por microscopia electrénica (6). Se aprecia facilmente el lisosoma de membrana simple con material citoplasmético en su
interior, en este caso también membranoso. A la derecha, imagen del mismo trabajo de Murk (6), donde se muestran

diferentes organulos celulares, entre ellos los

lisosomas (L), con

diverso contenido citoplasmaético.

CONTRIBUCIONES DE Y. OHSUMI AL ESTUDIO
DE LA AUTOFAGIA

El Dr. Y. Ohsumi comenzd sus investigaciones sobre la
autofagia en la Universidad de Tokio. Su grupo descubri6
que el proceso de autofagia no sélo existe en mamiferos
sino también en eucariotas unicelulares como las
levaduras. El laboratorio del Prof. Ohsumi habia generado
mutantes de algunas de estas enzimas degradativas de
Saccharomyces cerevisiae. Ya por entonces se sabia que
los niveles y la actividad de estas enzimas aumentaban en

situaciones de ayuno, por lo que Ohsumi hipotetiz6 que las
células deficientes para estas enzimas tendrian que
acumular los componentes celulares secuestrados en los
autofagosomas. De este modo, Ohsumi observé cémo tras
privar a las levaduras de alimento, en su caso nitrégeno, se
acumulaban cuerpos esféricos en el citoplasma para
posteriormente acabar en la vacuola, organulo hermano del
lisosoma de mamiferos (7) (Figura 4). Ohsumi Illamé a
dichas esferas "cuerpos autofagicos".

Figura 4. Descubrimiento de la autofagia en levaduras. En el panel de la izquierda se observan cuerpos esféricos
acumuléndose en la vacuola de levaduras privadas de nitrdgeno que carecen de proteasas, o lo que es lo mismo, enzimas
que degradan proteinas. A la derecha se muestra una levadura con su vacuola llena de cuerpos autofégicos, los cuales a su
vez aparecen repletos de material citoplasmético denso. Iméagenes obtenidas del articulo de Takeshige y colaboradores (7).

Una vez que fue capaz de “ver” los autofagosomas,
Ohsumi descrubrid los genes atg al buscar mutantes que
no formasen vacuolas autofagicas en situacion de ayuno
(8). Estos experimentos permitieron encontrar los primeros
15 genes que regulaban el proceso de autofagia, a los que
denominaron genes apg (de autophagy). Todos estos
mutantes compartian las mismas alteraciones: no formaban
autofagosomas y tenian deficiencias en la degradacion de
proteinas en situaciones de ayuno. Adem&s no eran
capaces de formar esporas, y si se prolongaba el ayuno,
morian (8). Estos datos permitieron concluir que la
autofagia era una respuesta importante para degradar
componentes celulares y mantener la viabilidad en
situaciones de privacion de nutrientes. En la actualidad
estos genes han cambiado de nombre y se llaman genes atg
seguido de un numero. Los quince primeros atg son los
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mismos 15 genes apg que descubrid Yoshinori Ohsumi.

Mas tarde, el grupo de Ohsumi confirmo los ensayos
bioquimicas previos de Arstila y Trump y publicé la
primera evidencia visual de que los autofagosomas, a
diferencia de los lisosomas, se componian de una doble
membrana (9) (Figura 5). De este modo, los cuerpos
autofagicos que se encontraban dentro de la vacuola de las
levaduras no eran mas que el resultado de la fusion entre la
membrana externa del autofagosoma y la membrana
simple de la vacuola. Como consecuencia, los cuerpos
autofagicos previamente descritos son autofagosomas
carentes de membrana externa, Unicamente formados por
una membrana interna simple. Este proceso de fusién de
membranas es exactamente igual al que ocurre en células
de mamifero entre el autofagosoma y el lisosoma (Figura
2).
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Cinco afios més tarde, el laboratorio del mismo Ohsumi
identifico las primeras proteinas involucradas en autofagia
en células humanas, demostrando que la via de autofagia
se ha conservado durante toda la evolucion, con apenas
pequefias modificaciones desde los eucariotas inferiores
(por ejemplo, levaduras) hasta los eucariotas superiores
como los animales (10).

Figura 5. Primera demostracion morfolégica de que el
autofagosoma es un compartimento de doble
membrana lipidica. Se observa la fusion entre la
membrana externa de un autofagosoma (AP) y la vacuola

Patricia Boya

(V) en el interior de una levadura. La flecha grande sefiala
la membrana externa del autofagosoma; la doble flecha, su
membrana interna. Se observa también un cuerpo
autofagico (AB) dentro de la vacuola (9).

LA AUTOFAGIA ES ESENCIAL PARA NUESTRAS
CELULAS

Todas nuestras celular tienen unos niveles basales de
autofagia que se encargan de mantener el citoplasma
celular libre de organulos que han sufrido dafio y proteinas
mal plegadas. Esto es particularmente importante en las
células posmitéticas (que no se dividen) como las
neuronas, donde la “basura celular” no puede ser diluida
entre las células hijas en el proceso de division celular.
Animales que no tienen autofagia en los precursores
neuronales acumulan en el sistema nervioso proteinas
dafadas y agregados celulares, lo que tiene importantes
consecuencias para el funcionamiento de las mismas (11).
Por lo tanto, esta autofagia “basal” es esencial como
control de calidad intracelular. Por otro lado, la autofagia
se induce a niveles superiores de los basales como
consecuencia del estrés celular, lo que permite la
supervivencia celular. En la Figura 6 se resumen las
principales funciones de la autofagia.

Figura 6: Principales funciones de la autofagia en nuestras células.

La via de autofagia controla funciones fisioldgicas
importantes en nuestro cuerpo. Todo proceso llevado a
cabo por nuestro organismo que requiera que ciertos
componentes celulares se degraden y reciclen estan
controlados en ultima instancia por la autofagia. Por
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ejemplo, la autofagia contribuye a la diferenciacion celular
durante el desarrollo embrionario, degrada proteinas y
orgdnulos dafiados durante el envejecimiento celular,
elimina bacterias y virus patégenos que invaden nuestras
células durante un proceso infectivo, etc. Defectos en
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autofagia se han asociado también a unos niveles
aumentados de radicales libres de oxigeno contribuyendo
al dafio al ADN. Por otro lado, es una importante respuesta
a alteraciones metabdlicas como el ayuno, degradando por
ejemplo gotas lipidicas y gluc6geno, participando de
manera activa en la supervivencia celular de manera que la
inhibicion de la autofagia en situaciones de estrés como el
ayuno incrementa la muerte celular (12).

Viendo el papel central que juega la autofagia en la
homeostasis celular, no es de extrafiar que alteraciones en
este proceso tengan importantes consecuencias. Sabemos
que enfermedades como el cancer, la diabetes de tipo 2, las
enfermedades neurodegenerativas y otros desordenes
relacionados con la vejez, estdn vinculadas al mal
funcionamiento de la autofagia. A continuacién describo
brevemente el papel de la autofagia en diferentes procesos
celulares y enfermedades humanas.

DESARROLLO Y DIFERENCIACION
Como descubrié Oshumi, las levaduras que no poseen

autofagia no pueden generar esporas, y mutaciones en
otros organismos como la mosca o el gusano generan
también alteraciones importantes en el desarrollo y la
diferenciacion celular. Muchos de los animales carentes de
reguladores de autofagia mueren durante el desarrollo
embrionario, por lo que se piensa que este proceso puede
jugar un papel esencial en la etapa prenatal.

La autofagia es esencial para la diferenciacion de
muchos tipos celulares como los eritrocitos (células
sanguineas) y adipocitos (células del tejido graso). En
relacion al sistema nervioso, se ha observado que los
niveles de autofagia de neuronas aumentan durante su
diferenciacion en cultivo (Figura 7). Utilizando el
marcador de autofagia LC3 (proteina que se une a las
membranas externa e interna de los autofagosomas, aqui
mostrada en verde) podemos observar que las neuronas
(aqui marcadas en rojo) son las células con niveles
mayores de autofagia.

Figura 7: La autofagia aumenta con el proceso de diferenciacién celular para generar una neurona. La neuronas
maduras expresan el marcador neuronal p-111-tubulina que hemos marcado en rojo en la fotografia de la izquierda. Los
nacleos de las células se han tefiido de color azul y los autofagosomas con color verde. En la fotografia de la derecha
podemos observar que solo las células rojas, las neuronas, se tifien también de color verde por lo que presentan elevados

niveles de autofagia.

Un déficit total de autofagia es incompatible con la
vida, por lo que no ha resultado fécil entender el papel de
la autofagia en los tejidos adultos. No obstante, la
deficiencia del gen Atg4B provoca un déficit parcial de
autofagia, por lo que los animales llegan a nacer y pueden
ser estudiados. Dichos animales no muestran grandes
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defectos aparentes, salvo algunos problemas de vértigo por
alteraciones en la generacion de los otolitos, particulas
minerales situadas en el oido (13). Sin embargo, estos
animales son mas sensibles a situaciones de estrés en
tejidos tan diferentes como el intestino, el pulmon y el
sistema nervioso. En los dltimos afios, la generacion de
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animales Gnicamente deficientes en la autofagia de algunos
de sus tejidos estd permitiendo entender el proceso de
autofagia en cada uno de los diferentes tipos celulares. La
literatura es extensa, y las conclusiones que se pueden
extraer de estos modelos son que la autofagia es
importante para la correcta funcién de todos los tejidos
estudiados. Las funciones que realiza la autofagia son de
control de la calidad celular y mantenimiento del estado
metabdlico, asi como de respuesta protectora frente a las
agresiones (14).

AUTOFAGIAY MUERTE CELULAR

Durante muchos afios se pensé que la autofagia era un
mecanismo de muerte celular, ya que se observaban
autofagosomas en las células que se estaban muriendo.
Ello llevd incluso a definir la autofagia como un
mecanismo de muerte celular, llamada muerte celular de
tipo 11 en contraposicidn a la muerte celular de tipo I, mas
conocida como apoptosis. Sin embargo, en estudios
posteriores se ha demostrado que la autofagia es un
mecanismo de supervivencia celular y que las células
presentaban autofagosomas al activar el proceso como
mecanismo citoprotector (12). Hoy en dia sabemos que la
autofagia se activa bajo numerosas situaciones de estrés
para mantener la homeostasis celular. Sin embargo, existen
algunas situaciones en las cuales una activacion exagerada
del proceso, por ejemplo en células cultivadas en el
laboratorio o en algunas enfermedades neurodegenerativas,
si puede llegar a inducir muerte celular (15).

ENVEJECIMIENTO CELULAR

Es conocido que el envejecimiento produce
alteraciones en las funciones normales de las células, y eso
atafie también a la autofagia. Por un lado existen
evidencias de que los niveles de algunas proteinas ATG
disminuyen con la edad, y por otro lado también sabemos
que la actividad de los lisosomas est4 disminuida en los
tejidos envejecidos (16). Como hemos mencionado
anteriormente, la autofagia cobra una importancia vital en
las células posmitéticas, aquellas que no se dividen, como
las neuronas o las células musculares. En estas células los
productos toxicos derivados del metabolismo normal de la
célula se acumulan en su interior con el paso del tiempo,
ya que no pueden ser divididos entre las células hijas
durante el proceso de division celular. Por lo tanto, no es
de extrafiar que las alteraciones en la autofagia debidas al
envejecimiento se manifiesten de manera predominante en
el sistema nervioso (11). Nuestros estudios en la retina de
animales envejecidos demuestran que, con el paso del
tiempo, la retina acumula productos tdxicos y proteinas
dafiadas debido a una menor actividad de la autofagia. La
expresion de los genes Atg7 y Becnl, importantes para la
formacidn del autofagosoma, esta disminuida en las retinas
de ratones de 2 afios de edad (el equivalente a unos 70
afios de una persona). Por otro lado, hemos observado que
la funcion de los lisosomas también se encuentra
disminuida en estos animales viejos, y que acumulan en su
interior lipidos y proteinas que no pueden ser degradados
(Figura 8). Esos acumulos van aumentando con el
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envejecimiento, lo que provoca que los lisosomas dejen de
funcionar correctamente, generandose un circulo vicioso
que aumenta con la edad (17).

Figura 8: Imagen por microscopia electrénica de un
lisosoma (L) en la retina de un animal envejecido de casi
dos afios de edad, donde se observan los acumulos de
lipofucsina (If), llamada también el pigmento del
envejecimiento.

PAPEL DE LA AUTOFAGIA EN LAS
ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Las enfermedades neurodegenerativas representan un
grave problema econdmico y social, no sélo para los
individuos afectados y sus familias, sino para el conjunto
de la sociedad. Por lo tanto, la bisqueda de nuevas terapias
para estas dolencias es en la actualidad una prioridad.
Como hemos mencionado anteriormente, un déficit en
autofagia tiene importantes consecuencias para las
neuronas, produciéndose el acimulo de proteinas dafadas
y componentes celulares alterados. Estas alteraciones
llevan a la muerte neuronal y a fenotipos
neurodegenerativos graves (11). Por otro lado, estudios
realizados en modelos de proteinopatias (enfermedades
neurodegenerativas asociadas a la acumulacion aberrante
de proteinas mutadas) como la enfermedad de Huntington,
asi como en modelos murinos de la enfermedad de
Parkinson y el glaucoma, han demostrado el efecto
beneficioso de aumentar la autofagia con fa&rmacos como
la rapamicina (18-20). Por otro lado, también se ha
demostrado que en algunas situaciones asociadas a
alteraciones en los lisosomas, la induccion farmacoldgica
de la autofagia puede ser perjudicial incrementando el
dafio y la muerte celular, y se postula que en esas
situaciones las terapias deben ir enfocadas a restaurar la
funcion lisosomal (21, 22). Queda aln todavia un largo
camino por recorrer, pero sin duda es esencial entender
mejor el mecanismo molecular del proceso de autofagia
para buscar nuevas dianas terapéuticas para las
enfermedades neurodegenerativas.

CANCER

Algunos animales deficientes en autofagia tienen
mayor incidencia de tumores (23) y se ha demostrado que
cierta manipulacidn genética de ratones genera un defecto
en la via autofagica (24). Del mismo modo, se ha visto que
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en muchos tumores humanos la cantidad de determinadas
proteinas involucradas en autofagia esta enormemente
reducida, lo que conlleva a una autofagia ineficiente (25).
Esto podria ser debido a que la autofagia, mediante su
accion digestiva, limita la posible acumulaciéon de
moléculas oncogénicas, como por ejemplo organulos en
mal estado, agregados proteicos o ADN dafado, que
podrian ser tdxicos para la célula y, en Ultima instancia,
dar lugar al crecimiento celular tumoral.

Por otro lado, la autofagia también ejerce un papel
negativo en la progresion del céncer, debido a que no sélo
conserva la homeostasis de las células sanas, sino que
también lo hace en aquellas células que se han
transformado de sanas a tumorales. De hecho, las células
cancerigenas se encuentran en ambientes poco
vascularizados, lo que genera unas condiciones de hipoxia
y baja disponibilidad de nutrientes propicias para la
activacion de la autofagia como mecanismo de
supervivencia. A su vez, esta via puede contrarrestar los
efectos tdxicos de ciertos tratamientos quimio- o0
radioterapéuticos, protegiendo las células que forman los
tumores. De esta manera, la autofagia puede ayudar a la
supervivencia y progresion de tumores. Una revisién sobre
los efectos de la manipulacién genética y quimica de la
autofagia en ratones como tratamiento contra el céncer se
puede encontrar en Galluzzi y colaboradores, 2016 (25).

ENFERMEDADES INFECCIOSAS

La autofagia también act(ia contra los microorganismos
patdgenos que invaden nuestras células durante un proceso
infeccioso. Por ejemplo, diversos estudios han demostrado
gue muchas bacterias patégenas intracelulares, como
aquellas causantes de la salmonelosis o la tuberculosis,
activan la via de la autofagia en las células que invaden.
Esta activacion es la respuesta de la célula a modo de
defensa, puesto que termina con la degradacion de la
bacteria dentro del autolisosoma, convirtiéndose asi la
autofagia en un mecanismo de inmunidad celular. Del
mismo modo, y como describo arriba, la autofagia también
puede evitar el desarrollo de ciertos canceres causados por
la infeccién de agentes infecciosos tales como el virus del
papiloma humano (26). Sin embargo, muchas de estas
bacterias son capaces de evitar ser atrapadas en
autofagosomas y digeridas en autolisosomas mediante
complejos mecanismos moleculares que han desarrollado
durante la evolucion. Hoy en dia, los investigadores no
s6lo buscan nuevos medicamentos capaces de matar a las
bacterias que nos infectan sino que tratan de encontrar
drogas que induzcan la via autofagica en nuestras células,
y asi contrarrestar los mecanismos que emplean las
bacterias patégenas para defenderse de ella. Por ejemplo,
actualmente se encuentra en estudio la posible terapia
contra tuberculosis mediante la aplicacion, por via
inhalatoria directa a los pulmones de ratones infectados, de
drogas inductoras de autofagia (27).

Pero la lucha célula-patégeno es, aun si cabe, mas
complicada. Hay bacterias que no sélo se defienden de la
degradacidn por parte de la célula, sino que se aprovechan
de la via autofagica para su propio crecimiento. Este el
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caso de bacterias del género Yersinia, Staphylococcus o
Legionella, capaces de evitar la fusion del lisosoma al
autofagosoma, consiguiendo asi crecer dentro del
autofagosoma, o incluso de habituarse al contenido acido
del autolisosoma y residir en él. Todo esto hace que la
lucha antibacteriana mediante el control de la autofagia
celular sea un complejo campo de investigacion que solo
acaba de comenzar.

Diabetes y enfermedades metabdlicas

La prevalencia mundial de trastornos metabdlicos es
una amenaza inmediata para la salud humana. Las
caracteristicas genéticas, los aspectos ambientales y los
cambios en el estilo de vida son los principales factores de
riesgo que determinan la disfuncién metabdlica en nuestro
cuerpo. Recientemente, evidencias en la literatura han
demostrado que los defectos de la maquinaria autofagica
se asocian con disfuncion de multiples tejidos metabdlicos,
incluyendo células B pancreaticas, higado, tejido adiposo y
musculo, y estan implicadon en trastornos metabolicos
como la obesidad y la resistencia a la insulina. La mayoria
de los datos sugieren que la autofagia puede ser un
mecanismo protector contra la disfuncion y la muerte de
las células B pancreéticas (28). Sin embargo, el mecanismo
preciso de la regulacién autofagica y su mecanismo
protector contra la muerte celular ain no han sido
aclarados. Identificar el papel de la autofagia en la
supervivencia o0 muerte celular durante la progresion a la
diabetes es una tarea importante para los investigadores en
este campo. Ademaés, el desarrollo de técnicas que
permitan la manipulacién de la autofagia deberia tener un
impacto significativo en el desarrollo futuro de abordajes
terapéuticos de la diabetes (29).

Dentro de los retos que existen hoy en dia en el campo
de la autofagia cabe destacar que tenemos que seguir
indagando en los mecanismos moleculares que la
controlan, con la idea de poder modularla de manera
especifica en determinados tipos celulares y de ser capaces
de hacerlo de manera transitoria y controlada. No cabe
duda de que en los préximos afios seguiremos viendo un
crecimiento de los conocimientos del proceso celular de
autofagia..
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Premio Nobel en Quimica 2016

Juan-Ramon Lacadena Calero

El 5 de octubre de 2016, la Real Academia de Ciencias
de Suecia decidié otorgar el Premio Nobel en Quimica
2016 a Jean-Pierre Sauvage (Universidad de Estrasburgo,
Francia), a Sir J. Fraser Stoddart (Northwestern University,
Evanston, IL, USA) y a Bernard L. Feringa (Universidad
de Groningen, Holanda) “por el disefio y sintesis de
maquinas moleculares”.

Como sefialaba la nota de prensa de la institucion, ellos
desarrollaron las maquinas més pequefias del mundo. El
primer paso hacia la sintesis de maquinas moleculares lo
dio el Dr. Sauvage en 1983 al conseguir concatenar dos
moléculas anulares formando un catenano. Un segundo
paso lo dio en 1991 Sir J. Fraser Stoddart al sintetizar el
rotaxano consistente en una molécula en anillo enhebrada
sobre una molécula lineal sobre la que se desplazaba a
modo de eje o cardan. Los rotaxanos han permitido
construir ascensores diminutos y musculos moleculares.
Finalmente, en 1999 Bernard Feringa desarrollé un motor
molecular consistente en una paleta de rotor que se
desplaza continuamente en la misma direccién.

Para exponer lo que significan las investigaciones
premiadas, nadie mejor que el Prof. Dr. Tom&s Torres
Cebada que tiene la palabra.
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1. INTRODUCCION

Los cientificos Jean Pierre Sauvage, de la Universidad
de Estrasburgo (Francia), James Fraser Stoddart, de la
Universidad de Northwestern (EEUU) y Bernard L.
Feringa, de la Universidad de Groningen (Holanda)
(Figura 1) han sido galardonados con el Premio Nobel de
Quimica 2016 por “el disefio y la sintesis de las maquinas

moleculares”. Con ello la quimica alcanza realmente una
nueva dimensién, y no de una forma figurada, sino de una
forma real. Los ahora premiados han desarrollado sistemas
moleculares con movimientos controlables, que son
capaces de realizar una tarea cuando se les proporciona
energia, en definitiva, han fabricado ““las méaquinas mas
pequefias del mundo™.

Figura 1. Jean Pierre Sauvage, James Fraser Stoddart y Bernard L. Feringa.

La conferencia de Richard Feynman, en 1959, en la
Sociedad Americana de Fisica, que ha pasado a la historia
como el punto de partida de la nanotecnologia y su
famoso: “There's Plenty of Room at the Bottom” (Hay
mucho sitio al fondo), con el que la tituld, toman cuerpo,
en el &rea de la quimica, a través de este reconocimiento.
Feynman destaco entonces las grandes posibilidades que
ofrecian la investigacion y manipulacién del mundo micro-
y nanoscopico, y atisho la posibilidad de la manipulacion
directa de los atomos como una forma mas potente de
guimica sintética que la utilizada en el momento.

La construccion de estas maquinas moleculares se basa
en la comprension y el conocimiento de las fuerzas
intermoleculares débiles, que caracterizan la quimica
supramolecular. Interacciones tales como el enlace por
puentes de hidrgeno, transferencia de carga y fuerzas de
Van der Waals han sido usadas para organizar y dirigir el
ensamblado de sistemas moleculares. El creciente interés
en la quimica supramolecular, después de la concesion del
premio Nobel de Quimica en 1987 a Donald J. Cram, Jean-
Marie Lehn y Charles J. Pedersen "por el desarrollo y el
uso de moléculas con interacciones especificas de alta
selectividad”, ha estimulado la investigacién en este area.
La quimica supramolecular o la quimica méas alla de la
molécula, como defini6 Jean-Marie Lehn, esta basada en el
estudio de las interacciones intermoleculares no covalentes
y cubre tanto aspectos estticos, como el reconocimiento
molecular, como dindmicos, por ejemplo los fenémenos de
extraccién y transporte selectivo a través de membranas.
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2. MAQUINAS A ESCALA MOLECULAR

Dentro de este marco, los galardonados han extendido
el concepto de méaquina macroscépica a escala molecular.
Una "méquina a escala molecular" puede definirse como el
ensamblado de un ndmero dado de componentes
moleculares que han sido disefiados para realizar
movimientos mecanicos (output) como resultado de una
estimulacién externa apropiada (input). Las maquinas
moleculares también pueden definirse como un
subconjunto de dispositivos moleculares  (sistemas
moleculares funcionales) en el que algin estimulo
desencadena un movimiento mecénico controlado de un
componente con relacion a otro (o de un sustrato respecto
a la méquina) que resulta en la realizacion de una tarea
neta.

Al igual que sus equivalentes macroscopicos, una
méaquina molecular se caracteriza por el tipo de energia
suministrada para hacerla trabajar, la naturaleza de los
movimientos de sus componentes, el modo en que su
funcionamiento puede ser monitorizado y controlado, la
capacidad para hacer que repita su funcionamiento de una
forma ciclica, la escala de tiempos necesaria para realizar
un ciclo completo de movimientos, y el propdsito de este
funcionamiento. Sin duda, la mejor energia de entrada para
hacer trabajar las maquinas moleculares son los fotones y
los electrones. Verdaderamente, con reacciones quimicas
debidamente  escogidas, controladas de  manera
fotoquimica y electroquimica, es posible disefiar vy
sintetizar maquinas moleculares que produzcan un trabajo.
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2.1. ;Para qué hacer maquinas a escala molecular?

Las maquinas moleculares desempefian un papel
crucial en précticamente todos los procesos bioldgicos
relevantes. Por ejemplo, la ATP sintasa es la enzima
universal que fabrica ATP a partir de ADP y fosfato
mediante el uso de la energia derivada de un gradiente de
protones a través de la membrana. También puede
revertirse e hidrolizar ATP para bombear protones contra
un gradiente electroquimico. La ATP sintasa lleva a cabo
tanto su ciclo sintético como hidrolitico por un mecanismo
rotatorio y representa el motor rotatorio mas pequefio del
mundo.

2.2. Efectos de la escala en el movimiento

El nimero de Reynolds (R) es un nimero adimensional
utilizado, entre otras cosas, para caracterizar el
movimiento en un fluido, y se puede definir como la
relacion entre las fuerzas inerciales y las fuerzas viscosas
presentes en éste. R relaciona la densidad (p), viscosidad
(W), velocidad (v) y dimension (a) de un objeto en un flujo.

R:avﬁ

n

A nivel macroscopico (un nadador, un pez) (> 10 m),
R > 100 domina el término inercial (mv) y las fuerzas de

viscosidad tienen una importancia variable. Sin embargo a
5 .7 -4

nivel bacteriano (10 -10 m), R = 10 las fuerzas de

viscosidad empiezan a dominar y el término inercial no es

importante. Pues bien, a nivel molecular (nanomundo) (<
-7 7

10 m),R<<10 el término  inercial es
completamente negligible e impera el  Movimiento
Browniano (Ruido térmico) (2). A este nivel se requieren
nuevos mecanismos para describir el movimiento.

Una particula suficientemente pequefia como un grano
de polen, inmersa en un liquido, presenta un movimiento
aleatorio, observado primeramente por el botanico Brown
en el siglo XIX. EI movimiento browniano pone de
manifiesto las fluctuaciones estadisticas que ocurren en un
sistema en equilibrio térmico. Tienen interés préctico,
porque las fluctuaciones explican el denominado "ruido"
que impone limitaciones a la exactitud de las medidas
fisicas delicadas. EI movimiento browniano puede
explicarse a escala molecular por una serie de colisiones
en una dimensién en la cual, pequefas particulas
(denominadas térmicas) experimentan choques con una
particula mayor.

Una tipico motor dedproteina consume B)0-1000
moléculas de ATP por segundo (10™°-10""" W), pero sufre
los embates de moléculas de agua a temperatura ambiente
equivalentes a 10® W. Esto es como moverse dentro de un
huracén!!  Entonces, ¢como funcionan estas maquinas?
Las maquinas moleculares no utilizan la energia para
generar movimiento, pero si lo hacen para rectificar el
movimiento browniano, ya presente......

Debido a la enorme importancia del movimiento
browniano, en cualquier sistema molecular donde T> 0 K,

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

producir un movimiento controlado tiene més que ver con
el control que con la produccion (3).

En definitiva, algunas de los aspectos que afectan el
disefio de la maquinaria molecular serian los siguientes:

- El cambio en las fuerzas predominantes que
gobiernan el  nanomundo  imposibilita una
extrapolacién del disefio y las funciones de las
maquinas macroscadpicas.

- Se requiere una fuente de energia (Segunda Ley).

- La energia no se consume para generar
movimiento, sino para rectificar el movimiento
browniano.

- Para simplificar el problema de la rectificacion, se
hace necesario restringir los grados de libertad de la
maquina molecular.

- Los mecanismos de trabajo de las maquinas
moleculares de la naturaleza se basan en la modulacion
de la fortaleza de fuerzas débiles no covalentes.

- Las maquinas moleculares bioldgicas trabajan
siempre alejandose del equilibrio.

3. CONSTRUCCION DE MAQUINAS A ESCALA
MOLECULAR

Dos importantes avances de la tecnologia han
demostrado ser particularmente tiles para abordar el
complejo desafio de la construccién de maquinas a escala
molecular. El primero de ellos consiste en el
“entrelazamiento topolégico” o las llamadas “uniones
mecénicas”, mientras que la segunda estrategia se basa en
los “enlaces insaturados isomerizables” o “molecular
switches”. Ambos avances han dado lugar a una amplia
gama de estructuras complejas con funciones similares a
las de una maquina.

3.1. Restriccion de movimiento a través del
entrelazamiento topol6gico. Uniones mecénicas

Una parte sustancial de los progresos realizados en la
maquinaria molecular tiene sus raices en la aparicién de
sistemas moleculares entrelazados por uniones mecénicas.
En tales sistemas, las partes individuales no estan
directamente conectadas ni unidas por enlaces covalentes,
pero estan inseparablemente entrelazadas a través de, por
ejemplo, bucles y tapones (Figura 2).

Figura 2. @) [2]catenano; b) [2]rotaxano.

Las partes individuales pueden en principio moverse
libremente una respecto a la otra, a pesar de que estan
confinadas en el espacio debido a sus interconexiones
mecanicas mutuas, lo que resulta en estructuras
moleculares discretas.

Ambos, catenanos, basados en dos anillos entrelazados,
y rotaxanos, basados en un anillo roscado sobre un eje con
tapones en cada extremo, se propusieron y sintetizaron en
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los afios sesenta.

El desarrollo en esta &rea resultdé en una mejor
comprension de los principios necesarios para la
formacion catenanos y rotaxanos. Sin embargo, a
principios de los ochenta el &rea sufri6 un gran avance
cuando Jean-Pierre Sauvage introdujo la sintesis con
plantilla como una ruta directa para la preparacién de
catenanos y rotaxanos (4) (Figura 3). De esta manera los
rendimientos globales pudieron incrementarse
drésticamente. La estrategia de sintesis se basa en la
coordinacion de dos unidades de fenantrolina a un atomo

Tomas Torres Cebada

de Cu (1) (5). De ese modo se consigue un &ngulo diedro
adecuado entre los componentes que interactdan. En un
resto de fenantrolina se introdujo en wuna unidad
macrociclica de éter-corona y en el otro un fragmento de
forma de media luna. El ensamblamiento de los dos
componentes en presencia de Cu (I) dio lugar a un
complejo con funciones fendlicas perfectamente
direccionadas que favorecian el posterior cierre del ciclo
por reacciéon con un diyododerivado.  Por (ltimo, la
eliminacién del ion metalico produce el [2] catenano libre.

Figura 3. Sintesis con plantilla de un catenano.

Este descubrimiento marc6 un verdadero avance en el
&rea de la maquinaria molecular. Sauvage (6, 7, 8) fue
capaz de demostrar posteriormente el potencial de estas
estructuras en el denominado isomerismo translacional (9).

El campo dio otro gran salto adelante a principios de
los noventa, cuando un claro ejemplo de isomeria
translacional fue descrito por el grupo de Fraser Stoddart
(10). Para ello utilizaron interacciones entre entidades
arométicas ricas en electrones y otras de caracter
deficiente. Estos estudios resultaron en el desarrollo de una
estructura de paraquat ciclofano (11), que podria ser
“enlazada” alrededor de un eje conteniendo dos unidades
de hidroquinona distanciadas por un separador. Los
extremos del eje fueron bloqueados por grupos
voluminosos. De esta manera se obtuvo un [2] rotaxano
con un buen rendimiento. El ciclofano-rotaxano resultante
podia funcionar como un transportador molecular en el
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cual la unidad de paraquat era capaz de moverse entre las
dos estaciones derivadas de hidroquinona a lo largo de eje.

Este hecho, junto con la demostracion que hizo
Sauvage de cambiar de forma reversible un catenano a
otro, supuso el inicio de la aplicacion de entrelazamiento
topolégico al desarrollo de la maquinaria molecular.

Posteriormente, los grupos de Sauvage y Stoddart
demostraron el movimiento de traslacion y rotacion
controlado externamente en moléculas mecénicamente
interconectadas mediante la introduccion de asimetria en
las estructuras. El grupo de Stoddart (Figura 4) introdujo
dos unidades dadoras de electrones n diferentes en el eje
del rotaxano, en concreto grupos de benzidina y difenol, y
pudo demostrar que un anillo de ciclofano bis-paraquat
podia moverse entre las dos estaciones tras ciclos
electroquimicos de oxidacion y reduccién o a través de
cambios de pH, como fuentes de energia (12).
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Figura 4. Ejemplo de rotaxano asimétrico.

El grupo Sauvage por su parte disefié una estructura de
catenano con dos sitios de coordinacion diferentes en uno
de los anillos, en concreto dos unidades de fenantrolina y
terpiridina, dejando una Unica unidad de fenantrolina en el
otro anillo (13). La rotacion del catenano se producia por
ciclos de oxidacion y reduccidn electroquimica del i6n de
cobre central.

Ya en este siglo, el control quimico de la contraccién /
extension molecular, que se asemeja a la accion de los
musculos en los sistemas vivos, se demostrd, por ejemplo,
en una estructura de rotaxano topolégicamente compleja
disefiada por el grupo Sauvage. Al integrar dos
funcionalidades de rotaxano mutuamente entrelazadas, se
pudo controlar la contraccion translacional y la
subsiguiente extensién de ca. 2 nm por medio de un
estimulo quimico (14). Asimismo, actuadores que se
asemejaban a musculos, en los que estructuras de rotaxano
podian ser controladas para doblar una delgada estructura
de un “cantilever” de oro fueron desarrollados por
Stoddart (15). Similarmente el mismo grupo desarroll6 un
dispositivo basado en un rotaxano complejo llamado
"elevador molecular" (16).

Por otra parte, el grupo de Stoddart desarrolld
dispositivos electronicos a escala molecular basados en

rotaxanos y catenanos, con la intencion de fabricar puertas
y memorias de légica molecular. Estos estudios resultaron
en un dispositivo basado en un rotaxano con funcion de
memoria (17). MA&s recientemente, en 2015, el grupo
Stoddart mostr6 un ejemplo de produccién de un gradiente
quimico usando una estructura de tipo rotaxano (18).

3.2. Restriccibn de movimiento a través de enlaces
insaturados isomerables

A la vez que se producian los avances basados en
estructuras mecanicamente entrelazadas, los denominados
“enlaces insaturados isomerizables” también han estado
en el centro del progreso de las méquinas moleculares.
Esta trayectoria ha sido testigo de una serie de importantes
aportaciones. Entre ellas, “la rotacion unidireccional
controlada” (Figura 5) marca un avance fundamental en
este desarrollo. El primer ejemplo de rotacion
unidireccional controlada fue descrito por Feringa en 1999
(19). Este motor estaba basado en enlaces dobles
isomerizables.  Utilizando  alquenos  estéricamente
impedidos y moléculas quirales fue posible obtener una
rotacion unidireccional a través de varios ciclos de
irradiacion de luz y relajacion térmica.

(P,P)-Trans

Calor T

(M,M)-Trans

(M,M)-Cis

(P,P)-Cis

Figura 5. Ejemplo de rotacion unidireccional controlada

Este ingenioso disefio representa un salto cualitativo
importantisimo en el desarrollo de la maquinaria
molecular. Feringa y sus colaboradores abordaron la tarea
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fundamental del cambio estructural impulsado por la luz a
escala molecular y dieron una solucién al desafio del
movimiento unidireccional. Durante los afios siguientes,
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varias generaciones de disefios de motores emanaron del
grupo de Feringa, y la frecuencia de rotacion se fue
aumentando paulatinamente. En 2014, por ejemplo, se
demostr6 que una estructura de motor optimizada giraba
con una frecuencia de mas de 12 MHz (20). Asimismo, el
grupo de Feringa fue capaz de poner en movimiento una
estructura de “chasis” compuesta por cuatro motores (a
modo de ruedas), que pueden operar en diferentes sentidos
de giro, demostrando asi la propulsién de un "nanocoche"
sobre una superficie (21).

Figura 6. David A. Leigh.

Sin el comité Nobel hubiese podido otorgar un cuarto
premio, sin lugar a dudas éste habria sido para David A.
Leigh de la Universidad de Manchester (Figura 6).
Leigh, imitando a los ribosomas, ha desarrollado una
sintesis peptidica efectuada por una maquina artificial. Asi
describié en 2013 (22), el disefio, la sintesis y el
funcionamiento de una maquina artificial que moviéndose
a lo largo de una cadena molecular, recoge los
aminoécidos, particularmente colocados, que bloquean su
camino, para sintetizar un péptido con una secuencia
especifica. La estructura quimica se basa en un rotaxano,
un anillo molecular enhebrado a un eje molecular. El anillo
lleva un grupo tiolato que iterativamente “engancha” los
aminodcidos en el orden de la cadena y los transfiere sobre
el mismo macrociclo para dar lugar a la formacion de un
péptido. Este proceso genera cantidades de miligramos de
un péptido con una secuencia fijada y Unica, confirmada
por espectrometria de masas.

Por otra parte, Leigh ha desarrollado distintos aspectos
biomimeticos de las maquinas moleculares. Las proteinas
de las familias de actina y de tubulina son capaces de auto-
ensamblar formando los filamentos de actina y los
microtibulos respectivamente. Sobre estos filamentos,
como si fueran railes, se mueven las proteinas motoras de
las familias de la miosina, quinesina y dineina, un tipo de
motores moleculares que convierten la energia quimica de
la hidrolisis del ATP en trabajo mecénico. Estas proteinas
motoras son responsables de los mecanismos de la
contraccion muscular, entre otros. Los ‘“caminantes”
bioldgicos basados en ADN, explotan el apareamiento de
bases ortogonales y utilizan reacciones de desplazamiento
de cadena para controlar la asociacidn relativa de las partes
componentes, y dar lugar al movimiento. Los “caminantes
artificiales” aprovechan la reversibilidad de las
interacciones no covalentes débiles, asi como la robustez
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de los enlaces covalentes dindmicos con el fin de
transportar fragmentos moleculares a lo largo de
superficies (23, 24, 25).

Leigh (26) ha preparado, una molécula pequefia,
doblemente funcionalizada en sus extremos, con dos “pies
ldbiles” A y B que “andan” repetidamente a lo largo de
otra molécula mayor, que hace las veces de ruta molecular,
y que consta de cuatro puntos de apoyo (1, 2, 3y 4) sobre
los que se produce el “paseo” (Figura 7). Todo ello en
respuesta a un entorno quimico cambiante. Segun se
produce el avance de la reaccién entre los dos
componentes, el proceso de unién va a venir dado por los
dos pies o extremos A y B que van a ir moviéndose a
través de la ruta 1-2-3-4 dependiendo de las condiciones a
que se les someta, &cidas o basicas. El extremo A, un
grupo hidrazona, en condiciones &cidas va a ser labil y
tendra capacidad para cambiar de posicién, mientras que
en condiciones basicas va a quedar bloqueado. EI extremo
B, un grupo tiol, se comportara a la inversa. La alternancia
de estas condiciones va a permitir que el caminante sea
capaz de andar, lo que constituye un motor molecular
lineal artificial.

Leigh y sus colaboradores también han conseguido
recientemente un nuevo motor que consiste en un 2-
catenano, con un pequefio anillo organico enroscado en
torno a otro anillo mayor por el que puede desplazarse a
modo de via (27). EI movimiento se produce por difusion
entre dos lugares o estaciones. Grupos protectores
extraibles situados en la pista del anillo principal evitan
que el pequefio pueda moverse marcha atras, obligandolo a
difundir siempre hacia adelante. EI combustible reacciona
para afiadir o quitar grupos protectores.

4. CONCLUSIONES

La organizacién Nobel ha reconocido con el galardén
el trabajo de muchos quimicos, representados por los tres
premiados, que han ayudado con su obra al avance de la
nanotecnologia. Su objetivo era y es "construir maquinas
con las dimensiones de la escala nanométrica”, emulando a
elementos presentes en la naturaleza.

- Es importante destacar el papel que en este campo
juega la sintesis organica. Se han puesto de manifiesto
recientemente magnificos ejemplos de desarrollos
sintéticos, asi como de procesos de autoensamblado y
auto-organizacion que han permitido la construccion de
una variedad de maquinas moleculares artificiales.

- Ahora se sabe como controlar el movimiento en
arquitecturas moleculares, e incluso como se puede
utilizarlas para realizar algunas funciones basicas.

- El trabajo sinérgico de los quimicos, junto con
fisicos, bidlogos farmacéuticos, médicos, ingenieros,
etc. arroja luz sobre los mecanismos de trabajo de las
maquinas moleculares biolégicas y el establecimiento
de los principios basicos del disefio de las artificiales.

5. AGRADECIMIENTOS

La fuente principal de estudio para la elaboracién de
este articulo ha sido el documento "The Nobel Prize in
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SESIONES CIENTIFICAS

Durante el cuarto trimestre del afio 2016, en la sede de la Real Academia Nacional de Farmacia, se han realizado un total
de once sesiones cientificas, de la cuales seis fueron conferencias, dos mesas redondas, una Jornada Cientifica “Catedra
Juan Abell6”, una Sesibn Conmemorativa de los Premios Nobel 2016 y un acto “In Memoriam” del llmo. Sr. D. Pedro
Capilla Martinez.

El 6 de octubre tuvo lugar la conferencia celebrada en colaboracién con la Fundacion José Casares Gil de Amigos de la
RANF sobre "Cooperacion farmacéutica. Una vision africana”, a cargo del Dr. Angel Huélamo. Angel Huélamo es el actual
Director de Farmacéuticos Sin Fronteras de Espafa.

Farmaceéutico de profesién, ha centrado su carrera profesional en el sector no lucrativo, en concreto las ONGs. Con un
postgrado en Gestion y Direccién de Entidades no lucrativas en ESADE ampliado con un curso sobre Liderazgo e
Innovacién en el sector y un Master en Promocién y Gestion de estas entidades (Mddulo de Identificacion, Direccién y
Evaluacion de Proyectos de Desarrollo), a lo que hay que afiadir diferentes cursos siempre relacionados con este sector
(captacidn de fondos, comunicacion, marketing...). Todo ello completa su excelente formacion académica y social.

En 2012 finaliza los estudios de "Especialista en formacién elearning con moodle" por la Universidad Complutense de
Madrid.

En diciembre de este afio cumple 16 afios en la entidad en la que comenzé como voluntario y posterior cooperante en
Guatemala. A partir de ahi, al regreso, pasa a ser el Coordinador de Proyectos y Actividades de la entidad, circunstancia que
termina con la identificacion del Plan de Desarrollo en Ecuador, en el afio 2005, fecha en la que es nombrado Director.

Ademas de la coordinacion de los proyectos y actividades desarrollados en la Organizacion (Campafia de Recogida de
Radiografias Inservibles, Camparfia de Loteria de Navidad, diferentes proyectos de Cooperacién al Desarrollo....), programas
como el Banco de Medicamentos F.S.F.E. y el Proyecto de Asistencia Farmacéutica en Cuarto Mundo, ambos con varios
premios en su haber, han sido disefiados por él, y desarrollados junto a todo el equipo de trabajo de F.S.F.E. El dltimo
proyecto que ha disefiado ha sido la plataforma CDAF 2.0, de la que es administrador y tutor de algunos de los cursos, y el
Proyecto Boticarios, actividad mixta de formacién e intervencién en terreno que supone el mayor proyecto de envio de
profesionales farmacéuticos a cooperacion desde Espafa.

Actualmente pertenece al grupo estable de la Coordinadora de ONGs que trabaja para fomentar la Transparencia y
Rendicion de cuentas en las ONGs.

Finalmente indicamos que ha publicado varios articulos en prensa -Correo Farmacéutico, Consejos de Tu Farmacéutico,
Revista Espafiola del Tercer Sector y otras. Y ha participado en los libros, como "Elige lo que quieres ser", en el apartado
destinado a los estudios de Farmacia, y “Ser farmacéutico”, en el apartado del farmacéutico en su papel humanitario.
También es autor del cartel ganador de los carteles cientificos de Infarma 2013 por el trabajo “Relacion entre el perfil social
y farmacoterapéutico de los pacientes atendidos en el programa AF4M”.

Fue presentado por el Académico de Numero, el Excmo. Sr. D. Antonio Monge Vega.
El 13 de octubre, la Real Academia Nacional de Farmacia tuvo el honor de celebrar, en colaboracion con la Fundacion
José Casares Gil de Amigos de la RANF, la conferencia sobre "Cafiamo Indiano: conceptos generales, aspectos

farmacoldgicos, toxicoldgicos y sociales”, a cargo del Académico de Ndmero de la RANF el Excmo. Sr. D. Angel Maria
Villar del Fresno.

Catedra Juan Abellé. Esta Cétedra de la RANF ha programado la imparticion de una serie de conferencias y
actividades, que se hicieron realidad el 20 de octubre, por la Seccién 42, cuya Presidenta es la Académica de nimero la
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Excma. Sra. Dofla Maria Teresa Miras Portugal. Con el fin de dar a conocer las investigaciones y avances actuales sobre la
especie boténica de uso tan antiguo y tan actual en su proyeccién farmacoldgica, terapéutica y social como es el Cannabis
sativa. Por ello le parecié conveniente a la Seccion 42 de esta Real Academia la intervencién de eminentes investigadores,
considerados especialistas en la materia, que desarrollasen el estado de sus respectivas investigaciones sobre los distintos
aspectos farmacolégicos y terapéuticos, y facilitar una vision global, farmacogndstica-farmacolégica, del Cannabis sativa.

Esta especie es utilizada ampliamente desde tiempos inmemoriales por distintas culturas, pudiéndose decir que ha sido
de empleo universal tanto desde el punto de vista terapéutico como placentero.

Tiene principios activos diversos con diferentes propiedades farmacolégicas y de ahi sus posibles y multiples
aplicaciones terapéuticas, analgésica, antiemética, etc.

Existe un importante capitulo que lo constituye el uso y abuso como “droga” con una gran controversia social, desde los
que pensaban que esta especie vegetal ‘orillaba el camino del infierno’ hasta los que consideraron como libertadora del
pecado. Los chinos proclamaban “la planta donadora del deleite o embeleso”. En la actualidad la controversia continua,
practicamente su comercio y cultivo, sino es con fines cientificos o textiles, estd prohibido en todo el mundo, aunque existe
en muchos paises occidentales, es objeto de una fuerte presion social para liberalizar su uso.

El 20 de octubre, bajo los auspicios de la Fundacion José Casares Gil, de Amigos de la RANF, esta Real Academia
Nacional de Farmacia tuvo el honor de celebrar, la Jornada Cientifica “Céatedra Juan Abell6”, Jornada de Cannabinoides
titulada “Cannabinoides: aspectos farmacoldgicos y clinicos”.

El acto fue presidido por el Excmo. Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez, Presidente de la Real Academia Nacional de
Farmacia. Su presentacién corrié a cargo del la Excma. Sra. Dofla M? Teresa Miras Portugal, Académica de Ndmero de la
Real Academia Nacional de Farmacia. Actuaron como ponentes los profesores, D. Manuel Guzmén, Catedratico de
Bioquimica y Biologia Molecular de la UCM, Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular | de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, con el titulo: “El sistema cannabinoide: un nuevo sistema de comunicacién en nuestro organismo”; D.
Eduardo Mufioz Blanco, Catedratico de Inmunologia, Instituto Maimoénides de Investigacion Biomédica de Cordoba
(IMIBIC) de la Universidad de Cérdoba. Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia: “Cannabinoides y
Esclerodermia como Enfermedad Autoinmune”; D. José Martinez Orgado, Jefe de Seccion de Neonatologia. Instituto del
Nifio y del Adolescente. Hospital Clinico San Carlos: “Cannabinoides y enfermedades neuroldgicas en pediatria”; y D.
Rafael Maldonado LOpez, Catedratico de Farmacologia de la Universidad Pompeu Fabra Institucio Catalana de
Recerca/estudis avangats- ICREA: “Cannabinoides y dolor”. Cerr6 la Sesién el Excmo. Sr. D. Juan Abelld Gallo,
Académico de Nimero de la Real Academia Nacional de Farmacia.

El 27 de octubre la Real Academia Nacional de Farmacia, en colaboracidon con la Fundacion José Casares Gil de
amigos de la RANF, celebr6 la Mesa Redonda titulada “Residuos, Contaminacion y Salud Ambiental” bajo la Presidencia
del Excmo. Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez, Presidente de la Real Academia Nacional de Farmacia, y con la
coordinacion del Excmo. Sr. D. Bernabé Sanz Pérez, Académico de NUmero de la Real Academia Nacional de Farmacia, y
conto con los siguientes ponentes: Excmo. Sr. D. Elias Fereres Castiel, Presidente de la Real Academia de Ingenieria, que
hablé sobre: “La seguridad alimentaria ante el calentamiento global”; y el Excmo. Sr. D. Arturo Romero
Salvador, Académico de Numero de las Reales Academias de Ciencias y de Doctores, que nos informé sobre: “Residuos
solidos: fuentes y problemas”.

El 3 de noviembre la Real Academia Nacional de Farmacia y la Fundacién José Casares Gil de amigos de la RANF
celebraron la conferencia titulada: "Resistencia a antibidticos: nuevos conceptos en el origen y lucha contra el mayor reto
sanitario del siglo XXI", a cargo del Dr. Bruno Gonzélez Zorn, Profesor Titular de la Facultad de Veterinaria, de la
Universidad Complutense de Madrid. Fue presentado por el Académico de NUmero, Excmo. Sr. D. Antonio R. Martinez
Fernandez.

El Prof. Bruno Gonzélez Zorn es un eminente Investigador en la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense
de Madrid y pertenece al Area de Sanidad Animal desde enero de 2008, en el Departamento de Sanidad Animal que dirige
desde noviembre de 2014. Licenciado en Veterinaria en 1995, recibi6 una beca Erasmus para realizar un afio de
investigacion en la Facultad de Veterinaria de la Justus-Liebig Universitdt Giessen, Alemania. Realizd su Tesis doctoral,
con mencion europea como becario del MEC, en el campo de la patogénesis molecular bacteriana defendida en el afio 2001,
bajo la direccion del Prof. J.A. Vazquez-Boland. En 2002 obtuvo una beca postdoctoral MECD/FULBRIGHT para realizar
una estancia postdoctoral en la Unidad de Agentes Antibacterianos del Instituto Pasteur de Paris del Dr. Patrice Courvalin.
Regresd con un contrato Ramoén y Cajal del MEC en 2005, manteniendo su vinculo con el Instituto Pasteur hasta 2008.
Superé el examen de Habilitacion Nacional en Murcia en 2007, ademas de haber sido acreditado para todos los niveles de
profesorado por la ANECA hasta Profesor Titular de Universidad. Obtuvo una plaza de Profesor Titular de Universidad en
la UCM en Enero de 2008. Su actividad investigadora se plasma en la autoria de un gran namero de publicaciones; y es
evaluado por los alumnos muy positivamente en diversos masteres, incluyendo un curso de doctorado en la Universidad de
Copenhague. Ha dirigido cinco tesis doctorales, cuatro de ellas europeas, como Director dnico, de las que tres han recibido
el Premio Extraordinario de Doctorado. Comprometido con la innovacién docente, organiz6 el primer Congreso de
Docencia en Microbiologia de la SEM en 2012 en Madrid, y coordiné la creacién con nuevo programa y material didactico
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de la nueva asignatura de Grado Microbiologia e Inmunologia. Ha participado en dos proyectos de Innovacion Docente
financiados por la UCM, y participa en los seminarios innovadores de la asignatura de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la UCM desde 2011. Asimismo es el investigador principal de un proyecto Marie Curie de la UE en
el que se realizan ocho tesis doctorales simultdneamente en distintos paises. Participa anualmente en la presentacion de
trabajos orales en el Congreso de Alumnos de Ciencias Biomédicas, en los que ha recibido varios premios, y ha dirigido un
trabajo de fin de carrera de la Universidad de Utrecht, Holanda. Ha formado parte del Consejo de Departamento y Junta de
Facultad ya como becario, y ha recibido numerosos cursos de formacion para la docencia universitaria. Es el actual
Presidente del Grupo de Microbiologia Molecular de la SEM, después de haber ejercido de Vocal y Vicepresidente. Es el
actual Director de la Unidad de Resistencia a Antibiéticos en la UCM y forma parte de varios Comités Europeos, de los que
destaca el Comité para la transparencia en el reclutamiento de personal en centros universitarios en la UE o el del programa
de la UE Joint Program Initiative JPI de resistencia a antibidticos.

Su conferencia traté sobre como el control de las bacterias con antibidticos ha revolucionado la forma de entender la
medicina y la cirugia, y ha permitido el avance de las intervenciones clinicas en todas las especialidades, tanto en seres
humanos como en animales. Sin embargo, la utilizacién de los antibiéticos conlleva, irremediablemente, a la seleccion de
mecanismos de resistencia en las bacterias; no solamente en aquellas patdgenas, objeto del tratamiento, sino en todas
aquellas que contactan con las moléculas antibiéticas. La complejidad del proceso se realza, si tenemos en cuenta que el
proceso de seleccion de bacterias resistentes no se da siquiera Unicamente en el seno del propio paciente, sino que las
moléculas antibioticas persisten en el ambiente, seleccionando bacterias resistentes al mismo. Todas aquellas bacterias que
se van haciendo resistentes a los antibioticos a lo largo de la persistencia de los mismos, son, ademas, capaces de transmitir
aquellos genes de resistencia a antibidticos de forma horizontal a bacterias del mismo y distinto género alrededor de ellas
mismas. En la conferencia se expuso esta magnificacion ecoldgica inherente a la molécula antibi6tica, y se argumenté como
estos fendmenos han hecho que, en la actualidad, la resistencia a antibidticos sea la mayor amenaza sanitaria con la que se
enfrenta la humanidad actualmente. En esta linea, se planteé cuales son las lineas de actuacidn globales, europeas y
nacionales dirigidas al control del avance de la resistencia a antibidticos.

El 10 de noviembre, La Real Academia Nacional de Farmacia y la Fundacion José Casares Gil de amigos de la RANF
celebraron la Sesidn Publica en la que intervino la llma. Sra. Dfia. Gloria Frutos Cabanillas, Académica Correspondiente de
la RANF, quien pronuncié su conferencia titulada: "La Calidad por Disefio: un nuevo paradigma en el desarrollo de
medicamentos”. Fue presentada por el Académico de Numero, el Excmo. Sr. D. Fidel Ortega Ortiz de Apodaca.

El 14 de noviembre, la Real Academia Nacional de Farmacia y la Fundacién José Casares Gil de Amigos de la RANF
celebraron la Conferencia titulada: "Determinacion de biomarcadores de interés médico-farmacéutico en muestras
bioldgicas. Aplicacion de técnicas de preconcentracion inmunoldgicas acopladas a la electroforesis capilar para la obtencion
de resultados precisos", a cargo del Dr. Norberto A. Guzman, de EE.UU.

El Dr. Guzman received a B.Sc. degree in Biochemistry (Clinical Biochemistry) from a Joint Undergraduate Program of
the University of Concepcion and the University of Santiago, Chile; a M.Sc. Degree in Biochemistry (Cell and Molecular
Biology) from the Medical College of Georgia, Augusta, Georgia, U.S.A.; and a Ph.D. degree in Biochemistry (Protein
Biochemistry) from a Joint Graduate Program of the University of Medicine and Dentistry of New Jersey-Robert Wood
Johnson Medical School (formerly Rutgers Medical School) and Rutgers, The State University of New Jersey, New
Brunswick, New Jersey, U.S.A. Dr. Guzman has worked for the last 30 years in academic medical institutions, diagnostic
and pharmaceutical companies, including Mount Sinai School of Medicine, Roche Diagnostic Systems, Hoffman-La Roche,
and Johnson & Johnson. He is currently the Chief Scientific Officer of a start-up biomedical instrumentation company. Dr.
Guzman is the author and co-author of more than 130 scientific publications, including manuscripts, patents and book
chapters. He has delivered over 300 oral presentations in Europe, the Americas, the Far East, and Australia. According to
Google Scholar Citations, Dr. Guzman’s publication citations is reaching 5000 times, having an h-index of 36, and an i-10
index of 65. One publication alone has more than 1200 citations. Seven figures of his publications have appeared on the
front cover of prestigious scientific journals and books. He is the recipient of many national and international awards in
science and technology innovation. Dr. Guzman is a member of several international scientific organizations. He serves on
the editorial board of Electrophoresis (European Journal), and the Journal of Liquid Chromatography and Related
Technologies (American Journal).

Los biomarcadores constituyen un sistema dinamico y poderoso para la monitorizacion precisa de los estados de salud y
enfermedad. Ademas, son también de gran utilidad en ensayos clinicos para el control de calidad y la eficacia de los
productos farmacéuticos. El establecimiento de biomarcadores en el campo médico-farmacéutico ha beneficiado
enormemente el diagndstico precoz de algunas enfermedades, antes de que se manifiesten los primeros sintomas clinicos.
Los biomarcadores también ayudan a precisar el prondstico a medio y largo plazo, ademéas de favorecer el desarrollo de
terapias eficaces para la mejora de la calidad de vida de los pacientes. Los avances en la investigacién sobre los genes, las
proteinas y los metabolitos han facilitado el descubrimiento de nuevos biomarcadores, pero todavia existen importantes
problemas técnicos a resolver. El descubrimiento de biomarcadores se ha llevado a cabo tradicionalmente empleando
técnicas como la cromatografia en fase liquida de alta resolucion acoplada a la espectrometria de masas (HPLC-MS). Sin
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embargo, han sido muy pocos los nuevos biomarcadores aprobados por las agencias reguladoras y que han llegado a ser
aplicados en la préctica clinica. Este retraso cientifico sugiere que aln se necesitan nuevas tecnologias capaces de mejorar
los métodos analiticos para acelerar el descubrimiento y la posterior validacién. Las principales dificultades presentadas en
HPLC-MS estén relacionadas con la sensibilidad y la reproducibilidad de los anélisis, asi como con la complejidad de las
muestras bioldgicas estudiadas. Esto es especialmente critico en el caso de las proteinas, si se tiene en cuenta el amplio
intervalo de concentraciones a las que se encuentran en estas muestras complejas y su gran numero de modificaciones
estructurales de tipo co- y post-traduccional. En su conferencia se describieron las caracteristicas de un instrumento portétil
de uso médico-farmacéutico denominado “analizador de biomarcadores”, basado en el acoplamiento de dos técnicas de gran
sensibilidad y poder de separacion, la inmunoafinidad y la electroforesis capilar (IACE). Se presentaron ejemplos de
aplicaciones bioanaliticas donde los limites de deteccion, la resolucién y reproducibilidad son aspectos esenciales para
obtener resultados precisos y fiables, evitando falsos positivos o negativos. Sin duda, la obtencion de informacién temprana,
precisa y fiable mediante un panel de biomarcadores es la mejor herramienta para el diagndstico precoz y el pronéstico
acertado de muchas enfermedades, asi como para el desarrollo de nuevos tratamientos, monitorizando la efectividad y
toxicidad de nuevos farmacos.

Fue presentado por el Presidente de la RANF, Excmo. Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez.

El 17 de noviembre, la Real Academia Nacional de Farmacia y la Fundacion José Casares Gil, de Amigos de la RANF
tuvieron el honor de celebrar la conferencia titulada: "Como alcanzé Espafia los 40 donantes pmp", a cargo de la Dra.
Beatriz Dominguez-Gil Gonzélez, de la Organizacién Nacional de Trasplantes, quien fue presentada por el Presidente de la
RANF, el Excmo. Sr. D. Mariano Esteban Rodriguez.

Beatriz Dominguez-Gil es especialista en nefrologia y doctora en Medicina Interna por la Universidad Complutense de
Madrid. Es miembro del equipo médico de la Organizaciéon Nacional de Trasplantes (ONT) desde noviembre de 2006. La
ONT es una instituciéon de reconocido prestigio internacional por la concepcion del denominado Modelo Espafiol de
Donacién y Trasplante, modelo de indole organizativa que ha permitido a Espafia alcanzar niveles extraordinarios de
donacién de drganos vy tejidos a partir de personas fallecidas. Fundamentalmente implicada en la actividad de cooperacion
internacional a través de diferentes organismos internacionales, ha participado en numerosas iniciativas enfocadas a la
mejora de los modelos organizativos y de la calidad y la seguridad de la donacion, la extraccion, la distribucion y el
trasplante de drganos, y a la lucha contra el trafico de drganos. Como representante por Espafia en el Comité de Trasplantes
del Consejo de Europa, Beatriz Dominguez-Gil fue co-autora del Estudio Conjunto del Consejo de Europa y Naciones
Unidas sobre Trafico de Organos, Tejidos y Células y Trata de Personas con fines de Extraccion de Organos. Las
conclusiones de este estudio, presentadas en la sede de la ONU en la ciudad de Nueva York en el afio 2009, derivaron en el
desarrollo del Convenio del Consejo de Europa sobre la lucha contra el Tréfico de Organos Humanos, abierto para firma en
la ciudad de Santiago de Compostela, en marzo de 2015. Beatriz Dominguez-Gil fue parte del equipo establecido por el
Gobierno de Espafia para liderar el desarrollo de la Directiva Europa 2010/53/EU del Parlamento Europeo y del Consejo de
7 de julio de 2010 sobre normas de calidad y seguridad de los érganos humanos destinados al trasplante, Directiva adoptada
durante la ultima presidencia espafiola del Consejo de la Unién Europea. A nivel de la Organizacion Mundial de la Salud,
Beatriz Dominguez-Gil ha liderado el desarrollo de recomendaciones de relevancia internacional, como las reflejadas en la
Resolucién de Madrid sobre el Progreso hacia la Autosuficiencia en Trasplante de Organos, publicada en el afio
2011. Beatriz Dominguez-Gil es presidenta previa de la Organizacion Europea de Donacion y Coordinacién de Trasplantes
(EDTCO), seccion de la Sociedad Europea de Trasplante de Organos (ESOT). Es Consejera por Europa de la Sociedad
Internacional de Trasplantes (The Transplantation Society) y miembro de su Comité de Etica. Es vocal electo en la Junta
Directiva de la Sociedad Espafiola de Trasplantes (SET). Es co-presidenta del Grupo Custodio de la Declaracion de
Estambul contra el Trafico de Organos y el Turismo de Trasplantes, plataforma profesional que promueve précticas éticas y
combate actividades ilicitas en el &mbito de la donacidn y el trasplante de érganos a nivel global. Es autora de méas de 100
publicaciones en revistas cientificas nacionales e internacionales y capitulos de libros.

El 24 de noviembre tuvo lugar la Sesion Cientifica Conmemorativa de los Premios Nobel 2016 en Fisiologia o
Medicina y en Quimica. La presentacion estuvo a cargo del Excmo. Sr. D. Juan Ramdn Lacadena Calero, Académico de
Numero de la RANF. Sobre el Premio Nobel 2016 en Fisiologia o Medicina nos hablé la Dra. Patricia Boya, Investigadora
Cientifica, Departamento de Biologia Celular y Molecular Centro de Investigaciones Biol6gicas, CSIC, Madrid, cuya
conferencia trat sobre “Autofagia: el sistema de reciclaje que necesitan todas nuestras células”. Sobre el Permio Nobel
2016 en Quimica intervino el Prof. Dr. Tomas Torres Cebada, Catedratico de Quimica Organica, Director del Instituto de
Investigacion Avanzada en Ciencias Quimicas, UAM, con la conferencia titulada “Las nanomaquinas” se crecen con el
Nobel de Quimica 2016”

El 1 de diciembre la Real Academia Nacional de Farmacia y la Fundacion José Casares Gil de amigos de la RANF
celebraron una jornada cientifica cuyo titulo fue "Rejuvenecer: Controlar la vejez". Coordinada por la Dra. Maria Cascales.

Desde tiempos inmemoriales, el hombre ha intentado encontrar la manera de no envejecer. Un ejemplo de ello fue la
basqueda de “la fuente de la eterna juventud”, fuente legendaria que supuestamente curaba y devolvia la juventud a quien
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bebiera de sus aguas o se bafiara en ellas. La respuesta socio-econémica y sanitaria al rpido envejecimiento demogréafico
supone uno de los grandes desafios del siglo XXI. La vejez trae consigo un aumento de la vulnerabilidad y deterioro del
organismo, a causa de numerosos agentes que son factores de riesgo para numerosas patologias. Ante las repercusiones que
conlleva el aumento de la expectativa de vida de la poblacion, estan surgiendo numerosos estudios para retrasar o incluso
revertir los fenotipos negativos especificos del envejecimiento. En la actualidad son muchos los grupos que se ocupan de
este problema y cada dia nos llegan nuevas experiencias que apoyan que el deterioro propio de la vejez se puede retrasar,
que solo hay que profundizar en sus causas y combatirlas.

OTROS ACTOS

El 25 de octubre la Real Academia Nacional de Farmacia, la Academia Iberoamericana de Farmacia y el Consejo
General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos tuvieron el honor de celebrar el acto académico IN MEMORIAM del 1Imo.
Sr. D. Pedro Capilla Martinez. El acto se celebr6 en la sede de la Real Academia Nacional de Farmacia.

Dentro de la Actividad de la Academia, tuvo lugar en la Sede de la Real Academia Nacional de Medicina, el 22 de
noviembre, la Sesién Cientifica Conjunta de las Reales Academias de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales; la Nacional de
Medicina; la de Ingenieria y la Nacional de Farmacia, cuyo titulo fue “El Agua en el &mbito de la salud y la calidad de
vida”.

El acto comenz6 con la bienvenida por parte del Prof. Joaquin Poch Broto, Presidente de la Real Academia Nacional de
Medicina, y D. Angel Simén Grimaldos, Presidente de la “Fundacion Aquae”. Actuaron como ponentes: sobre el tema “El
agua como nutriente esencial” el Prof. Manuel Serrano Rios, Académico de NUmero y coordinador de la sesidn. Sobre el
tema “El agua en la transmision de las enfermedades” disertd el Prof. Gonzalo Piédrola Angulo, Académico de Numero de
la RANM. Sobre el tema “El agua en que vivimos” intervino el Prof. Miguel Angel Alario Franco, Académico de Numero
de la R.A. de Ciencias. Sobre el tema “Un nuevo tratamiento fisico del agua” intervino el Prof. César Dopazo Garcia,
Académico de Nimero de la R.A. de Ingenieria. Y sobre “Derecho a la vida, derecho al agua” disertd el Prof. Federico
Mayor Zaragoza, Académico de Numero de la RANF y de la de Medicina. Finalmente sobre “El agua: de hulla blanca a oro
azul” el Prof. Francisco Gonzélez de Posada, Académico de Numero de la R.A. de Medicina y Correspondiente de la
RANF.

En cuanto a los honores recibidos por nuestros Académicos de NUmero, destacamos que la Excma. Sra. Dfia. Maria
Teresa Miras Portugal, fue investida Doctora Honoris Causa por la Universidad Cat6lica San Antonio de Murcia el 11 de
octubre, y el Excmo. Sr. D. Joan Guinovart Cirera que serd investido Dr. Honoris Causa por la Universidad Andrés Bello,
de Chile.

La Universidad Auténoma Gabriel René Moreno de Santa Cruz de la Sierra (Bolivia) en el seno de las primeras jornadas
Académicas de Facultades de Farmacia y Bioquimica, los Decanos y Autoridades Académicas representantes de todas las
Facultades de Farmacia y Bioquimica de las Universidades Publicas Bolivianas, acordaron por unanimidad designar al
Excmo. Sr. D. Benito del Castillo Garcia, Asesor externo para la armonizacion de sus planes de estudio futuros.

La Excma. Sra. Dfia. Maria José Alonso Ferndndez, ha sido recientemente elegida para formar parte de la Academia
Nacional de Medicina de Estados Unidos.

La Fundacion Lilly reconoce carreras profesionales extraordinarias dentro del mundo de la investigacion, asi como sus
méritos personales. En esta ocasidn, a propuesta de la Real Sociedad Espafiola de Quimica se ha decidido otorgar el
galardén correspondiente a la especialidad de Quimica a la Excma. Sra. Maria Vallet Regi, Académica de Numero y
Catedratica de Quimica Inorgéanica de la Universidad Complutense de Madrid. Actualmente, esta experta y eminente
cientifica dirige el Grupo de Investigacion de Biomateriales Inteligentes (GIBI) de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de Madrid (UCM), que forma parte del Centro de Investigacion Biomédica en Red de
Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina (CIBER-BBN), del Instituto de Investigacién Hospital 12 de Octubre (1+12) y
del Instituto de Magnetismo aplicado UCM-RENFE-CSIC. Con la entrega de estas distinciones, la Fundacion Lilly
demuestra, una vez mas, su apuesta por apoyar y reconocer la labor de la 1+D en Biomedicina en Espafia, ha asegurado el
doctor José Antonio Sacristan, Director de la Fundacion Lilly. Asimismo, la Dra. Maria Vallet Regi ha sido elegida Fellow
de la "American Institute for Medical and Biological Engineering" (AIMBE) de EE.UU, que reconoce a aquellas personas
del mundo académico, industrial y de asociaciones profesionales, que se distinguen por su aportacién a la sociedad en
medicina e ingenieria bioldgica. Para pertenecer a ese instituto es necesario estar en el primer 2% de las respectivas areas de
conocimiento y que voten favorablemente el ingreso mas del 80% de los Fellows. Enhorabuena a Maria Vallet Regi y a
todos los acabados de citar, por su trabajo, dedicacion y esfuerzo en beneficio de la sociedad espafiola y la humanidad.

El pasado 15 de diciembre, en Junta General Extraordinaria, la Real Academia Nacional de Farmacia eligié al Excmo.
Sr. D. Pedro Guillén Garcia, como nuevo Académico de Honor electo. Asimismo, se concedi6 la Medalla Carracido de Oro
a la Excma. Sra. Dfia. Maria Cascales Angosto y la Medalla Carracido de Plata a la llma. Sra. Dfia. Maria Carmen de la
Rosa Jorge.

Bartolomé Ribas Ozonas, Académico Secretario de la RANF.
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