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ABSTRACT: Today, many diseases are treated thanks
to the discovery of compounds from plants, which
shows that they play a significant role in the discovery
and development of new drugs. One of the alternatives
for the control of malaria morbidity and mortality is
chemotherapy, which has been made possible by the
discovery of compounds from plants. At present, about
half of the available antimalarials drugs are naturally
occurring compounds or are related to them. This review
provides a historical account of the origin and
development of the main antimalarials as an instrument
of architectural facts, which maintains a close
relationship with the antimalarials referents, which serve
as models to deepen the search for new natural chemical
substances that could contribute to the Control of a
devastating disease like malaria, where resistant strains
of Plasmodium are being presented to the main
treatments, therapeutic failure, in addition to poor access
to medicines, among other factors; which complicate
their prevention and treatment.

“Corresponding Author: amaria.mesa@udea.ecu.co
Received: Mars 22, 2017 Accepted: April 26,2017

RESUMEN: Hoy, muchas enfermedades son tratadas
gracias al descubrimiento de compuestos a partir de las
plantas, lo que evidencia que estas juegan un papel
significativo en el descubrimiento y desarrollo de
nuevos farmacos. Una de las alternativas para el control
de la morbi-mortalidad por malaria es la quimioterapia,
la cual ha sido posible gracias al descubrimiento de
compuestos a partir de las plantas. En la actualidad,
cerca de la mitad de los farmacos antimalaricos
disponibles son compuestos naturales o estan
relacionados con ellos. En esta revision se hace un
recuento historico del origen y desarrollo de los
principales antimalaricos como instrumento de hechos
arquitectonicos, que mantienen una estrecha relacion
con los referentes antimaléricos, que sirven de modelos
para profundizar en la bisqueda de nuevas sustancias
quimicas naturales que podrian contribuir al control de
una devastadora enfermedad como la malaria, donde se
estan presentando cepas resistentes de Plasmodium a los
principales tratamientos, falla terapéutica, ademas de un
escaso acceso a los medicamentos, entre otros factores;
que complican su prevencion y tratamiento.
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1. INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad parasitaria que presenta
la mas alta morbilidad dentro de las enfermedades de este
tipo y es la tercera en el mundo en casos de muerte por
infeccion, después de la tuberculosis y la infeccion por
VIH/SIDA (1). Esta enfermedad es causada por un
parésito de género Plasmodium, transmitido a los seres
humanos por la picadura de la hembra del mosquito
Anopheles, que se reproduce en regiones que combinan
calor, humedad y vegetacion (2) . Las principales especies
de Plasmodium que afectan al hombre son P. vivax y P.
falciparum, siendo P. falciparum la mas peligrosa, dada su
patogenicidad que en muchas ocasiones lleva a la muerte
del individuo. Existen otras dos especies de importancia
regional, P. malariae y P. ovale, que causan formas
benignas de la malaria. En sangre circulante, se diferencian
cuatro formas parasitarias: trofozoitos (en parasitos
jovenes tienen forma de anillos), esquizontes, gametocitos
y merozoitos, que son las formas que invaden (presentan
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forma oval). (3,4). Después de la Segunda Guerra Mundial
hasta los 80’s, el amplio uso de la cloroquina para la
profilaxis antimaldrica, asociado con la lucha contra el
mosquito por medio del drenaje de las tierras huimedas y el
empleo de insecticidas, facilito en gran parte una
reduccion de areas endémicas. En 1874, Othemer Zeider
un estudiante de doctorado aleman con su tutor Adolf von
Baeyer en la Universidad de Estrasburgo, sintetizé el
dicloro difenil tricloroetano (DDT), pero sus propiedades
insecticidas no se exploraron hasta 1939 cuando Paul
Miiller las descubrid6 en Suiza. Varios ejércitos de la
Segunda Guerra Mundial lo utilizaron para combatir el
tifus propagado por los piojos. El DDT se utilizé para el
control de la malaria tras la guerra ya que fue muy efectivo
contra los mosquitos causantes de la transmision. Miiller
gand el Premio Nobel de medicina en 1948 por tan
importante descubrimiento (5). Con el éxito del DDT y el
descubrimiento de antimalaricos sintéticos mas efectivos y
menos toxicos, la Organizacién Mundial de la Salud lanzé
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una ambiciosa campafia mundial de erradicacion de la
malaria.

En 1959 la Organizacion Mundial de la Salud enfocd el
control de la malaria en un programa conocido como
erradicacion de la malaria y en 1968 se logro eliminar en
Estados Unidos y Europa (6). La campafia comenz6 y se
centr6 en el rociamiento de casas con insecticidas
permanentes, tratamientos con antimaldricos y vigilancia
en cuatro etapas sucesivas; preparacion, ataque,
consolidacién y mantenimiento. La prohibicion del uso del
DDT, debido a su acumulacion en las cadenas troficas y
especialmente con el desarrollo de resistencias a los
antimalaricos por parte de Plasmodium y la dificultad para
obtener fondos y falta de cooperacion de las comunidades,
hizo el esfuerzo insostenible. Las campafas de
erradicacion se han abandonado a favor de las de control
(5). Sin embargo, pese a la gran lucha y a las extremas
medidas implementadas, en el afio 1959 se presento el
primer caso de resistencia a la cloroquina en Colombia y
poco tiempo después en el sureste de Asia, y a partir de
estos reportes la resistencia se ha venido expresando en
diferentes paises de Asia, Africa y Latinoamérica donde
especificamente P. falciparum es endémico (1), lo cual se
ha relacionado, principalmente a cambios bioldgicos en el
parasito, contribuyendo a la persistencia y letalidad de esta
enfermedad, aumentado su prevalencia en los ultimos 15
aflos y disminuyendo la efectividad de los medicamentos
en muchos paises donde la enfermedad es endémica (7).

El impacto de la malaria no se siente solamente en
términos de sufrimiento humano y como causa de muerte,
sino también por el significativo costo y la carga
econdmica que supone, tanto para las familias como para
la economia de los paises donde es endémica. Se estima
que cada afio la malaria le cuesta a Africa 12 billones de
dolares del producto nacional bruto (PNB) y que la
enfermedad ha reducido el crecimiento econdémico en
Africa un 1,3 por ciento cada afio como resultado de la
pérdida de vidas y una menor productividad. Ademas, si
las previsiones del IPCC (The Intergovernmental Panel on
Climate Change) respecto al cambio climatico se cumplen,
el aumento de la temperatura en la tierra implicara un
aumento de las enfermedades tropicales en otras latitudes
(8). Se estima que la malaria estd presente en 99 paises y
se presentan anualmente entre 300 a 500 millones de casos
de malaria por afilo y mueren mas de 1 millén, en su
mayoria nifilos menores de 5 afios. La mayor parte de los
casos se producen en Africa. El namero va en aumento, a
pesar de que en grandes zonas del mundo el mal habia sido
practicamente erradicado (9). En esta revision se hace un
recuento historico del origen y desarrollo de los principales
antimalaricos como instrumento de hechos arquitectdnicos,
que mantienen una estrecha relaciéon con los referentes
antimalaricos, que sirven de modelos para profundizar en
la busqueda de nuevas sustancias quimicas naturales que
podrian contribuir al control de wuna devastadora
enfermedad como la malaria, donde se estdn presentando
cepas resistentes de Plasmodium a los principales
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tratamientos, falla terapéutica, ademés de un escaso acceso
a los medicamentos, entre otros factores, que complican su
prevencién y tratamiento.

2. QUININA Y DERIVADOS

Una de las alternativas para el control de la morbi-
mortalidad por malaria es la quimioterapia, la cual ha sido
posible gracias al descubrimiento de compuestos a partir
de las plantas. Un alcaloide que ha jugado un papel
importante y esencial en la medicina por cientos de afios es
la quinina. Su quimica ha fascinado a muchos
investigadores y ha motivado cambios en la quimica
organica, sintesis enantioselectiva y en la quimica
industrial moderna (10). Es un compuesto natural obtenido
de una planta nativa de la cordillera de Los Andes de
género Cinchona (Rubiaceae). La planta fue empleada por
los incas del Pert para tratar las fiebres, principalmente
aquellas asociadas con la malaria. Una enfermedad
devastadora y debilitante, que diezmo6 a los ejércitos y
frend el crecimiento de muchas civilizaciones (11). El
milagro de la cura con la administraciéon de un ténico
antipirético del arbol de la quina-quina de la condesa de
Chinchon, consorte de Espafia virrey de Pera a principios
del siglo XVI, trascendio a la gente local y fue llevada por
los misioneros jesuitas a las cortes europeas. La corteza de
la quina llegé a ser muy popular y fue exportada a través
del océano Atlantico en grandes cantidades, salvando a
millones de personas alrededor del mundo. El polvo de la
quina motivé a muchos cientificos al aislamiento del
principio activo denominado quina-quina.

En 1746 el conde Claude Toussaint aisldo un compuesto
cristalino que se crefa era el constituyente activo, pero
mucho después se descubri6 que era la sal del acido
quinico y no fue hasta 1820 que los quimicos franceses
Pierre Joseph Pelletier y Joseph Bienaimé Caventou
aislaron un nimero importante de alcaloides, incluyendo la
emetina aislada de la ipecacuana (Carapichea
ipecacuanha), la estricnina y brucina de la nuez vomica
(Strychnos nux-vomica), la quinina junto con varios
alcaloides isoméricos de la corteza de Chincona
officinialis (Figura 1) (12). El material procesado demostro
ser efectivo para tratar la malaria lo que finalizé las
décadas de investigacion del componente activo de la
quina-quina. Esta fue la primera sustancia quimica pura
administrada a un ser humano y se convirtié en el tinico
antimalarico utilizado durante varios siglos (13). Sin
embargo, en el siglo XIX no se contaban con técnicas de
elucidacion  estructural modernas tales como la
espectrometria de masas, la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear y la cristalografia de rayos X; la
determinacion estructural de la quinina requirié también
un arduo trabajo quimico. En 1908, el quimico aleman
Paul Rabe publicé la correcta conectividad de los atomos
de la quinina y al cual se le atribuye la sintesis parcial de la
quinina 'y derivados obteniendo una mezcla de
esteroisomeros.
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Figura 1. Compuestos aislados de género Cinchona (Rubiaceae).

En 1944, Robert Woodward, un revolucionario de la
sintesis total, y su estudiante, William von Eggers
Doering, publican la sintesis total de la quinina por sintesis
de quinotoxina, pero sin un control de la estereoquimica

del anillo biciclico y no fue hasta el afio 2001 que Gilbert
Stork publica la sintesis total estereoselectiva de la quinina
(Figura 2) (14-16).
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Figura 2. Sintesis estereoespecifica de la quinina por StorK.
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La quinina se convirtié en un compuesto lider para el
tratamiento de la malaria y ha sido empleado como modelo
para realizar nuevos agentes antimaldricos por via
sintética, como lo son: la cloroquina, amodiaquina,
mefloquina, primaquina, halofantrina y lumefantrina
(Figura 3) (17). Todos estos son utilizados para el
tratamiento de la malaria y act@ian generalmente sobre el
estado asexual intraeritrocitico del pardsito y se han
clasificado segun su estructura quimica y su modo de
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accion (1). La eleccion de uno o mas antimalaricos para el
tratamiento de la malaria, estd determinado por factores,
tales como la especie del parasito causante de la infeccion,
el estado de inmunidad adquirida del paciente, la
susceptibilidad-resistencia del parésito, el estado clinico
del paciente y los recursos disponibles para los cuidados
de la salud (4).
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Figura 3. Antimalaricos anélogos de la quinina.

Uno de los antimalaricos de mayor trascendencia en la
terapia antimalarica es la cloroquina. Fue descubierto por
el aleman Andersag en 1934 y se establecido como terapia
de forma general tras la guerra en 1946. La sintesis
propuesta por Surrey y Hammer 1946 generd otro impacto
para la humanidad, ya que presentd6 una alta eficacia
terapéutica, baja toxicidad y un bajo costo de manufactura
(menos de US $ 0,2 para tres dias de tratamiento en un
adulto). Desafortunadamente, el parasito P. falciparum
presentd resistencia en 1959 en Colombia y poco tiempo
después en el sureste de Asia (1); actualmente es intitil en
areas endémicas. Al igual que con otros medicamentos
quinolinicos, el mecanismo de acciéon de la cloroquina y
sus derivados no se ha resuelto por completo. La hipdtesis
mas aceptada de la acciéon de la cloroquina es que
interactia con el hemo libre citotoxico que se acumula en
los parasitos, lo que lleva a la muerte del parasito.
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3. ANTIBIOTICOS ANTIMALARICOS

Por otra parte, otro tipo de medicamentos con accién
antimalarica son los antibidticos sulfadoxina (1932)
(antibiodticos de sulfonamida que inhiben la formacion de
acido  folico bacteriano), tetraciclina, rifampicina
doxiciclina, proguanil, minociclina, clindamicina y Ia
pirimetamina o Malarone (proguanil con atovacuona).
Estos se utilizan en la terapia oral, tienen actividad
antimalarica pero son de accion lenta, por lo que deben
asociarse a otros antimalaricos de accién rapida como la
pirimetamina, quinina, amodiaquina o cloroquina. Su
modo de accion se basa en la inhibicion de enzimas
involucradas en la sintesis de 4cido folico, procesos claves
para la supervivencia del parasito, que se llevan a cabo en
el apicoplasto, una organela tipica del orden apicomplexa,
donde se sintetizan isoprenoides y el hemo (Figura 4) (18).
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4. ARTEMISININAS Y DERIVADOS

En las ultimas dos décadas, nuevos antimalaricos han
sido desarrollados a partir de los productos vegetales,
como lo prueba el descubrimiento y desarrollo de la
artemisinina a partir de la planta Artemisia annua
(Asteraceae), una hierba China conocida popularmente en
este pais como Qing hao y empleada por la medicina
tradicional por mas de 2000 afios para el tratamiento de
fiebres (20). La artemisinina fue aislada en 1971 por
quimicos chinos que trabajaron con el aislamiento del
principio activo a partir de esta planta. Esta molécula
representa una nueva clase de antimalaricos, tiene la
estructura de una sequiterpenolactona tipo trioxano con un
puente endoperdxido, asi se le confiere su actividad
bioldgica, aunque es poco soluble en agua (7). Debido a la
naturaleza altamente lipofilica y pobre solubilidad, la
artemisinina presenta la desventaja de una pobre vida
media en plasma, por lo que es muy probable que no se
consiga eliminar el pardsito de forma completa en el
organismo, de ahi la necesidad de tratamiento prolongados
con este farmaco. La artemisinina es un antimalarico muy
efectivo, aunque tiene el inconveniente de su elevado
precio y pobre biodisponibilidad. Este medicamento no
puede ser vendido a un costo de menos de US. $ 1-2 en
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pautas curativas combinadas, un precio prohibitivo en la
mayoria de las regiones endémicas de malaria. El
desarrollo de las artemisininas para el tratamiento de la
malaria grave comenzé en 1987, cuando agricultores de
China, Vietnam y partes de Africa empezaron a cultivar
Artemisia annua, materia prima para el aislamiento de la
artemisinina. Sin embargo, la planta crece de forma
relativamente lenta y el proceso de extraccion de la
artemisinina a partir de las hojas de Artemisia annua es
complejo y requiere bastante tiempo (21). La artemisinina
fue comercializada en 1992 y se han preparado derivados
semisintéticos de artemisinina para mejorar principalmente
su biodisponibilidad o actividad. Entre ellos se encuentran
dihidroartemisinina (DHA), artesunato (AS), y arteméter
(AM), todos los cuales actian como profarmacos y se
metabolizan para dar dihidroartemisinina en el cuerpo
(Figura 5). Este ultimo es el metabolito con mayor
actividad esquizonticida conocida. El artesunato es un
derivado hemi-sintético de la artemisinina cuya solubilidad
en agua facilita la absorcion y resulta ventajoso frente a la
artemisinina ya que, a diferencia de esta, se pueden
formular facilmente preparaciones orales, rectales,
intramusculares e intravenosas (22).
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Figura 5. Artemisinina y sus derivados.

Estos compuestos presentaron una gran actividad como
esquizonticidas sanguineos y son de gran utilidad en el
tratamiento de la malaria complicada causada por P.
falciparum, especialmente para las cepas resistentes a la
cloroquina (23). En cuanto al mecanismo de accidn, su
actividad bioldgica es dependiente de la ruptura del puente
endoperoxido, tras la interaccion del Fe*™ del grupo hemo
en el interior de la vacuola digestiva, generandose
radicales libres que alquilan el grupo hemo. Aunque
también el puente endoperdxido puede actuar a nivel de la
formacién de la hemozoina o como fuente de radicales
hidroxilo y posiblemente sobre otras proteinas del parasito.
Estudios recientes apuntan a que la Artemisinina es un
inhibidor de SERCA (Ca®* ATPasa del reticulo
sarcoplasmico, PFATP6) de Plasmodium (24).

En el afio 2001, la OMS lanz6 su campafia Roll Back
Malaria Partnership, haciendo hincapié en el uso de
artemesininas en terapias combinadas juntos con otros
antimalaricos como lumefantrina, amodiaquina,
mefloquina, sulfadoxina o pirimetamina. De hecho, las
terapias combinadas con artemisinina (TCA) constituyen
el tratamiento sugerido para la malaria en todas las zonas
endémicas (25). La TCA suele consistir en un tratamiento
combinado de un derivado de artemisinina con otro
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antimalarico, como la piperaquina o la amodiaquina.

Las TCAs actualmente siguen siendo el tratamiento
mas efectivo para la malaria sin complicaciones causada
por P. falciparum. Los derivados de artemisinina son muy
eficientes en la disminucién de biomasa de parasitos y en
la terapia combinada con otro antimaldrico (26). Sobre la
base de los conocimientos actuales acerca de la resistencia
a artemisinina y sus derivados, el retraso en la eliminacion
de parasitos, que se observa en la actualidad en areas de
resistencia a artemisinina y sus derivados, no parece
afectar la eficacia global de las TCAs, siempre y cuando el
farmaco acompanante a la artemisinina sea eficaz (27). Sin
embargo, hay algunos puntos oscuros en lo que se refiere
al futuro de las TCAs: en concreto, no esta claro si el
tiempo en que se tarda en eliminar los parasitos se seguird
incrementando como se ha venido observando hasta ahora,
ni como evolucionara la resistencia a la artemisinina y sus
derivados (28).

En la actualidad, la mayoria de los firmacos originados
a partir de las plantas siguen teniendo una posicion
destacada pese al increible desarrollo de la sintesis, la
quimica combinatoria y los procesos biotecnologicos de
fermentacién microbiana. Gran parte de estos procesos son
inspirados gracias al estudio y descubrimiento de
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moléculas de interés en las plantas, lo que se ha convertido
en una verdadera intervencion para cambiar el curso de la
enfermedad o para prevenir la aparicion de esta (29-33).
Hoy, muchas enfermedades son tratadas gracias al
descubrimiento de compuestos a partir de las plantas y la
malaria no es la excepcion, lo que evidencia que estas
juegan un papel significativo en el descubrimiento y
desarrollo de nuevos farmacos (34). Dentro del disefio de
un nuevo farmaco, inicialmente se parte del hallazgo de un
compuesto de origen natural o de sintesis organica con
determinada actividad bioldgica. Esto no presupone que
reuna las mejores condiciones de uso terapéutico, por lo
que se utiliza como cabeza de serie o prototipo y se somete
a modificaciones estructurales donde se busca optimizar la
actividad terapéutica a través de avanzados conocimientos
bioldgicos para llegar a seleccionar la nueva molécula con
accion Optima (35). Estas moléculas pueden, incluso, ser
visualizadas y modificadas tridimensionalmente con el fin
de mejorar sus propiedades frente a la interaccién con
algun receptor, con la unica finalidad de mejorar su
potencial biolégico e incluso en otros casos mejorar las
propiedades de solubilidad o de formulacion. Estos
procesos son conocidos como farmacomodulacién, que
junto con las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de
las moléculas, permitiran predecir mediante el disefio
molecular de forma cualitativa y cuantitativa (relaciones
estructura-actividad, SAR y QSAR) las propiedades
farmacolégicas de una sustancia (36). Las plantas
superiores son una fuente de millones de moléculas, con
una gran variedad de estructuras diferentes que pueden
presentar funciones especificas para las plantas, pero que
también pueden tener actividades farmacoldgicas utiles
para la sociedad (37). Actualmente, las nuevas tendencias
en la investigacion de plantas medicinales no se centran
Unicamente en la exploracion de nuevas moléculas, sino
también, en el disefio y desarrollo de fitoterapéuticos a
partir de la estandarizacion de extractos, la cual se refiere
normalmente al proceso de obtener extractos grado
farmacéutico con potencial terapéutico para el desarrollo y
solucion de nuevas opciones terapéuticas en el tratamiento
de enfermedades como la malaria, considerada un
problema de salud publica en la poblacion (38).

5. CONCLUSIONES

A pesar de los grandes esfuerzos por controlar la
enfermedad de la malaria, aun no existen vacunas o
medicamentos capaces de prevenirla, sbélo existen
tratamientos curativos que presentan inconvenientes como:
la eficacia, la toxicidad variable y la resistencia del
parasito a ellos, lo que hace que el control de la
enfermedad se convierta en uno de los principales desafios
de salud publica a nivel mundial. Actualmente, el
descubrimiento de nuevos blancos moleculares para el
diagnostico, prevencioén y tratamiento de enfermedades
como la malaria, también se ha determinado mediante el
secuenciamiento del genoma y el proteoma de los parasitos
que permiten postular nuevos modelos para el disefio de
farmacos, ademas del desarrollo de la quimica
combinatoria y el uso de la sintesis total de pequenas
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moléculas. Una generacion de moléculas activas contra P.
falciparum, basadas en los mecanismos de accion de los
medicamentos de uso actual como la cloroquina y/o en
procesos metabdlicos que ocurren en el parasito estan
siendo sintetizadas y actualmente se encuentran en
procesos de estudios clinicos fase I y II. Sin embargo,
todas estas nuevas moléculas han presentado una potencial
capacidad de inhibir el crecimiento del parasito en cultivo,
pero varias de ellas son descartadas por sus efectos
toxicos, resistencia del parasito, pobre solubilidad y
biodisponibilidad, por lo que ain se deben continuar la
busqueda de nuevos antimalaricos que permitan su uso
combinado con otros medicamentos.
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RESUMEN: Las enfermedades infecciosas, como la
sepsis, constituyen un grave problema de salud en el
mundo, asociandose con una elevada morbilidad y
mortalidad en todos los ambitos de la asistencia
sanitaria. Se trata de enfermedades tiempo dependientes
en las que la aplicacion precoz de una serie de medidas
diagnostico terapéuticas mejoran de forma significativa
la supervivencia y el prondstico del paciente. Para ello
se disponen de herramientas como los biomarcadores
que nos ayudan tanto en el diagnodstico como prondstico
de estas patologias; biomarcadores clasicos y
ampliamente utilizados como la PCR, procalcitonina o
citocinas y otros menos conocidos como presepsina,
pro-adrenomedulina (pro-ADM), soluble triggering
receptor expressed on myeloid cells-1 (STREM-1),
soluble urokinase-type plasminogen activator receptor
(suPAR), Pancreatic Stone Protein (PSP) o sCD25.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas constituyen un grave
problema de salud en el mundo, asociandose con una
elevada morbilidad y mortalidad en todos los ambitos de la
asistencia sanitaria (1). De entre ellas, la sepsis forma parte
del grupo de enfermedades tiempo dependiente,
entendiendo como tales aquellas en las que el retraso
diagnostico terapéutico influyen negativamente en Ila
evolucion del proceso y por tanto la aplicacion precoz de
una serie de medidas diagnostico terapéuticas, entre las
que se incluyen la terapia antibidtica y el soporte
hemodindmico adecuado, mejoran de forma significativa
la supervivencia y el prondstico del paciente.

Para el diagnéstico de estas patologias nos podemos
ayudar de pruebas microbioldgicas, pero, las propias
caracteristicas de estas pruebas suponen una limitacion
para un diagnéstico rapido, porque la obtencion de
resultados no es inmediata y ademas, estas pruebas pueden
estar condicionadas por la toma previa de antibidticos (2).

Por ello, la disponibilidad de otras herramientas, como
los marcadores bioquimicos, probablemente en
combinacién con criterios clinicos, es esencial en la toma
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de decisiones ante este tipo de pacientes, al tratarse la
sepsis de una patologia tiempo-dependiente y en la que la
rapida identificacién del proceso, la administraciéon de la
terapia antibidtica adecuada, asi como la categorizacion de
la severidad como base para la toma de decisiones
diagnostico-terapéuticas, son necesarias en el manejo de
esta patologia, de manera que los retrasos en la
administracion de los antibidticos o de otras medidas
terapéuticas puede modificar sustancialmente el pronostico
de los pacientes (3).

Un marcador biquimico es un producto sanitario para
el diagnostico in vitro, definiéndose producto sanitario
como todo aquel material que consista en un reactivo,
producto reactivo, calibrador, material de control, estuche
de instrumental y materiales, instrumento, aparato, equipo
o sistema, utilizado solo o en asociacidon con otros,
destinado por el fabricante a ser utilizado in vitro para el
estudio de muestras procedentes del cuerpo humano,
incluidas las donaciones de sangre y tejidos, sélo o
principalmente con el fin de proporcionar informacion:
relativa a un estado fisioldgico o patoldgico, o relativa a
una anomalia congénita, o para determinar la seguridad y
compatibilidad con receptores potenciales, o para
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supervisar medidas terapéuticas (4).

Por otro lado, se define como biomarcador a aquella
molécula medible en una muestra biologica de forma
objetiva, sistematica y precisa, cuyos niveles se
constituyen en indicadores de que un proceso es normal o
patologico y sirven para monitorizar la respuesta al
tratamiento (5) (6) (7). El biomarcador debe proporcionar
informacién adicional a la que se obtiene con los datos
clinicos del paciente y ayudar a la hora de tomar
decisiones urgentes en los SUH (8).

Al biomarcador ideal, que no existe, se le deberia
reconocer y exigir capacidad para:

. Establecer un diagnéstico precoz (incluso antes
de que se manifiesten los signos y sintomas de una
infeccion  bacteriana  grave  como  hipotension,
hiperlactacidemia o disfunciéon de 6rganos). Por lo tanto,
aumentara la seguridad y acortard el tiempo del
diagnostico clinico de la infeccion/sepsis, permitiendo el
inicio mas precoz de las medidas terapéuticas adecuadas
() (9) (10).

. Cuantificar la gravedad y estratificar el riesgo,
identificar a los pacientes con infeccion/sepsis con la
maxima sensibilidad, especificidad y wvalor predictivo
positivo (VPP), y descartar los casos con riesgo de mala
evolucion (como en el caso de bacteriemia) con la mayor
especificidad y valor predictivo negativo (VPN) (6) (8).

. Monitorizar la evoluciéon de la infeccion
bacteriana y su respuesta al tratamiento, de forma que sirva
de guia para la terapia antibidtica (indicacién, cese o
cambio del antibidtico) (8) (11).

Existen numerosos biomarcadores empleados con esta
finalidad; los més empleados en la practica clinica, quizas
porque tienen la ventaja de estar automatizados son la PCR
(proteina C reactiva), PCT (procalcitonina) y citocinas.

2. BIOMARCADORES

Se han publicado diversos estudios relacionados con la
sepsis y los diferentes biomarcadores empleados para su
diagnostico (12) (13) (14), mas que en ninguna otra
patologia; Quizas esto se deba a la complejidad de la
fisiopatologia de la sepsis, en la que intervienen
numerosos mediadores inflamatorios, ademds de otros
mecanismos fisiopatolégicos (15).

Una de las revisiones mas recientes y completas es la
de Pierrakos y cols, que analizaron todos los estudios
realizados hasta el afio 2010, incluyendo 3370 articulos
con un total de 178 biomarcadores, numero que
probablemente se haya incrementado en los ultimos seis
afios (16):

Los biomarcadores PCR y PCT estdn ampliamente
implantados en la practica clinica, incluso su medicion fue
recogida en la definicion de sepsis del 2001. Otros
marcadores han sido y siguen siendo evaluados para su
utilizacion en el manejo de los pacientes con sospecha de
infeccion; de entre ellos, los mas descritos son: presepsina,
pro-adrenomedulina  (pro-ADM), soluble triggering
receptor expressed on myeloid cells-1 (STREM-1), soluble
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urokinase-type plasminogen activator receptor (suPAR)
(17), Pancreatic Stone Protein (PSP) o sCD25.

2.1. Biomarcadores clasicos

2.1.1. Citocinas

Las citocinas, también Illamadas citoquinas, son
proteinas responsables de la comunicacién intercelular,
activando receptores especificos de membrana, funciones
de proliferacion y diferenciacion celular, quimiotaxis, etc.
Son producidas por diferentes tipos celulares,
mayoritariamente los linfocitos y macrofagos activados
(18).

Su accion principal consiste en la regulacion del
mecanismo de la inflamacién, ya que hay citocinas pro-
inflamatorias y otras de caracter anti-inflamatorio.

Se trata de proteinas de bajo peso molecular, que
fueron descubiertas en la década de los 60-70 (19).

Hay mas de 100 tipos, cada una de ellas con una accién
especifica, aunque citocinas diferentes comparten
funciones similares. Es dificil clasificarlas, pero se podrian
agrupar en 4 grupos funcionales, de acuerdo al sitio o fase
especifica de la respuesta inmune en la que actien (20):

—  Citocinas pro-inflamatorias: Actian en la
respuesta inmune innata, inespecifica o inflamacion. Son
interleucina-1 (IL-1), Factor de necrosis tumoral (TNF-a),
interleucina-8 (IL-8), interleucina-12 (IL-12), interleucina-
16 (IL-16) e interferones.

—  Citocinas que favorecen el desarrollo de
inmunidad celular y/o citotoxica: Interferon gamma (IFN-
y), interleucina-2 (IL-2).

—  Citocinas que favorecen la produccion de las
diversas clases de inmunoglobulinas o inmunidad humoral:
interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-6
(IL-6), interleucina-10 (IL-10), interleucina-13 (IL-13),
Factor Inhibitorio de Leucemias (LIF), Oncostatin M
(OSM)....

—  Citocinas con funciones extra-inmunologicas y/u
homeostaticas: interleucina-3 (IL-3), factor estimulante de
monocitos y granulocitos (GM-CSF), eritropoyetina
(EPO)...

Durante la inflamacién e infeccidn, los niveles de estas
citocinas aumentan en suero, por lo que diferentes estudios
han publicado su posible utilidad como biomarcadores
para la identificacion de la infeccion/sepsis. Asi, por
ejemplo, la IL-8 puede identificar infecciones severas en
pacientes neutropénicos (21), o la IL-6 elevada sugiere una
aparicion rapida de un shock séptico (22)(23).

Las limitaciones principales de las citocinas son su
inespecificidad, ya que su secrecion es dependiente del
proceso inflamatorio, y su cinética, dado que la precocidad
en alcanzar su concentracion maxima limita su uso en la
practica clinica. Tanto el TNF como las IL-1, IL-6, IL-8 ¢
IL-10 tienen una rapida respuesta y alcanzan su maximo
nivel a las 2-3 h. Ademads, estas moléculas tienen poca
bioestabilidad y semivida corta, por lo que podrian escapar
facilmente a una sola determinacion, limitando su utilidad
en los SUH (8).

En la practica clinica solo la IL-6 ha tenido cierta
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implantacion en el diagnostico de la sepsis neonatal tardia
(24).
2.1.2. PCR

Es una proteina plasmatica no glicosilada de sintesis
hepatica, que se produce en respuesta a un estimulo
inflamatorio en el organismo. Pertenece a la familia de las
pentraxinas y estd formada por cinco subunidades
idénticas unidas por enlaces no covalentes; cada subunidad
esta formada por 206 aminoacidos (25). El papel
fisiologico de esta proteina podria estar mediado por su
union a la fosfocolina, que esta presente en la superficie de
las células muertas y en algunos tipos de bacterias, con la

finalidad de activar en el organismo el sistema del
complemento, promoviendo una respuesta antiinflamatoria
y apoptotica (26)(27).

Su mecanismo de accidén exacto in vivo no se conoce
completamente, pero juega un papel importante en los
procesos de defensa no especificos.

Es un importante marcador de fase aguda, formando
parte de la respuesta inmunitaria innata. Su concentracion
puede aumentar hasta 50.000 veces en las 24-48 horas
siguientes a la produccion del dafio tisular, con un inicio
de su aumento a las 6 horas (Figura 1).

Concentracion en plasma

1 2 6 12 24

STREM

Tiempo
{ horas?

48 72 96

Figura 1. Cinética de los biomarcadores de sepsis. Imagen adaptada de Julian Jiménez y cols. (28)

A nivel clinico, la PCR se usa como marcador de
inflamacion y puede servir para determinar el progreso de
una enfermedad o la efectividad de un tratamiento.

Son numerosas las limitaciones de la PCR como
marcador de infeccién/sepsis:

1. Las concentraciones varian segin la edad y el
estado fisiologico (Tabla I).

2.  Se trata de un marcador con especificidad
limitada, ya que hay pacientes no infectados con valores de
PCR muy elevados, como en el caso del paciente critico
(30).
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3. Su cinética es mas variable y lenta que la de la
PCT (hasta 24 horas después) (31), pudiendo estar elevada
incluso cuando la infeccidn esta remitiendo, lo que la hace
que la PCT la esté relegando (8).

A pesar de sus limitaciones, y probablemente por
motivos mas relacionados con la tradiciébn que con la
medicina basada en la evidencia, sigue siendo un marcador
ampliamente utilizado en nuestro pais, como demuestra el
estudio de Salinas y cols (32).
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Tabla I: Concentraciones de PCR segiin edad y estado fisioldgico (29)

Situacion Niveles séricos (mg/L)
*  Adultos sanos <1

. Vejez <2

. Embarazadas

. Inflamacion leve 1-4

o Infecciones virales

. Inflamacion activa 420
. Infeccion bacteriana

. Infecciones bacterianas severas =20
. Quemaduras

. Sepsis >50

2.1.3. PCT

La PCT es un péptido de 116 aminoacidos, precursor
de la calcitonina, hormona que estd relacionada con la
regulacion del metabolismo calcico (Figura 2).

Procede del gen CALC-I que da lugar al calcitonin
gene related peptide (CGRP) en las células del sistema
nervioso central y a la pre-pro-calcitonina en las células C

del tejido tiroideo. Dicha pro hormona procede de la
escision de la pre-pro hormona en condiciones normales,
en las células C de la glandula tiroides, que dara lugar a la
hormona activa finalmente. Sin embargo, en las
infecciones severas existe una sintesis en tejidos
extratiroideos, generalmente en el sistema mononuclear
fagocitico (33).

Secuencia
senal N-terminal  Calcitonina Katacalcina
L L »
25 aa 57aa 32aa 21aa
Procalcitonina
Pre-procalcitonina

Figura 2: Estructura de la PCT.

Una de las principales ventajas de este marcador es su
cinética, que permite una identificacion mas precoz del
paciente infectado. Es rapida, con una respuesta inicial al
estimulo de unas 2-6 h, con niveles maximos a las 8 h, que
se mantienen estables hasta las 24 h y descienden hasta
valores normales en 72-96 h (28), tal y como se observa en
la Figura 1. La molécula es muy estable tanto in vitro
como in vivo.
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Algunos estudios describen la PCT como un marcador
de alta especificidad para infeccion (34) y sepsis (35) (36).
Se ha descrito que el incremento de su concentracion en
sangre apoya el diagnostico diferencial de -etiologia
bacteriana (37) y es indicativo de la severidad de la
enfermedad (38).

El proceso de secrecion de la PCT se muestra en la
Figura 3.
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R IL-1beta
Infeccion | )
S bacteriana ( )
Respuesta TNF-alfa
inflamatoria ) »_ —_—
Infeccion
virica LIFN-gamma —k - J

(

| Pro{e i
1

> o> CT-mRNA

. Secreccion
Celulas parenquimatosas Constitutiva
{pulmon, higado...)

l

( Aparato de Golgi Calcitonina
L | N

CT-mRNA )
Secreccion
. Requlada >
Celulas C-Tiroideas (Caz+, gastrina...) _,../

Figura 3. Proceso de liberacién de la PCT. Imagen adaptada de Linscheid y cols. (39).

La funcién exacta de este biomarcador es todavia sepsis (40).
objeto de estudio en las fases de sepsis e infeccion, Sin embargo, la PCT también presenta limitaciones. En
planteandose diferentes hipotesis, como si actia en el la tabla II se describen las principales causas de falsos
metabolismo fosfocdlcico, aunque se apuesta mas por su positivos y falsos negativos descritos en la literatura (41)

posible intervencion en la sintesis del 6xido nitrico, que es
el responsable de la hipotension que aparece durante la
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Tabla II: Causas de falsos positivos y negativos de la PCT (41).

Falsos positivos

Falsos negativos

*  Los recién nacidos (fisiologicamente) los primeros dias de vida .

. Sindrome de distress respiratorio
. Infecciones agudas por Plasmodium falciparum.

Curso temprano de la infeccion
4 Infecciones localizadas
. Endocarditis subaguda

. Infecciones micoticas sistémicas (candidiasis, aspergilosis...)

. Traumatismos mecanicos graves
. Traumatismos quirargicos

*  Administracién de anticuerpos monoclonales o policlonales

antitiroglobulina
. Rechazo de trasplantes
. Neumonitis quimica
. Quemaduras graves y golpes de calor

. Pacientes con cancer medular de tiroides, de pulmoén de células
pequedias, o tumores con produccion de hormonas paraneoplésicas

. Fiebre mediterranea familiar
citoquinas)

. Tratamiento del melanoma con TNFa

(elevada producciéon de

Existen cinco tipos de ensayos de medida, cuatro
cuantitativos (inmunoluminométrico, inmunofluorescente,
electroquimioluminiscencia ¢ inmunoturbidimetria) y otro
semicuantitativo (inmunocromatografia).

2.1.3.1. Biomarcadores emergentes

Aunque son muy numerosos los biomarcadores
evaluados con fines diagnésticos y prondsticos en el
contexto de la infeccion/sepsis, a continuacion se
describen aquellos de los que se dispone ya de métodos
automatizados que facilitan su introduccion en la préactica
clinica.

2.1.3.1.1. Presepsina (sCD14-ST)

Se trata de una glicoproteina, presente en la membrana
de los macréfagos, monocitos, neutréfilos, condrocitos,
células B, células dendriticas, fibroblastos gingivales,
queratinocitos humanos y lineas de células epiteliales
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intestinales.

Sirve como receptor especifico de alta afinidad para los
LPS, presentes en la pared celular de las bacterias Gram
negativas, y otros productos bacterianos, como los
peptidoglucanos de las Gram positivas. Tal y como se
muestra en la figura 4, el complejo LPS-LBP se une al
receptor CD14 y activa al receptor TLR4, con Ia
consecuente liberacion de citocinas e interleucinas que
provocan la cascada inflamatoria contra los agentes
infecciosos. El complejo LPS-LBP-CD14 se libera a la
circulaciéon sanguinea, y por accioén de ciertas enzimas se
separa el CD14 del resto del complejo, generandose el
sCD14, que es el fragmento soluble del CDI14. Este
fragmento, por accién de proteasas, se fracciona, dando
lugar al sCD14-ST (sCD14 subtipo), que se conoce como
presepsina (42).
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Figura 4. Activacion de la presepsina. Imagen adaptada de Liu y cols (43).

La presepsina es el fragmento N-terminal de 13KDa de
la glicoproteina CD14, y estd formada por 64 aminoacidos
(43).

significativa entre las puntuaciones de APACHE II, indice
de severidad de la enfermedad y valores de presepsina,
cuyos puntos de corte preliminares los sitGan segin la
siguiente tabla (Tabla III) en (44)(45):

Diversos  estudios  sugieren una  correlacion
Tabla III. Valores de corte de la presepsina.
Punto de corte Severidad de la enfermerdad
<200 pg/mL Exclusion de sepsis e infeccion
<300 pg/mL Exclusion de sepsis severa o shock séptico
>300 pg/mL Posible sepsis
>1000 pg/mL Alta probabilidad de sepsis severa o shock séptico.

Tiene una cinética de inicio al estimulo a las 2 h, con
incrementos con cierta lentitud y el pico se presenta a las
24 h.

Este biomarcador inicialmente se media por un método
ELISA, pero esto requeria un pretratamiento de la muestra
que duraba entre 5-6 horas, lo que impedia dar un
resultado rapido al clinico en los Servicios de Urgencias.
Actualmente se ha optimizado la técnica y se mide
mediante el analizador Pathsfast, que es un sistema de
inmunoanalisis de quimioluminiscencia rapido (15
minutos), que utiliza sangre entera o plasma (EDTA o
heparina) (46)(47) y permite su uso en la cabecera de
paciente.

El papel de la presepsina como marcador diagndstico
de infeccion/sepsis en el contexto del paciente con
sospecha de infeccion atendido en un SU es en la
actualidad controvertido, con estudios que muestran
resultados contradictorios respecto a sus posibles ventajas
en comparacion a la PCT.
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2.1.3.1.2. MR-Proadrenomedulina (Pro-AMP)

La adrenomedulina (ADM) es un péptido de 52
aminoacidos, que forma un anillo de 6 residuos
aminoacidicos y una tirosina C-terminal (48). Tiene
actividad inmunomoduladora, metabdlica y vasodilatadora
y fue aislada inicialmente en biopsias de feocromocitomas
humanos.

Forma parte de la superfamilia de los péptidos de la
calcitonina, ya que comparte un gen comun, por lo que su
estructura es similar. El gen de la ADM se localiza en el
brazo corto del cromosoma 11. El precursor de la ADM es
la pre-pro-ADM, con 185 aminoacidos, y mediante su
escision se genera un péptido de 164 aminoacidos que es la
pro-ADM. A su vez, éste péptido genera dos péptidos
activos, la ADM y el péptido N-terminal de Ia
proadrenomedulina (PAMP) y una region medial sin
actividad biologica, que se conoce como la region medial
de la pro-ADM (MR-pro-ADM) (49) y es la que se
cuantifica en plasma; Se describe en la Figura 5.
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Figura S. Fracciones de ADM. Imagen

En contraste con lo que se pensaba inicialmente, el gen
de la ADM se localiza en numerosos tejidos como: el
pulmonar, renal, cardiaco, adiposo y neuronal. La sintesis
de esta molécula estd estimulada por la presencia de
citoquinas inflamatorias, toxinas bacterianas, hormonas y
factores de crecimiento (51).

El mecanismo de acciéon de la ADM consiste en su
unioén al receptor de membrana del tejido correspondiente,
activando una cascada de segundos mensajeros.

Ya que se trata de un marcador de amplia distribucién
tisular, sus niveles aumentan en numerosos procesos
patologicos, como alteraciones cardiacas (infartos,
enfermedades cerebrovasculares, hipertension),
pulmonares (enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
asma), renales (insuficiencia renal, glomerulonefritis) y
tumorales, entre otros (50). Pero también se eleva en
procesos infecciosos independientemente de la etiologia de
origen (bacteriana, viral o fungica), siendo en dichos
procesos en los que se han descrito niveles mas altos de
ADM.

Sin embargo, su semivida (unos 22 minutos) (52), y los
métodos disponibles para su medicion (técnicas de
radioinmunoensayo), limitan su posible utilidad como
biomarcador en un laboratorio de urgencias (53).

Afos después se ha identificado la MR-pro-ADM, que
es la fraccion medial del precursor de la ADM, que no
tiene funcién bioldgica conocida, pero se excreta en
relacion 1/1 con la ADM, lo que, junto con su mayor
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adaptada de Hinson y cols. (50).

estabilidad en suero, hace mas util esta fraccion para su
uso en la practica clinica.

En cuanto a su utilizaciéon como biomarcador de sepsis
y predictor de mortalidad causada por ella, hay estudios
con conclusiones divergentes (54) (55)(56). Hay autores
que han descrito una buena correlacion entre los niveles de
Pro-ADM al ingreso de los pacientes sépticos y la
mortalidad asociada (55)(54). , sin embargo, otros
concluyen que a pesar de mostrar rendimientos adecuados
no mejoran el que alcanzan las escalas de gravedad y
disfuncion organica aunque los resultados no son malos,
no mejoran ni las escalas de gravedad ni el rendimiento de
marcadores que ya se emplean, como por ejemplo la PCT,
desaconsejando asi su uso en la practica clinica.

La medida de pro-ADM presenta una excelente
correlacion con la gravedad de la enfermedad, con el
riesgo de desarrollar complicaciones adversas y con la
mortalidad a corto y medio plazo por infecciones en el
tracto respiratorio inferior, incluyendo una de las causas
principales de consulta en los SUH, la neumonia adquirida
en la comunidad (NAC), especialmente cuando se combina
con escalas de evaluacion del riesgo, como el indice de
gravedad de neumonia (PSI) y CURB-65 para la NAC
(57)(58).

Mas recientemente la medida al ingreso y seriada de
MR-proADM ha demostrado su utilidad en el paciente
critico con SG y SS para el diagnostico de sepsis y como
predictor de mortalidad en pacientes con sepsis grave,
mejorando incluso el rendimiento de la PCT (59) (60).
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2.1.3.1.3. S-TREM 1 ( Soluble-Triggering receptor
expressed on myeloid cells 1)

Se trata de unos receptores que pertenecen a la familia
de las gammaglobulinas. Se localizan en la membrana
celular de neutrofilos y monocitos maduros y su expresion
se induce intensamente en respuesta a una infeccion
bacteriana o fungica (61). Su activacion interviene en la
cascada de acontecimientos que caracterizan al SRIS.

Lo que se mide es la fraccion soluble s-TREM 1 (62),
que ha sido evaluada en numerosos estudios como posible
biomarcador en el diagnéstico de los procesos infecciosos
y sépticos (63).

Diferentes estudios realizados muestran diferentes
resultados acerca de su valor prondstico segin las
concentraciones iniciales de dicho marcador, aunque todos
coinciden en su valor diagndstico (64)(65)(66).

No obstante también se ha visto elevado en patologias
no infecciosas como las vasculitis, gastritis, pancreatitis y
metastasis de tumores sélidos (27).

También puede ser medido en liquidos biologicos
como los lavados  broncoaleveolares,  liquido
cefalorraquideo... (67).

2.1.3.1.4. suPAR (soluble urokinase-type plasminogen
activator receptor)

Es un receptor integral de membrana con una
estructura secundaria, formada por 3 alfa hélices y 17 beta
laminas anti paralelas, formando 3 dominios homoélogos,
DI, DII y DIII (68)

El suPAR es la forma soluble del uPAR, que es el
receptor activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa. Se
trata de un receptor que se expresa en varios tipos de
células incluyendo neutréfilos, linfocitos, monocitos/
macrofagos, células endoteliales y tumorales. Tras la
liberaciéon de la membrana puede encontrarse en el plasma
o en otros fluidos bioldgicos (69).

Su  activaciébn  conlleva  diversas  funciones
inmunoldgicas, que incluyen la adhesiéon celular,
migracion, quimiotaxis, proteolisis, activacién inmune,
remodelacién del tejido, invasion y transduccién de
senales (70).

La concentracion de suPAR se correlaciona
positivamente con el nivel de activaciéon del sistema
inmune, sin embargo, se ha visto que durante Ilas
infecciones bacterianas, en donde hay una estimulacion
leucocitaria por parte de la infeccidn, si que se elevan los
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niveles de suPAR, pero estas elevaciones no son tan
significativas como las de la PCT o PCR, lo que lleva a
pensar, que la liberaciéon de este marcador no esta tan
fuertemente inducida por las endotoxinas bacterianas,
como ocurre con la PCT y la PCR (71).

Hay numerosos estudios, que al igual que ocurre con el
s-TREM 1, muestran diferentes resultados, contradictorios
en cuanto a su utilidad diagnéstica y pronostica (72).

Entre los nuevos biomarcadores emergentes se
encuentran la PSP (Pancreatic Stone Protein) y el sCD25
(CD25 soluble). Son marcadores biologicos de nueva
aparicion, que en estudios realizados en los ultimos afios
han demostrado su utilidad en el diagndstico y pronostico
de la sepsis en el contexto de los Cuidados Intensivos
(73)(74),(75),(76). Sin embargo, el comportamiento de los
biomarcadores varia en funciéon del contexto en el que
estos son utilizados (77).

2.1.3.1.5. Pancreatic Stone Protein (PSP)

También es conocida como Proteina Regeneradora 1-
alfa (PSP/reg) o litostatina. Se trata de un polipéptido de
16kDa, que pertenece a la familia de las proteinas de union
a la lecitina (78) y es secretado por las células acinares
pancredticas y las células Paneth intestinales en respuesta
al estimulo de citocinas (79). Aunque su funcion exacta no
esta aun definida (80), parece tener funciones protectoras
mediante la promociéon de las respuestas proliferativas
celulares durante los procesos de regeneracion de las
células beta y la reparacion epitelial (81) interviniendo
también como inhibidor de la precipitacion del carbonato
célcico en el jugo pancreatico (82), evitando asi los
calculos a este nivel.

Se ha visto que aumenta en los casos de pancreatitis
aguda y cronica, insuficiencia renal crénica, procesos
gastrointestinales malignos (83), y también en aquellos
procesos patoldgicos traumaticos que desarrollan sepsis
(84), participando de esta manera en la prediccion de la
misma y de la asociada a fallo organico (85).

2.1.3.1.6. CD25 soluble (sCD25)

El sCD25 se sabe que se genera como resultado de la
escision proteolitica a partir de las células T activadas.
CD25 es la cadena alfa del receptor de IL-2, y el sCD25 es
una parte de esta molécula, pero mas estable, con mayor
vida media y por lo tanto mas recomendable para su
cuantificacion (Figura 6)
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Figura 6. Proceso de escision del sCD25.

Se expresa constitutivamente en las células T
reguladoras, y también sobre las células T efectoras
después de su activacion, pudiendo reflejar el desarrollo de
una respuesta regulatoria compensatoria (86). Se ha 4.
utilizado ampliamente como biomarcador que refleja las
enfermedades inflamatorias y tumores caracterizados por

la expansion de las células T (87), pero aun se desconoce 5.
si estos niveles aumentados desempefian un papel directo
en estas patologias (88). 6.

Por otro lado, se ha visto que este marcador estd
presente en procesos infecciosos de caracter séptico (89).

3. CONCLUSIONES

Existe una amplia literatura sobre los biomarcadores
empleados en el diagnodstico y manejo de la sepsis, sin
embargo, ninguno de ellos tiene una sensibilidad y
especificidad suficientemente adecuada para ser empleado 8.
en la practica clinica como gold estandar. Los
biomarcadores mas utilizados a nivel clinico siguen siendo
la. PCR y la PCT, pero estos también presentan 9.
limitaciones a la hora de diagnosticar pacientes con
infeccion.

Dada la complejidad de la patologia infecciosa, podria
decirse que una combinaciéon de varios biomarcadores 10.
mejoraria el diagndstico de estos pacientes, pero se
requieren mas estudios para dicha evaluacion.
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ABSTRACT: Colorectal cancer (CRC) is one of the
most commonly diagnosed cancers in the world, it is the
third most prevalent tumor and the fourth cause of
death. CRC can be classified as sporadic (90-95 %) or
hereditary and it has a mortality rate of 19.6 per 100,000
inhabitants and an incidence rate of 46.4 per 100,000
inhabitants. Several risk and protective factors have
been described according CRC, some independent of the
patients' life-style, especially genetic factors, and others
dependent on it, such as diet, obesity, physical activity,
tobacco and alcohol. CRC screening tests are one of the
causes involved in the reduction of mortality and the
incidence of CRC, because they involve CRC detection
in non-advanced stages that allow the disease to be
treated in the early stages, providing better predictions.
After the diagnosis of CRC, it is necessary to know the
staging of the tumor in order to be able to use the best
possible chemotherapy regimen. Adjuvant
chemotherapy is used after curative surgery, mainly in
patients with CRC in stage II with high risk and stage III
(locally advanced tumors). Patients with stage IV
tumors (metastasic tumor) benefit from neoadjuvant
chemotherapy, which is previously administered to the
surgical intervention in order to reduce the tumor. These
treatment regimens are based on combinations of
chemotherapy and molecular targeted therapies.
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RESUMEN: El céancer colorrectal (CCR) es uno de los
canceres mas comunmente diagnosticados a nivel
mundial, constituyendo el tercer tumor de mayor
incidencia y la cuarta mayor causa de muerte. E1 CCR
puede clasificarse como esporadico (90-95 %) o
hereditario y presenta una tasa de mortalidad de 19,6 por
cada 100.000 habitantes y una tasa de incidencia de 46,4
por cada 100.000 habitantes. Son varios los factores de
riesgo y protectores del CCR que se han descrito,
algunos independientes del tipo de vida de los pacientes,
sobre todo factores genéticos, y otros dependientes del
mismo, como son la dieta, la obesidad, la actividad
fisica, el consumo de tabaco y de alcohol. Las pruebas
de cribado del CCR son una de las causas implicadas en
la reduccion de la mortalidad y de la incidencia del
CCR, pues suponen una detecciéon de CCR en estadios
no avanzados que permiten afrontar la enfermedad en
etapas tempranas proporcionando asi  mejores
pronoésticos. Tras el diagnoéstico de CCR hay que
conocer la estadificacion del mismo para poder emplear
el mejor esquema de quimioterapia posible. La
quimioterapia adyuvante se emplea tras la intervencion
quirargica con cardcter curativo, principalmente en
pacientes con CCR en estadios II de alto riesgo y estadio
IIT (tumores localmente avanzados). Los pacientes con
tumores en estadio IV (tumor extendido a otros 6rganos)
se benefician de la quimioterapia neoadyuvante,
administrada previamente a la intervencion quirurgica
con el fin de reducir el tumor. Estos esquemas de
tratamiento se basan en combinaciones de quimioterapia
y terapias dirigidas.

An Real Acad Farm Vol. 83, N° 2 (2017), pp. 188-199
Language of Manuscript: Spanish

1. INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los canceres mas
comunes en todo el mundo con aproximadamente un
millon de personas diagnosticadas anualmente (1). EI CCR
es el tercer cancer mas comun diagnosticado en todo el
mundo para ambos sexos, con una incidencia ligeramente
superior en los hombres, después del cancer de pulmoén y
cancer de mama, y la cuarta mayor causa de muerte,
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después del cancer de pulmoén, cancer de higado y céancer
de estomago (2). Sin embargo, la incidencia del CCR
presenta una marcada variacion geografica (region con
tasa mas baja: Africa Central, 2,3 por cada 100.000
habitantes y region con tasa mas alta: Japon, 49,3 por cada
100.000 habitantes) y una marcada variacion segun el
desarrollo econdmico del pais que se trate (dos tercios de
todos los CCR diagnosticados se encuentran en paises
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desarrollados) (3). Concretamente en Espaiia, el CCR es el
tumor maligno de mayor incidencia para ambos sexos, con
41.441 nuevos casos anuales y afectard a uno de cada 20
hombres y a una de cada 30 mujeres antes de cumplir los
74 afos (4).

2. CLASIFICACION

El CCR puede clasificarse como esporadico o
hereditario. Se cree que mas del 90-95% de estas
neoplasias son esporadicas (3) y un 5-10% parecen tener
un componente hereditario, cuyas subclases principales
son dos trastornos autosdmicos dominantes: poliposis
adenomatosa familiar y CCR hereditario no asociado a
poliposis, también conocido como Sindrome de Lynch (1).

Se cree que los CCR esporadicos surgen de:

J Pélipos adenomatosos (adenomas): son la via
principal (dos tercios) de desarrollo y progresion del CCR,
pero solo un pequefio porcentaje de ellos se convierten
realmente en carcinoma. Ademds tienen diferentes
patrones de crecimiento (5):

- Tubular: subtipo mas frecuente. Pequefios poélipos
adenomatosos.

- Mixto tubulovelloso: mezcla de ambos patrones de
crecimiento, tubular y velloso.

- Velloso: adenomas de mayor tamafio, con mayor
probabilidad de desarrollar neoplasia maligna.

. Lesiones dentadas: implican 3 tipos de pdlipos,
raramente malignos (6, 7):

- Polipos hiperplasicos (28-42% de todos los poélipos
detectados): mas comunes en hombres y localizados
principalmente en colon distal y recto.

- Adenomas serrados (9%): mayor prevalencia en
mujeres de aproximadamente 60 afios.

- Adenomas dentados tradicionales (1%): sin distincién
sexual con mayor prevalencia en edades medianas
cercanas a los 60 afios.

* Polipos inflamatorios: asociados a personas con
enfermedad inflamatoria intestinal.

3. LOCALIZACION DEL CANCER
COLORRECTAL

Loupakis et al. (8) publicaron un interesante articulo
donde se evaludé la ubicacion del tumor primario en
pacientes con CCR. Sugirieron que el CCR proximal en la
flexion esplénica tenia mayor mortalidad que el CCR distal
en la flexion esplénica. Otro hallazgo importante fue la
asociacion entre el CCR derecho y la quimiorresistencia,
debido a una supervivencia libre de progresion (SLP)
significativamente mayor en pacientes con tumores en el
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lado izquierdo (8). Estos datos hacen hincapié¢ en que el
CCR derecho e izquierdo tiene diferencias biologicas
importantes y pueden deberse a perfiles biomoleculares
distintos y especificos en funcién de la ubicacion del
tumor primario, con un posible mejor impacto en el
pronodstico y en el beneficio del tratamiento en paciente
con CCR izquierdo. Se sabe que el desarrollo
embrioldgico del intestino distal, el ciego, el colon
ascendente, la flexura hepatica del colon y los dos tercios
proximales del colon transverso se originan en el intestino
medio, mientras que el tercio distal de la flexura
transversal y esplénica, el colon descendente, el colon
sigmoide y el recto derivan del intestino posterior.

Del mismo modo, el Cancer Genome Atlas Network
llevé a cabo un gran andlisis a escala gendémica de las
muestras de CCR, que reveld diferencias bioldgicas
significativas entre los CCR del lado derecho y los CCR
del lado izquierdo, siendo en el lado derecho mas
frecuentemente hipermetilados e hipermutados (9). Otros
datos de una gran cohorte de pacientes con CCR mostraron
claramente que los CCR de lado derecho y de lado
izquierdo se caracterizan por caracteristicas clinicas,
patologicas y moleculares especificas, identificando mas
de 1.000 genes expresados de manera diferente entre los
dos sitios anatomicos (10). Ademas, las células epiteliales
colorrectales estan constantemente en contacto con el
contenido intestinal, lo que podria desempefiar un papel
critico en la transformacion celular y en el desarrollo y en
la progresion del tumor. Los contenidos intestinales
(residuos de alimentos, microbiota y productos de
fermentacién bacteriana) y sus interacciones con las
células del huésped (células epiteliales e inmunitarias)
pueden implicar directamente cambios moleculares
celulares o, alternativamente, pueden influir
diferencialmente en la evolucion tumoral de acuerdo con
caracteristicas moleculares en neoplasias de células
malignas (11). Los contenidos intestinales cambian
gradualmente a lo largo de los diferentes sitios intestinales,
y este hecho puede explicar por qué motivo las
caracteristicas  moleculares del tumor cambian
gradualmente a lo largo de los mismos. Ademas, el CCR
derecho tiene una tasa mas alta de comorbilidades como
anemia, perforacion intestinal y obstruccion que los
tumores del lado izquierdo (10).

4. ESTADIFICACION DEL
COLORRECTAL
El sistema de estadificacion mas utilizado es el del
American Joint Committee on Cancer, también conocido
como el sistema TNM, descrito en las tablas 1 y 2 (12).

CANCER
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Tabla 1. Clasificacion TNM del carcinoma colorrectal.

T: tumor primario

Tx El tumor primario no puede ser evaluado.

TO No hay evidencia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial o invasion de la ldmica propia.

T1 El tumor invade la submucosa.

T2 El tumor invade la muscular propia.

T3 El tumor incade la subserosa o tejidos pericdlicos o perirrectales no peritonizados.
T4a El tumor invade el peritoneo visceral.

T4b El tumor invade directamente o se adhiere a otros 6rganos o estructuras.

N: ganglios linfdticos

Nx Los ganglios regionales no pueden ser evaluados.

NO No hay metastasis a los ganglios linfaticos regionales.

N1 Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales.

Nla Metastasis en 1 ganglio linfatico regional.

N1b Metastasis en 2-3 ganglios linfaticos regionales.

Nlc Depositos del tumor en la subserosa, mesenterio o tejidos pericolicos o perirrectales no
peritonizados, sin metastasis ganglionar regional.

N2 Metastasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales.

N2a Metastasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales.

N2b Metastasis en 7 o mas ganglios linfaticos regionales.

M: metastasis

MO No hay metastasis a distancia.

M1 Metéstasis a distancia.

Mla Metastasis limitada a un solo 6rgano o sitio (por ejemplo, higado, pulmoén, ovario o ganglio
no regional).

Mi1b Metéstasis en mas de un 6rgano o sitio del peritoneo.

Tabla 2. Estadios anatémicos/grupos pronésticos.

Estadio T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
T2 NO MO
1TA T3 NO MO
1B T4a NO MO
Iic T4b NO MO
1A T1-T2 NI/Nlc MO
T1 N2a MO
111B T3-T4a NI/Nlc MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
Iic T4a N2a MO
T3-T4b N2b MO
T4a NI1-N2 MO
IVA Any T Any N Mla
IVB Any t Any N Ml1b
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El estadio es el principal factor pronostico. En
resumen:

*  Estadio 0 o carcinoma in situ: es la fase mas
temprana del CCR. Las células tumorales se encuentran
situadas en la parte mas superficial de la mucosa y en
ningun caso la traspasa. No afecta a ganglios linféticos.

. Estadio I: el tumor afecta a la pared del colon o
recto sin traspasar la capa muscular. No existe afectacion
de ganglios linfaticos.

. Estadio II: el tumor ha infiltrado todas las capas
de la pared del colon o recto. Puede invadir los 6rganos de
alrededor. No se aprecia afectacion ganglionar.

. Estadio III: el tumor ha invadido los 6rganos mas
proximos y afecta a los ganglios linfaticos.

*  Estadio IV: el tumor se ha diseminado afectando a
organos alejados del colon o recto como higado, pulmon,
ovario o ganglio no regional.

5. MORTALIDAD E INCIDENCIA

El CCR tiene una tasa de mortalidad de
aproximadamente 19,6 por cada 100.000 habitantes y una
tasa de incidencia de aproximadamente 46,4 por cada
100.000 habitantes (13). Ambas tasas han ido cayendo en
los ultimos afios debido al diagndstico en un estadio
temprano gracias al conocimiento de los factores de riesgo,
las pruebas de cribado colorrectal y la mejora en el
abordaje terapéutico. Concretamente en Espafia, la
supervivencia a los 5 afios se sitlla en este momento por
encima de la media de los paises europeos, con un 64 %,
mientras que la media europea es de un 57 % (4, 14).

6. FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL
CANCER COLORRECTAL

Los factores de riesgo asociados al CCR se pueden
dividir en independientes y dependientes, como se describe
en la Tabla 3: factores de riesgo independientes y factores
de riesgo dependientes.

Tabla 3. Factores de riesgo asociados al cincer colorrectal.

Factores de riesgo independientes

Factores de riesgo dependientes

Edad mayor de 50 afios.

Dietas ricas en carnes rojas y alimentos
procesados.

Antecedentes personales de pdlipos colorrectales o CCR.

Inactividad fisica.

intestinal.

Antecedentes personales de enfermedad inflamatoria | Obesidad.

Antecedentes familiares de polipos adenomatosos o CCR.

Tabaco.

Sindromes hereditarios como:
- Poliposis adenomatosa familiar.

syndrome de Lynch.

- Sindrome de Turcot.

- Sindrome de Peutz-Jeghers.

- Poliposis asociada al gen MUTYH.

- CCR hereditario no asociado a poliposis o

Ingesta de alcohol.

Procedencia afro-americana.

Judios procedentes de la Europa del Este.

Diabetes Mellitus tipo 2.

6.1. Factores de riesgo independientes: aproximadamente
el 5-10 % de los CCR se deben a defectos genéticos (15).
Entre estas enfermedades se encuentran:

4 Poliposis adenomatosa familiar.
Enfermedad hereditaria autosémica dominante
caracterizada por la aparicion de un gran nimero (mas de
100) de polipos de tipo adenomatoso en el colon y en el
recto, existiendo alto riesgo de que estos adenomas puedan
malignizarse. Es causada por mutaciones en el gen APC y
supone alrededor del 1% de todos los CCR (15).

v CCR hereditario no asociado a poliposis
o syndrome de Lynch. Enfermedad hereditaria con patrén
autosémico dominante caracterizada por el desarrollo de
CCR a edades mas tempranas que el CCR esporadico, con
predominio de localizacién en colon derecho y una elevada
tendencia a presentar neoplasias tanto sincronicas como
metacronicas tanto en el propio colon o recto, asi como en
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otros 6rganos (estdbmago, ovario, pancreas, rifidon, uréteres,
etc.). Se produce una mutacion en la linea germinal de
genes reparadores de ADN, principalmente en los genes
MLHI1, MSH2 y una pequefia proporcion en los genes
MSH6 y PMS2. Supone alrededor del 2-4% de todos los
CCR (15).

v Sindrome  de  Turcot. También
denominado “sindrome de tumor cerebral y poliposis” o
“sindrome de glioma y poliposis”. Es un trastorno
hereditario raro caracterizado por el desarrollo de
neoplasias malignas en el sistema nervioso central
asociadas a poliposis en el colon y en el recto, con pélipos
que suelen ser el origen de CCR. Se han definido dos tipos
de este sindrome, uno es causado por mutaciones en genes
similares a los observados en la poliposis adenomatosa
familiar, donde los tumores del sistema nervioso central
son glioblastomas multiformes y otro que es causado por
mutaciones similares a las producidas en el sindrome de
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Lynch, donde los tumores del sistema nervioso central son
meduloblastomas (15).

v Sindrome de Peutz-Jeghers. Enfermedad
hereditaria rara que se caracteriza por la asociacion de
numerosos poélipos distribuidos por el aparato digestivo y
zonas de pigmentacion oscura en la mucosa de la boca y
alrededor de los labios. Los po6lipos son hamartomas y son
causados por mutaciones en el gen STK1 (15).

v Poliposis asociada al gen MUTYH.
Enfermedad de herencia autosémica recesiva que
predispone al CCR, donde se ve alterado un gen que
codifica para una enzima ADN glicosilasa que repara el
ADN mutado producto del dafio oxidativo, de manera que
la ausencia de esta enzima aumentaria la tasa de
mutaciones somaticas permitiendo el desarrollo tumoral
(15).

6.2. Factores de riesgo dependientes:

v' Dieta. La inclusién de ciertos comportamientos
nutricionales en los hdabitos alimenticios parece estar
asociada con una reduccidén significativa del riesgo de
CCR. Algunos de estos comportamientos nutricionales
son: numero de comidas diarias, consumo de sal y comidas
ya elaboradas o preparadas. El habito de hacer ingestas
frecuentes esté relacionado con un mejor estado dietético y
con un mejor control de la glucemia, mientras que el alto
consumo de sal implica hipertension, sindrome metabolico
y enfermedad cardiovascular, lo que conlleva una
desfavorable epidemiologia del CCR. Por otra parte, el uso
de comidas ya elaboradas o preparadas incluye alimentos
procesados a altas temperaturas (fritura, parrilla,
barbacoa), que estan relacionados con la formacion de
aminas aromaticas heterociclicas, productos carcinégenos
y mutagénicos (15). Un efecto protector contra el CCR
podria ser la dieta mediterranea, que contiene (16-19):

. Elevadas proporciones de frutas, verduras,
nueces, legumbres y semillas. Ricas en fibra dietética, que
parece reducir el desarrollo de CCR debido a la reduccion
de exposicion de la mucosa coldénica a agentes
carcindgenos. Ademas, la fibra vegetal sirve de sustrato a
bacterias colonicas que general cadenas cortas de acidos
grasos como butirato, el cual posee una actividad
anticarcinogénica (14).

. Ricas en fuentes de carbohidratos de bajo indice
glucémico. Asociados con la reduccion del riesgo de CCR.
El factor de crecimiento insulinico tipo 1 se ha asociado
con un mayor riesgo de CCR debido a que promueve la
migracion celular, la proliferacion celular, la angiogénesis
y la inhibicion de la apoptosis y de la adhesion celular
(20).

. Bajo consumo de carne roja. El consumo de carne
roja se asocia con el desarrollo de CCR porque aumenta
los niveles fecales de compuestos como N-nitroso,
potencialmente cancerigeno (21).

. Consumo de aves y peces. Contienen pequefias
cantidades de micronutrientes (selenio, calcio), que se han
asociado inversamente con el riesgo de CCR en algunos
estudios epidemioldgicos. Ademas, los acidos grasos
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omega-3, presentes en los peces, inhiben el crecimiento del
tumor.

. Aceite de oliva. Contiene una alta proporcion de
acidos grasos monoinsaturados como el 4cido oleico, que
inhiben el desarrollo del CCR debido a la induccién de la
apoptosis en las células cancerosas intestinales.

. Productos lacteos bajos en grasa.

. Rica en antioxidantes (vitamina C, carotenoides,
fenoles y flavonoides). Puede estar implicado en la
prevencion de la iniciacion y progresion del CCR y puede
estar asociado con menores concentraciones plasmaticas
de marcadores de inflamacién y disfuncién endotelial.

Ll Vitamina D y calcio. El aumento de la ingesta de
vitamina D y calcio se han asociado con una disminucién
del riesgo de CCR (21).

v' Inactividad fisica. Diferentes estudios han
demostrado una relacion inversa entre la actividad fisica y
el riesgo de CCR (22), ya que el ejercicio puede prevenir
el desarrollo de pélipos a CCR debido a la reducciéon del
tiempo de transito gastrointestinal, que reducen la
exposicion de la mucosa colorrectal a carcindgenos
fecales. Ademas, estos estudios apoyan firmemente un
efecto beneficioso de la actividad fisica no sélo para la
prevencion primaria de la CCR, sino también después de
su diagnostico (23-26).

v' Obesidad. Un elevado indice de masa corporal se
ha asociado tanto con el desarrollo de adenomas colénicos
como con el desarrollo de CCR, y hace complicada la
gestion del mismo tras el diagnéstico debido a su
asociacion con resultados quirtrgicos deficientes (la
cirugia es la modalidad de tratamiento mas definitiva para
CCR potencialmente curables). Ademas, la obesidad se
asocia con sindromes metabolicos (hiperinsulinemia:
implica resistencia a la insulina y niveles elevados de
factor de crecimiento insulinico tipo 1) y con hipertrofia
adipocitaria o acumulacion excesiva de tejido adiposo (27,
28). Los adipocitos participan como mediadores centrales
de la respuesta inflamatoria en individuos obesos
secretando hormonas, citocinas proinflamatorias y factores
de crecimiento que tienen relevancia para la patogénesis
del CCR. Entre las hormonas secretadas por los adipocitos,
las mas relevantes son la adiponectina, la leptina y la
grelina, que promueven la mitosis de las células CCR, la
angiogénesis y la tumorigénesis y suprimen la apoptosis de
las células epiteliales del colon.

v' Tabaco. En varios estudios se ha observado un
aumento de varias alteraciones genéticas (mutaciones
transversales) en el CCR de pacientes fumadores,
asociandose el tabaquismo a un aumento del riesgo de
padecer CCR (29).

v Alcohol. Existe una relacion lineal entre la ingesta
de alcohol y el desarrollo de CCR, de manera que ingestas
superiores a 12,5-30 g de etanol al dia se ha asociado con
un aumento del riesgo de CCR (30, 31) pues el alcohol
induce el citocromo P-450, que inhibe la desintoxicacion
de carcinégenos. Sin embargo, un estudio en una
poblacion mediterranea sugiere un efecto protector del
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consumo moderado de alcohol en el desarrollo del CCR
(32).

En lo que se refiere al desarrollo de los paises, el World
Health Report en 2015 hizo hincapié en el problema que
supone el sobrepeso, tabaquismo y consumo de alcohol en
los paises desarrollados, contribuyendo a enfermedades
como son por ejemplo el cancer (33).

7. PRUEBAS DE CRIBADO DEL CANCER
COLORRECTAL

Las pruebas de cribado del CCR es otra de las causas
implicadas en la reduccién de la mortalidad y de la
incidencia del CCR. Tienen un papel importante no sélo en
el diagndstico, sino también en la prevencién de la CCR
pues implican la deteccién y extirpacién de poélipos pre-
cancerosos, previniendo el desarrollo de tumores malignos
y/o su deteccién en estadios precoces. El cribado de CCR
tiene como publico tanto a poblacién de riesgo medio
(poblacién entre 50 y 74 afios sin antecedentes familiares)
(34) como poblacién de riesgo alto (poblacién con
antecedentes familiares).

En general, las pruebas de cribado colorrectal se
pueden dividir en dos grupos descritos en la tabla 4:
pruebas basadas en muestras bioldgicas y pruebas basadas
en técnicas de imagen (35).

7.1 Pruebas basadas en muestras biologicas:

v’ Tests de sangre oculta en heces: el mas
ampliamente usado es el test de guayaco, que se basa en la
deteccion de la actividad peroxidasa de la hemoglobina,
emitida a la luz intestinal de algunos adenomas y del
propio CCR, debido a la posible ulceracion y friabilidad de
los mismos. Dos pequefias muestras de heces son
recogidas durante tres deposiciones consecutivas. Es un
test muy barato, pero su principal limitacién es su alto
porcentaje de resultados falsos positivos que obliga a la
realizacion de una colonoscopia en todos los pacientes que
hayan dado positivo. La especificidad de la prueba es
aproximadamente del 80%, aunque la sensibilidad es
inferior. Otra limitacion es las restricciones dietéticas que
precisa, pues no distingue entre hemoglobina humana y no
humana (34).

v’ Tests inmunoquimicos fecales: tienen una
sensibilidad superior a los test de guayaco, pues estas
técnicas incorporan métodos inmunoldgicos cuantitativos
y cualitativos que detectan especificamente sangre
humana. En cambio, presentan una baja especificidad y
alto coste. Ademas pueden dar lugar a resultados falsos
negativos en los sangrados procedentes del tracto
gastrointestinal superior por el proceso de degradacion de
la hemoglobina en su recorrido por el tubo digestivo (34).
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V' Tests de deteccion fecal de ADN humano fecal: se
basan en la deteccion de mutaciones del ADN en heces,
que permite detectar carcinomas no sangrantes, mejorando
la sensibilidad de las pruebas de sangre oculta en heces. El
problema fundamental es que no existe una Unica diana de
ADN, sino que existen multiples alteraciones (KRAS,
adenomas  poliposis coli, p53, inestabilidad de
mirosatélites) que deben ser chequeadas para lograr una
alta sensibilidad. Ademas presentan el inconveniente del
alto coste (35).

7.2 Pruebas basadas en imdgenes: tienen como desventaja
el alto coste, sin embargo, el ahorro de costes se consigue
con la deteccién en estadios precoces de las neoplasias,
evitando de este modo los costes derivados del uso de
quimioterapia en estadios avanzados, ademds de Ia
innegable ventaja en cuanto a supervivencia y calidad de
vida global.

v' Colonoscopia: es la mejor técnica para el cribado
CCR, se considera la prueba gold standard. Permite la
visualizacién de todo el colon y ademds de detectar
neoplasias en pacientes de alto riesgo, permite en el mismo
acto la reseccion de pdlipos durante el proceso y la toma
de biopsias (36), asocidndose con una reducciéon de la
incidencia de CCR en hasta un 90% (7, 37).

v’ Sigmoidoscopia: es de menor eficacia que la
colonoscopia para la reduccion de la incidencia global del
CCR, puesto que solo permite explorar hasta 60 cm,
quedando parte del colon proximal sin explorar. También
permite realizar polipectomia y en aquellos casos en que se
detectan polipos en la rectosigmoidoscopia, se puede
completar con una colonoscopia total, incrementdndose la
incidencia de la deteccion de la neoplasia (34).

v' Enema opaco: se trata de una prueba de rayos X y
no hay datos cientificos que avalen su eficacia como
prueba en el cribado poblacional. No obstante su principal
inconveniente es que el paciente tiene que someterse a una
colonoscopia posterior si se identifican anomalias durante
la exploracion (15).

v' Colonoscopia virtual o colonografia por
tomografia computarizada: se trata de un examen
radiologico que emplea la tomografia computarizada para
obtener una vision interna del colon. Su uso es interesante
en pacientes donde la  colonoscopia resultase
especialmente peligrosa debido a la existencia de otras
patologias médicas concomitantes como pudieran ser
trastornos cardiopulmonares, situaciones de
anticoagulacion, obstruccion intestinal, etc. El principal
inconveniente es que se trata de una técnica diagndstica y
no permite la reseccion simultanea de los polipos (15).
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Tabla 4. Pruebas de cribado del cancer colorrectal.

Pruebas basadas en muestras biologicas

Pruebas basadas en imdgenes

Test de sangre oculta en heces.

Colonoscopia.

Tests inmunoquimicos fecales.

Sigmoidoscopia.

Tests de deteccion fecal de ADN humano fecal.

Enema opaco.

Colonoscopia virtual o colonografia por tomografia
computarizada.

8. MEJORA EN EL ABORDAJE TERAPEUTICO
DEL CANCER COLORRECTAL

8.1. Quimioterapia adyuvante

El tratamiento farmacologico del CCR ha evolucionado
mucho en los ultimos afos. En cuanto a la quimioterapia
adyuvante, usada tras la cirugia con la finalidad de
disminuir las recidivas y aumentar la supervivencia de los
pacientes, el S-fluorouracilo (5-FU) ha sido la base del
tratamiento y se ha demostrado que la adicién de
oxaliplatino e irinotecan a 5-FU ha aumentado la
supervivencia global (SG) de 12 a aproximadamente 18
meses (38). Ademads, el 5-FU intravenoso puede ser
sustituido por capecitabina como agente Unico o en
combinacién con oxaliplatino, con la ventaja de su
administracién oral y perfil de seguridad mas favorable
(con la excepcion de una tasa relativamente mas alta de
eritrodisestesia  palmoplantar). Estos regimenes se
consideran generalmente intercambiables (39) y existen
varias variaciones de estas combinaciones con los
acréonimos FOLFOX (5-FU + oxaliplatino), XELOX o
CAPOX (capecitabina + oxaliplatino) y FOLFIRI (5-FU +
irinotecan). La combinacién de capecitabina + irinotecan
(XELIRI) y la combinaciéon de 5-FU + oxaliplatino +
irinotecan (FOLFOXIRI) son probablemente mas toxicas
(40-43).

El 5-FU se usa frecuentemente en combinacion con
acido folinico (leucovorin), lo que parece potenciar los
efectos inhibidores del crecimiento del 5-FU. El
leucovorin puede aumentar la union del fluorouracilo a una
enzima dentro de las células cancerosas. Como resultado,
el 5-FU puede permanecer en la célula cancerigena mas
tiempo (44).

La duracion de la terapia adyuvante debe ser de 6
meses, aunque implica una cuestiéon importante dada la
neurotoxicidad acumulada de oxaliplatino, que a veces
obliga a no finalizar dicho tratamiento.

8.2. Cancer colorrectal estadio 1

El tumor estd localizado y el tratamiento es
exclusivamente quirtirgico, con excelente prondstico tras
la intervencion. Estos pacientes no se benefician de la
quimioterapia adyuvante.
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8.3. Cancer colorrectal estadio 11

En particular, los pacientes diagnosticados de CCR
estadio II tienen un buen prondstico después de la
reseccion quirurgica curativa y no parecen beneficiarse de
la quimioterapia adyuvante (45). La relacion riesgo-
beneficio para la quimioterapia en estos pacientes debe
considerarse caso por caso y los clinicos deben basarse en
el beneficio absoluto mas que en las reducciones del riesgo
relativo. El uso de FOLFOX es apropiado quizas para
aquellos pacientes con CCR en estadio II seleccionados
como de alto riesgo (46).

8.4. Cancer colorrectal estadio 111

Tras una cirugia con intencioén curativa, los pacientes
con CCR estadio III, se benefician de la adicion de
oxaliplatino a 5-FU o a capecitabina como terapia
adyuvante, con una mayor SLP para ambos regimenes [HR
0,82; IC del 95%: 0,72 a 0,93; p = 0,002) (46) y (HR 0,80,
IC del 95%, 0,69 a 093, p = 0,0045) (47),
respectivamente]. Capecitabina es por lo tanto una
alternativa eficaz a 5-FU como terapia adyuvante (48).
Ademas, el régimen de FOLFOX ha mostrado una
tendencia al beneficio en la tasa de SG, 78,5% y 76,0% en
los grupos FOLFOX y 5-FU respectivamente (HR 0,84, IC
del 95%, 0,71 a 1,00; p = 0,046) (49). En general, los
beneficios de la adicion de oxaliplatino son menos claros
cuando el riesgo de recidiva es bajo (grado bajo,
enfermedad T1/2 o N1) o alto (comorbilidades asociadas,
ancianos, mal EGOG) (39). ECOG se trata de una escala
desarrollada por el Eastern Cooperative Oncology Group
con el objetivo de medir la repercusion funcional de la
enfermedad oncolégica en el paciente como criterio de
progresion. La escala ECOG consta de 5 categorias
resumidas en la tabla 5 (50, 51).

En cuanto al irinotecan, su adiccion a 5-FU en
pacientes con CCR estadio III no demostrd ventaja en SLP
ni SG en estudios de fase III adyuvantes en comparacion
con 5-FU en monoterapia (52).

Los agentes biolégicos han sido decepcionantes en los
estudios adyuvantes de pacientes con CCR estadio III a
pesar de su eficacia en el CCR metastasico (CCRm), como
se vera a continuacion.
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Tabla 5. Escala ECOG.

Grade | ECOG

0 Totalmente asintomatico y capaz de realizar un trabajo y actividades normales de la vida diaria.

1 Restringido en actividad fisicamente extenuante pero ambulatorio y capaz de llevar cabo el
trabajo de naturaleza liviana o sedentaria, p. ej., tareas domésticas livianas, trabajo de oficina.

2 Ambulatorio y capaz de todos los cuidados personales pero incapaz de llevar a cabo cualquier
actividad laboral. Levantado y caminando mas del 50% de las horas de vigilia.

3 Paciente capaz solo de cuidados personales limitados; confinado a la cama o a una silla mas del
50% de las horas de vigilia.

4 Completamente discapacitado. No puede llevar a cabo ninglin cuidado personal. Totalmente
confinado a una cama o silla.

5 Fallecido.

8.5. Cancer colorrectal estadio IV

Cuando las lesiones tumorales se convierten en
metastasicas, la estrategia general de tratamiento depende
de si la enfermedad es resecable o solo es susceptible de
un tratamiento paliativo. La evaluacion de estos pacientes
con CCRm debe ser establecida por un comité
multidisciplinario, que debe determinar las metas del
tratamiento: prolongacion de la supervivencia, curacion,
mejoria de los sintomas relacionados con el tumor,
detencion de la progresion tumoral y/o mantenimiento de
la calidad de vida.

Si la enfermedad metastasica es resecable, la prioridad
del tratamiento de primera linea es el control inmediato del
tumor para mejorar los sintomas relacionados con la
enfermedad, estabilizar rapidamente la enfermedad
progresiva y reducir las metéstasis antes de la cirugia
(quimioterapia neoadyuvante). El tratamiento médico de
CCRm implica recientemente quimioterapia en
combinacién con nuevas terapias dirigidas,
proporcionando estos nuevos regimenes una mayor tasa de
reseccion, mayor SLP y mejor SG (53). Hay poca
diferencia en la eficacia entre FOLFOX y FOLFIRI como
tratamientos quimioterapicos de primera linea y la
principal diferencia entre ambos regimenes es el perfil de
toxicidad; mas efectos secundarios gastrointestinales,
fatiga y alopecia en pacientes tratados con FOLFIRI y mas
trombocitopenia, neurotoxicidad y reacciones de
hipersensibilidad en pacientes tratados con FOLFOX (54,
55). La eleccion de un régimen sobre el otro depende de
factores tales como son la edad del paciente, ECOG, las
comorbilidades asociadas, la preferencia del paciente y la
toxicidad o disponibilidad de los fArmacos. La exposicion
a los tres agentes citotoxicos (5-FU, oxaliplatino e
irinotecan) en varias secuencias puede resultar en una
supervivencia mas larga.

Entre las nuevas terapias dirigidas que se usan en
combinacion con los esquemas de quimioterapia habria
que mencionar:

. Bevacizumab: anticuerpo monoclonal que se une
al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
(56). En cuanto al perfil de seguridad, bevacizumab
presenta efectos adversos severos poco frecuentes con una
toxicidad aceptable clinicamente manejable (hipertension,
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proteinuria, sangrado, tromboembolismo, perforacion
gastrointestinal, etc.) (57, 58).

. Cetuximab y  panitumumab:  anticuerpos
monoclonales cuya diana especifica es el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (56). En cuanto
a la genética, se sabe que la mutacién del gen KRAS es
predictivo de no respuesta al tratamiento con cetuximab y
panitumumab (59, 60), pero los pacientes con mutaciones
en el codon 13 del gen KRAS, que representan
aproximadamente 15-20 % de todos MKRAS, parecen
responder a cetuximab con una magnitud similar a los de
tipo KRAS nativo (61, 62). Respecto al panitumumab, los
pacientes con mutaciones en RAS y en el exén 2 de KRAS
son predictivos de buenos resultados, respondiendo de
manera similar que los pacientes con KRAS nativo (63). El
efecto adverso mas comun para ambos anticuerpos son los
trastornos de la piel y del tejido cutaneo, sin relacionarse
muertes con dicha toxicidad (64, 65).

A pesar de los aumentos en la SLP y SG, muchos
pacientes inevitablemente progresan a la primera linea de
tratamiento quimioterapico, implicando el cambio a
terapias de segunda linea. Para la mayoria de los pacientes
la progresion después de un esquema que incluya
oxaliplatino resultara en un cambio a terapia basada en
irinotecan y viceversa. Como en la primera linea, los
esquemas de tratamiento se basan en un régimen
quimioterapico mas terapias dirigidas, pudiendo ser
valorados en esta linea, también farmacos como aflibercet,
proteina recombinante que se une al VEGF. Este farmaco
so6lo presenta beneficio en asociaciéon con el esquema
FOLFIRI, presentando un perfil de seguridad relacionado
con el tratamiento anti-VEGF (hipertension, sangrado
mucoso, proteinuria) (66).

El esquema de eleccion, dependera como en la primera
linea de varios factores como son el estadio KRAS, la edad
del paciente, el ECOG, las comorbilidades asociadas, la
toxicidad y la disponibilidad el farmaco.

Muchos pacientes que progresan después de todas las
terapias estandar mantienen un buen ECOG y buena
funcién organica, pudiendo ser candidatos a terapias
adicionales como son regorafenib y TAS-102, firmacos de
administracion oral independientes de mutaciones en el
gen KRAS. El regorafenib presenta como principales
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efectos adversos eritrodisestesia palmo-plantar,
hipertensiéon,  hiperbilirrubinemia, hipofosfatemia y
aumento de alanina aminotransferasa (67) y el TAS-102,
principalmente neutropenia, seguido de diarrea, fatiga,
nauseas (68, 69).

Por tltimo, algunos de los pacientes con CCRm
presentan una enfermedad no resecable y serdn solo
candidatos a quimioterapia paliativa. Para estos pacientes,
la quimioterapia mds bevacizumab, quimioterapia mas
terapias EGFR dirigidas o quimioterapia sola seria una
opcién de tratamiento de primera linea apropiada. Los
objetivos del tratamiento paliativo son la prolongacion de
la supervivencia, el control de los sintomas y el
mantenimiento de la calidad de vida.

9. CONCLUSIONES

El CCR es la neoplasia mas frecuente del aparato
digestivo y el tercer tumor de mayor incidencia a nivel
mundial. Son varios los factores de riesgo y protectores del
CCR que se han descrito, algunos independientes del tipo
de vida de los pacientes y otros dependientes del mismo.
Las pruebas de cribado del CCR son una de las causas
implicadas en la reduccién de la mortalidad y de la
incidencia del CCR, pues suponen una deteccion de CCR
en estadios no avanzados que permiten afrontar Ia
enfermedad en etapas tempranas proporcionando asi
mejores prondsticos. Tras el diagnostico de CCR hay que
conocer la estadificacion del mismo para poder emplear el
mejor esquema terapéutico posible; en los estadios 1 y II
(tumores localizados) el tratamiento es unicamente
quirurgico y, en los casos de estadios II de alto riesgo y
estadio III  (tumores localmente avanzados) se
complementa con quimioterapia adyuvante. Para el manejo
de la enfermedad metastésica (estadio IV) se utilizan
combinaciones de quimioterapia y farmacos bioldgicos.
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RESUMEN: En este trabajo se pasa revista a los
aspectos de la vida y de la obra de Carl Remigius
Fresenius, un eminente quimico alemén del siglo XIX
considerado como el padre de la Quimica Analitica. El
trabajo se divide en varias secciones y hace hincapié: 1)
en la publicacion de sus dos libros de texto sobre
analisis cualitativo (1841) y cuantitativo (1845), que se
convirtieron en un referente durante casi un siglo, en la
sistematica de cationes conocida como marcha del
sulthidrico; ii) en la fundaciéon de un laboratorio en
Wiesbaden (1848) destinado a la ensefianza de la
quimica y a sus aplicaciones practicas, y; iii) en la
fundacion de la primera revista analitica, el “Zeitschrift
fir analytischen Chemie” (1861). Fresenius es
considerado por la Federaciéon Europea de Sociedades
Quimicas como uno de los cien quimicos mas eminentes
de la historia.
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1. INTRODUCCION

El presente trabajo tiene por objeto adentrarse en la
vida y obra de Carl Remigius Fresenius, un cientifico
aleman que puede considerarse como padre de la quimica
analitica. La obra de Fresenius ha ejercido una enorme
influencia en la formacion de farmacéuticos y quimicos
durante décadas. Creador de una dinastia cientifica que se
ha mantenido viva a lo largo del siglo XX, Fresenius es
considerado como uno de los quimicos més eminentes de
la historia. Pasamos revista de forma secuencial a aspectos
de su vida y obras, al laboratorio que crea en Wiesbaden,
todo un referente, a la marcha del sulfhidrico como se la
conoce, a sus libros de texto de andlisis cualitativo y
cuantitativo, y a la primera revista cientifica analitica, el
“Zeitschrift fiir analytische Chemie” por ¢l fundada,
concluyendo con algunas consideraciones finales.

2. ASPECTOS DE LA VIDA Y OBRA DE CARL
REMIGIUS FRESENIUS

Carl Remigius Fresenius nace en Frankfurt el 28 de
Diciembre de 1818, y fallece en Wiesbaden el 11 de Junio
de 1897 (1-5). Hijo menor del abogado Dr. Juris Jacob
Heinrich Samuel Fresenius y Marie Veronika Finger, se le
considera uno de los grandes referentes en el campo de la
quimica analitica (6-8). Fresenius es uno de los hombres
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eminentes de su generacion que conectan con el periodo de
Liebig, caracterizdndose tanto por su brillantez como por
su actividad en variados campos del saber (3).

Hasta la Guerra de los Treinta afios la mayoria de sus
antepasados masculinos habian sido ministros protestantes
(2). Fresenius inicia su formacién cientifica en su Ciudad
natal, ejerciendo de aprendiz en una farmacia durante
cuatro afios (3, 9, 10), actividad que simultanea con la
asistencia a conferencias sobre quimica, fisica y boténica.
En esos afos de juventud, practicaba también la quimica
en un pequefio laboratorio instalado en el jardin de la casa
de su abuelo (6, 10).

En 1840 se matricula en la Universidad de Bonn,
donde permanece bajo la tutela de distinguidos profesores
como Bischof, Treviranus, Vogel, Noggerath y Marquart,
y estudia ciencia, historia y filosofia (2, 3). Alli, en el
transcurso de su segundo semestre, con la ayuda y apoyo
de Marquardt en cuyo laboratorio trabaja, escribe su
primer libro “Anleitung zur qualitativen chemischen
Analyse” (1, 5, 9-11), basado casi totalmente en sus
propias experiencias. En aquello tiempos muy pocas
instituciones daban la oportunidad de experimentacion
practica, y Bonn no era uno de ellos.

Ludwig Clamor Marquart, farmacéutico aleman, es el
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introductor del término antocianina (12, 13), derivado del
griego anthos (flor) y kyanos (azul) para designar a los
pigmentos azules de las plantas. El nombre se aplica hoy
dia a los pigmentos del grupo con independencia de su
color (rojo, azul, pirpura, malva, magenta).

Fresenius dedica la primera edicion del libro a
Marquart. En la segunda edicién (Figura 1) y sucesivas

aparece un prefacio de Liebig. La obra llega a tener
dieciséis ediciones en alemdn, y es traducida al inglés
(ocho veces) (14), francés (15), italiano, ruso, espafiol (16,
17), holandés, hungaro y chino. La edicién decimoséptima,
revisada por su hijo, es traducida en 1921 por C.A.
Mitchell como “Introduction to Qualitative Chemical
Analysis” (9).

Figura 1. Segunda edicién alemana de la obra de Carl Remigius Fresenius Analisis Quimico Cualitativo (11).

El objetivo principal de sus experimentos es la
identificacion cualitativa de los distintos elementos por el
método de via humeda (2, 4). Fresenius se enfrenta a la
falta de directrices existentes para la practica del analisis
cualitativo sistematico. Los textos previos consideraban
so6lo el comportamiento de los elementos en presencia de
diversos reactivos, pero no sugerian métodos sistematicos
(7) para la identificacion de los componentes de una
mezcla de sustancias desconocidas. Fresenius idea un
método propio para la identificacion sistematica (18) y la
separacion de los metales individuales (cationes) y los no
metales (aniones), a la vez que selecciona de entre la gran
multitud de reacciones posibles, las que considera mas
adecuadas (2).

En 1841 se traslada a Giessen, como Marquart le habia
aconsejado, para continuar sus estudios bajo la direccion
de Justus von Liebig (3, 9), asistiendo también alli a las
clases impartidas por Heinrich Buff y Hermann Kopp (2).
Liebig es un gran educador y ejerce una influencia
profunda sobre Fresenius (10). Su sistema de andlisis
cualitativa sistematico de elementos inorgédnicos funciona
tan bien que en 1842 presenta la segunda edicién de su
libro como Tesis Doctoral, defendida el 23 de julio de
1842 (10). La tercera edicion fue publicada en 1844, la
cuarta en 1846, y la quinta en 1847.
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Dedica su segundo libro (19), “Anleitung zur

quantitativen Chemischen Analyse” publicado en 1845, al
analisis cuantitativo, y es traducido al inglés y holandés (2)
y otros idiomas (20). El 23 de junio de 1843 recibe la
habilitacion como docente privado en Giessen, donde
permanece hasta septiembre de 1845, cuando se le ofrece
una plaza de Profesor de Quimica, Fisica y Tecnologia en
el Instituto Agricola en Wiesbaden (1, 6, 10, 21-23).
Justo antes de trasladarse a Giessen, se casa con su prima
Charlotte Rumpf, con la que tiene cuatro hijas y tres hijos.
Dos de ellos, Heinrich y Wilhelm, y el nieto de unas de sus
hijas se dedican también al estudio de la quimica (2),
prosiguiendo la obra que él habia comenzado (24). Tras
afos de matrimonio fallece su esposa, y se casa en
segundas nupcias con Auguste Fritze, amiga de su primera
esposa.

3. EL LABORATORIO DE WIESBADEN

En 1845 comienza su labor docente en el Instituto
Agricola, a la vez que imparte conferencias nocturnas de
quimica experimental en el Palacio Ducal, durante el
invierno de 1845-1846 (3, 6, 7). El Colegio estaba muy
mal equipado, no existiendo laboratorio alguno, ya
destinado al propio trabajo experimental o al educativo,
situaciéon que no encajaba con su punto de vista (10).
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Decide por esta circunstancia fundar su propia Escuela de
Quimica, con un subsidio financiero que le otorga el
Estado, al haber sido reconocida oficialmente su ensefianza
por el Gobierno del Ducado de Nassau (5).

En 1847 compra una casa, en la que habilita también
un laboratorio, inaugurado el 1 de mayo de 1848. Se
ofrecia a los alumnos formacién en quimica préctica,
especialmente en los procedimientos analiticos (2, 22, 25).
Al principio el laboratorio contaba con cinco estudiantes
que trabajaban bajo la direccion de Emil Erlenmeyer, mas
tarde profesor de Quimica en la Universidad de Munich
(9). El numero de alumnos aumenta rdpidamente, y en el
curso 1854-1855 ya eran treinta y ocho, junto con tres
profesores (2, 3, 25) .

Existian en aquel entonces en Alemania muy pocos
laboratorios de formacion quimica, y una buena parte de la
industria quimica y farmacéutica, que estaba “in
crescendo”, mantenia muy buenas relaciones con el
laboratorio de Fresenius (2), como por ejemplo los casos

Julia Martin, Carlota Elisa Muriel Neira, Agustin G. Asuero

de A. Briining, E. Lucius, W. Kalle, L. Merck, R. Koepp, y
D. Haén, antiguos alumnos en Wiesbaden. El programa de
formacion del laboratorio se va ampliando, completandose
y mejorandose en sucesivas etapas (2, 3, 6).

En 1862 se crea una seccion farmacéutica incluyéndose
un programa de preparacién para los estudiantes de
Farmacia, destinado a la superacion del examen
farmacéutico estatal, que tuvo mucho éxito. E1 Ducado de
Nassau concedia créditos universitarios para estudiar en el
laboratorio de Fresenius, pero esta situacion se interrumpe
cuando Nassau fue tomada por Prusia (9). Una década
después el laboratorio (Figura 2) comienza a ofertar
formacién en Quimica y Nutricidon, funddndose finalmente
un departamento de Higiene y Bacteriologia en 1884 con
el Dr. Hueppe al frente como primer director (3), que
facilita la formacion de personal en salud publica, y cada
vez en mayor medida la formacion de técnicos de
laboratorio (2).

Figura 2. Laboratorio de Quimica de Wiesbaden, con Fresenius al frente (21).

Una parte de dicho laboratorio se orientd hacia la
aplicacion de muchos de los métodos desarrollados en
respuesta (21, 23) a los problemas existentes en la época.
En 1849, Fresenius comienza a analizar de modo
sistematico las aguas minerales de una gran parte de los
manantiales de la regién de Nassau y de otros manantiales
de Alemania y de paises extranjeros (6, 21). Este tipo de
ensayos se extendido pronto a los productos naturales y
fabricados, con el propdsito practico de la determinacion
exacta de sus componentes quimicos (23). Estos valores se
utilizaron tanto con fines comerciales como para la
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resolucion de conflictos entre empresas y clientes. Todo
esto se tradujo en el desarrollo de mejores métodos y
procedimientos analiticos (3).

También fue creado en el establecimiento un
laboratorio de agricultura, lo que condujo finalmente al
desarrollo de la Quimica Agricola y a la creaciéon de un
departamento de cata de vinos en 1868 (2, 5). La
importancia del Departamento de Bacteriologia e Higiene
sigue creciendo, bajo la posterior direccion de G. Frank,
realizando pruebas de higiene y bacteriologia para la
industria de los productos alimenticios, especialmente de
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aguas y bebidas.

El laboratorio sigue creciendo, y los hijos de R.
Fresenius, Heinrich y Wilhelm, y su nieto, contintian la
tradicion (3, 21). En el verano de 1897 el laboratorio
emplea a 16 estudiantes, un niimero similar de auxiliares, y
54 aprendices (9). Estando Fresenius pensando en la
jubilacién, tras su centésimo semestre en el laboratorio,
fallece de repente tras suftrir un infarto, la noche del 10 al

11 de junio de 1897 (2, 10, 22, 25). Sus restos reposan en
el antiguo cementerio de Wiesbaden (Figura 3) (26). El
arbol genealédgico de los Fresenius (27), se muestra en la
Figura 4. Wilhelm (II) Friedrich Nills Remigius Fresenius
fallece en 2004, a la edad de 91 afios, a la que continuaba
trabajando con ¢éxito en el Instituto fundado por su
bisabuelo, Carl Remigius Fresenius (24).

Figura 3. Tumba de Carl Remigius Fresenius en el cementerio antiguo de Wiesbaden (26).

FRESENIUS TREE

Carl Remigius Fresenius
(1818-1897)

|

Remigius Heinrich Fresenius
(1847 - 1920)
|
Karl Wilhelm Achim
Remigius Fresenius
(1878 - ?)
|
Wilhelm (II) Friedrich Nils
Remigius Fresenius
(1913 -)

Theodor Wilhelm Fresenius
(1856 - 1936)
|
Remigius Ludwig Fresenius
(1886 - 1936)

Figura 4. Arbol genealdgico de los Fresenius (27).
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4. LA MARCHA DEL SULFHIDRICO

Entre los logros significativos de Fresenius, podemos
citar la marcha sistematica para la separacion de sustancias
que se presenta en su primer libro (3, 18, 28).
Particularmente importante es la presentacion, ya en la
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primera edicion, de la separacion sistematica de iones en el
grupo de precipitados del sulfuro de hidrégeno. La
presentacion es mucho mas clara y concisa que la del libro
de Heinrich Rose (Figura 5), en el que Fresenius
claramente se basa.

Figura 5. Portada de la traduccidn inglesa del tratado de Quimica Analitica de Heinrich Rose.

El sistema de separacion se modifica y amplia en la
tercera edicion, publicada en 1844, pero es sorprendente el
hecho de que la sistematica para la separacion de iones
metélicos con el uso de acido sulthidrico e hidroxidos se
ha mantenido y se utiliza practicamente sin cambios en
esta forma original, incluso hoy en dia (3, 29-31). La
recomendacion original para la separacion del grupo de

sulfuro de amonio ha sido testigo, en cambio, de muchas
modificaciones y adiciones a lo largo del tiempo (3).

A la izquierda (Figura 6), se muestra el diagrama de
Rose para la separacion del grupo del sulfuro de
hidrégeno; a la derecha se muestra la misma separacion,
bajo el diagrama de R. Fresenius (3, 9, 32).

Figura 6. Diagramas de Rose (izquierda) y de Fresenius (derecha) para la separacion de sulfuros (3).
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Fresenius divide los cationes (u o¢xidos metalicos,
como se les llamaba entonces bajo la teoria dualista de
Berzelius) en seis grupos. En el mismo grupo estaban
clasificados los cationes que se comportan de la misma
manera (precipitan o, con menor frecuencia, se disuelven)
en presencia de un reactivo dado bajo condiciones
experimentales especificas. El reactivo basico usado es el
sulfuro de hidrogeno; determinandose las propiedades y el
comportamiento de los diversos sulfuros metalicos en
diferentes situaciones (2). Se sigue la clasificacion :

Grupo 6: metales que forman un precipitado con
sulfuro de hidrogeno en disolucion alcalina o 4acida:
mercurio (+1, +2), plomo, bismuto, plata, cobre y cadmio.
La plata, el mercurio (+1), y el plomo precipitan en medio
acido clorhidrico.

Grupo 5: oro, platino, antimonio, estafio (+4, +2),
arsénico (+3, +5), cuyos sulfuros son solubles en sulfuro
de amonio.

Grupo 4: metales cuyos sulfuros son precipitables
solamente en disoluciéon alcalina o neutra: zinc,
manganeso, niquel, cobalto, y hierro (+3, +2).

Grupo 3: metales cuyos sulfuros son solubles y cuyos
hidréxidos son precipitables con sulfuro de amonio:
aluminio y cromo.

Grupo 2: metales cuyos sulfuros son solubles y se
precipitan con carbonatos alcalinos y fosfatos alcalinos:
bario, estroncio, calcio y magnesio.

Grupo 1: tanto los sulfuros y carbonatos son solubles:
sodio, potasio, y amonio.

Esta clasificacion coincide exactamente con la que
todavia estd en uso hoy en dia, a excepciéon de los grupos 4
y 3 que fueron posteriormente fusionados y la numeracion
se invirtid, el grupo 6 de Fresenius se convirtié en la clase
1, etc. Fresenius no se contenta con la separacion de
grupos, y a través del tratamiento con otros reactivos
adecuados, separa cada grupo en sus elementos
individuales (3, 9). Las primeras ediciones del texto
carecian de estas separaciones sistemadticas representadas
como Tablas en la Figura 6, por razones aclaradas en el
prefacio de la 4* edicion, publicada en 1846. El numero de
reactivos que emplea es relativamente pequefio, lo que
hizo que su sistema fuese simple y facil de aprender.

Otros de los grandes logros de su trabajo (2) es el
empleo de cianuro de potasio en el trabajo analitico, la
diferenciacion de los espejos de arsénico y antimonio en el
ensayo de Marsh, el método de cianuro para detectar
arsénico en casos forenses (con Babo), o sus numerosas
contribuciones al analisis de fosfatos, acetato y sulfatos.

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

5. LOS LIBROS DE TEXTO: COMENTARIOS
ADICIONALES

Para Fresenius, la Quimica Analitica es una rama
particular de la Quimica que se ocupa especialmente de la
descomposicion (del analisis) de los cuerpos intentando
descubrir en ellos los elementos simples. El andlisis se
llama cualitativo si unicamente deseamos un conocimiento
de estos elementos en lo que se refiere a su naturaleza,
pero si se pretende encontrar la cantidad de cada elemento,
las proporciones ponderales segun las cuales entran en la
composicion del compuesto, entonces se llama cuantitativo
(32). Las portadas de las ediciones de 1877 y 1887 de la
obra Andlisis Quimico Cuantitativo de Fresenius se
muestran en la Figura 7.

Gran parte de su trabajo estuvo relacionado con la
publicacion de sus libros. Se plante6 como objetivo
ensayar todos los métodos de analisis, que incluy6 en sus
libros, con el deseo de suministrar la informacién mas
exacta posible y con la maxima precision (7). Su principal
interés radicd en los métodos de analisis (18), y se opuso,
de forma activa en un primer momento, y de forma pasiva
en los ultimos afios, a todo lo que le llevaba a interponerse
en el camino de la quimica analitica.

Los tratados de Analisis Quimico Cualitativo y
Analisis Quimico Cuantitativo de Fresenius permanecen
en una posicion prominente en Alemania como textos de
referencia durante al menos tres cuartos de siglo, siendo
durante este periodo revisado y reimpreso frecuentemente
(33).

Sus obras son traducidas como se ha comentado a
muchos idiomas. En concreto Magin Bonet y Bonfill
traduce la obra de Fresenius sobre Analisis Quimico
Cualitativo cinco afios después de la primera edicidon
alemana, en 1846, Ramoén Ruiz en 1953, y Vicente Peset y
Cervera mas tarde.

En la bibliografia se recogen las primeras ediciones de
sus obras sobre analisis quimico cualitativo y cuantitativo,
en aleman, inglés, francés y espafiol. La duplicacion de
muchos de los antiguos equivalentes, que resultaba
necesaria tras la aceptacion de las leyes de Avogadro y de
Dulong y Petit, fue un duro golpe para Fresenius, y asistio
por tanto a la decadencia, o mejor dicho, a la derrota de las
concepciones dualistas (2) con consternacion y tristeza,
destacandose siempre en sus escritos por el uso de la
notacion “equivalentista” antigua (6).

Cada vez resultaba mas obvio que la forma de los
libros de texto requeria un cambio, ya que el numero de
estudiantes que aprendian con un mismo profesor iba en
aumento. El trabajo para preparar estas ediciones sobre
analisis quimico cualitativo y cuantitativo limité el tiempo
de dedicacion a ediciones de otras obras suyas sobre
Agricultura y quimica agricola (3).
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Figura 7. Analisis Quimico Cuantitativo de Fresenius, 1877 y 1887 (21).

6. EL “ZEITSCHRIFT FUR ANALYTISCHEN
CHEMIE”: PRIMERA REVISTA ANALITICA

El mérito principal de Fresenius reside tanto en la
publicacion de sus dos obras de Quimica Analitica,
traducidas a una multitud de idiomas y consideradas las
guias mas valiosas escritas para el analisis inorganico;
como en la creacion y desarrollo de la revista “Zeitschrift
fiir Analytische Chemie” (Figura 8). Al no existir todavia
una revista especifica en la que reunir todos los nuevos
métodos analiticos y los beneficios que suponen para los
conocimientos quimicos, el “Fresenius Zeitschrift fiir
Chemie Analytischie”, vino a cubrir una laguna existente
en el ambito de la bibliografia cientifica (9).

La iniciativa que conduce a la formacién de una nueva
revista “Fresenius Zeitschrift flir Chemie Analytische”, es
llevada a cabo por Fresenius durante 1861 (1, 3, 10). En
otros paises, se sigue pronto el ejemplo de Fresenius, y
“The Analyst”, la revista analitica de “The Society for
Analytical Chemistry”, que inicia su aparicién en Londres
en 1875, es la segunda revista especializada en Quimica
Analitica.

La revista se crea para mejorar la eficiencia del
desarrollo quimico debido a la relacién causa- efecto que
existe entre los métodos analiticos nuevos o mejorados y
los grandes avances de la quimica (2). Anunciando el
primer nimero de la revista Fresenius sefialaba: “puede
demostrarse sin dificultad, que cualquier proceso
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importante en Quimica estd mas o menos directamente
relacionado con métodos de analisis nuevos o mejorados”.

Entre los numerosos ejemplos de esta relacion pueden
citarse: el andlisis de sales provocado por el
reconocimiento de las leyes estequiométricas (los avances
en el andlisis inorgénico hicieron cada vez mas exactas las
equivalencias); avances en la quimica organica y en la
sintesis (debido a la aplicacion de métodos exactos de
analisis organico); y el andlisis espectral que condujo al
descubrimiento de nuevos metales.

Fresenius incluye en la revista en primer lugar los
trabajos que cubren todas las facetas de la quimica
analitica; y en segundo lugar, informes en curso,
admitiendo cuando era necesario los comentarios y criticas
(3, 34). El primer niimero se publica en diciembre de 1861,
hace mas de 150 afios, e incluia contribuciones de autores
bien conocidos como Kirchhoff, Bunsen y Schébeinen
sobre los espectros de los metales alcalinos 'y
alcalinotérreos y sobre un espectrometro compacto para el
uso de laboratorio (2, 34). Los informes sobre métodos
analiticos generales, operaciones analiticas, aparatos y
reactivos, asi como el andlisis de las sustancias inorganicas
eran escritos inicialmente por el propio editor, y los
analisis organicos e informes sobre métodos analiticos
especiales por su colaborador mas cercano, C. Naubauer.
El nimero de fasciculos al afio crece progresivamente.
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ZEITSCHRIFT

ANALYTISCHE CHEMIE.

HERAUSGEGEBEN

ZWEITER JAHRGANG,

WIT 29 HOLZSCHNITTEN UND DRE: LITHOGBAPH. TAFELN

WIESBADEN.
C. W. KREIDEL’S VERLAG.

1863.

Figura 8. Namero 2 de “Zeitschrift fiir analytischen Chemie” (25).

Fresenius crea la tradicion de proporcionar a los
lectores informes criticos de la bibliografia cientifica,
continuando la revista con esta tradicién durante 130 afos,
y convirtiéndose en un sello distintivo de la misma. La
publicacion de restimenes criticos continia hasta 1994,
adoptandose a partir de este momento la decision de
incluir trabajos de autores por invitacion (34).

La revista, inicialmente, se publica s6lo en aleman; las
primeras contribuciones en inglés aparecen en la década de
1950. Durante muchos afios, los articulos de investigacion
en aleman e inglés van alternandose, hasta adoptar el
inglés en 1990 como idioma unico para la publicacion de
los trabajos originales. Con la apariciéon del Vol. 336, la
revista se publica bajo el titulo de “Fresenius’ Journal of
Analytical Chemistry” reemplazando al titulo aleman de
“Fresenius' Zeitschrift fiir analytische Chemie”. El titulo
fundacional habia sido “Zeitschrift fiir Chemie
Analytische”.

La revista ha estado estrechamente relacionada con el
Laboratorio y la familia de Fresenius (35). Durante sus
primeros 140 afios de historia, el “Fresenius’ Journal of
Analytical Chemistry” es editado por miembros de la
familia Fresenius (34), un caso Unico en la historia de la
ciencia. Tras su fundacion en 1861, Carl Remigius
Fresenius edita la revista hasta el vol. 20 (1881).

Los volumenes del 21 al 36 (1897) se editan
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conjuntamente por Carl Remigius Fresenius y su hijo
Heinrich Fresenius, y los volimenes del 37 al 58 por
Heinrich Fresenius, Wilhelm Th. Fresenius y Ludwig
Fresenius; el vol. 105 (1936) por Remigius Fresenius y
Ludwig, y los vols. 106-127 (1944) por Remigius
Fresenius. El vol. 128 (1948) fue editado por Albin
Kurtenacker (36).

Los vols. 129 (1949) al 187 (1962) son editados
conjuntamente por Wilhelm Fresenius y Albin
Kurtenacker; los vols. 188 (1962) al 310 (1982) por
Wilhelm Fresenius, y desde el vol. 311 (1982) hasta el afio
2001 por Wilhelm Fresenius e Ingo Liiderwals.

A partir de 2002, Fresenius Journal of Analytical
Chemistry, Analusis y Quimica Analitica se fusionan
convirtiéndose en el “Analytical and Bioanalytical
Chemistry”, sexto miembro de una familia de revistas
europeas (32). Un desafio al que la revista de Quimica
Analitica de Fresenius se ha enfrentado siempre es el reto
al cambio. El campo de la quimica analitica ha sufrido
muchos cambios, por lo que el contenido de la revista ha
cambiado en el transcurso de los afios. Los primeros
numeros se centraban en el andlisis de muestras
inorganicas, mientras que hoy en dia el andlisis de
muestras organicas y bioldgicas tiene mayor relevancia
(34).
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7. CONSIDERACIONES FINALES

La determinacion de la composicion de una sustancia
problema exige un enfoque sistematico basado en una
clasificacion (18). El sistema de grupos que formaba la
base del método de analisis cualitativo iniciado en el siglo
XIX (atin en uso hoy dia) aparece por primera vez (8, 9) en
los trabajos de Heinrich Rose (1795-1864), pero comienza
a tomar forma con Bergman y alcanza claridad y concision
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con Fresenius (6, 7), como hemos tenido oportunidad de
exponer previamente.

Fresenius (Figura 9) es considerado, junto con Bunsen,
el representante por excelencia de la Quimica Analitica del
siglo XIX, y el mas preeminente en encontrar aplicaciones
practicas para los métodos quimicos (37). El “Nestor” de
los quimicos analiticos, como reconoce The Analyst en su
obituario (5).

Figura 9. Karl Remigius Fresenius (37).

A los 29 afos funda en Wiesbaden (Alemania) el
primer laboratorio quimico destinado a la ensefianzas del
Analisis. Fue autor de libros de textos de renombre
mundial, fundador de una escuela y considerado como un
buen maestro y referente de una larga linea de quimicos
eminentes (2, 21, 38, 39), honrado por sus compafieros de
profesion, y un hombre de gustos y habitos sencillos (10,
22,25).

Sacaba tiempo para estar con su familia y disfrutar de
sus nietos. Era un gran amante de la poesia (10). Le
gustaba pasear por espacios abiertos para relajarse,
convirtiéndose esta forma de ejercicio en una necesidad
diaria. Cuando las condiciones externas no eran adecuadas,
paseaba por las galerias, en cuyas paredes fue depositando
versos sencillos para su lectura y disfrute, aunque al ser
traducidos puedan perder parte de su encanto (10).

Cabe destacar que el dia en que murio, el “New York
Times” publicé un obituario en su honor, algo que indica
la importancia que alcanz6 en su época. (40). También la
prestigiosa Revista “Nature” (41), y otras como “The
Analyst” (5), ademads de las propias revistas alemanas. La
misma consideracion se ha tenido con los miembros de su
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familia, dedicados al cultivo de la Quimica (24).

El trabajo de Fresenius le hizo merecedor del
reconocimiento publico, y de muchos honores (2, 3, 5).
Fue uno de los socios fundadores de la asociacion de
industrias quimicas (2). Fue varias veces presidente de la
“Versammlung Deutscher Naturforscher und Arzte” y
miembro honorario de la “Gesellschaft Deutscher
Chemiker”. Sus coetdneos lo describen como un hombre
profundamente religioso, con un excelente sentido del
humor, y un padre ejemplar.

La Federacion Europea de Sociedad Quimicas
considera a Carl Remigius Fresenius como uno de los cien
quimicos europeos mas distinguidos a lo largo de la
historia (42). En 1961, la “Gesellschaft Deutscher
Chemiker” estableci6 un premio Fresenius para destacar
los logros sobresalientes en el campo de la Quimica
Analitica (2).

Phi Lambda Upsilon (43), es una Sociedad Quimica
fundada en Illinois en 1899 para promocionar la
investigacion original y dotar becas. Phi por Fresenius,
considerado padre de la Quimica Analitica; Lambda por
Liebig; y Upsilon por Van’t Hoff, padre de la Quimica
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Fisica Teoérica. PLC otorga un Premio Fresenius, de
reconocido prestigio. Quimicos tan eminentes como Roald
Hofmann, Premio Nobel en 1981, y Martin Karplus,
Premio Nobel en 2013, recibieron el PLC Fresenius Award

en

1969, y 1965, respectivamente (44).

8. REFERENCIAS
1. De Castro FA. La Quimica Analitica en el mundo.

Balnea 2012; 5: 177-195.

2. Szabadvary F. Fresenius, Carl Remigius. En Complete

Dictionary of Scientific Biography, Vol. 5. Detroit:
Charles Scribner’s Sons 2008; pp. 163-165.

3. Moore DS, Fresenius WC. Remigius Fresenius, 1818-

1897, founder of Institut Fresenius and “Fresenius’
Zeitschrift fiir analytische Chemie” now Fresenius’
Journal of Analytical Chemistry Born 28 December
1818/ Died 11 June 1897. Fresenius J Anal Chem
1997; 358: 453-455.

Anonymous. Remigius Fresenius. Berichte der
deutschen chemischen Gesellschaft 1919; 52 2: A33-
A40.

5. Obituary OH. Dr. C. Remigius Fresenius. Analyst 1897;

6.

7.

22:169-171.
Poth S. Carl Remigius Fresenius 1818-1897.
Wegbereiter der analytischen Chemie. Stuttgart:

Deutscher Apotheker Verlag 2007.
Schwedt C. Carl Remigius Fresenius und Seine
analytischen Lehrbiicher — ein Beitrag zur

Lehrbuchcharakteristik in der analytischen Chemie.
Fresenius Z Anal Chem 1983; 315 5: 395-401.

. Laitinen AA, Ewing GW. A History of Analytical

Chemistry. York, Pa.: ACS, The Mapple Press
Company 1977; pp. 14-15, 55.

9. Szabadvary F. History of Analytical Chemistry. Y-Park:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Gordon and Breach 1992; pp. 166-171.

Oesper RE. The epigrams of Remigius Fresenius 1. J
Chem Educ 1937; 14 7: 313-315.

Fresenius R. Anleitung zur qualitativen chemischen
Analyse oder systematisches Verfahren zur
Auffindung der in der Pharmazie, den Kiinsten und
Gewerben héufiger vorkommenden Korper. Bonn:
Verlag von Henry & Cohen 1841.

Bueno JM, Saez-Plaza P, Ramos-Escudero F, Jiménez
AM, Fett R, Asuero AG. Analysis and Antioxidant
Capacity of Anthocyanin Pigments. Part II: Chemical
Structure, Color, and Intake of Anthocyanins. Crit
Rev Anal Chem 2012; 42 2: 126-151.

Lee DW, Gould KS. Why Leaves Turn Read. Am Sci
2002; 90: 524-531.

Fresenius CR. A System of Instruction in Qualitative
Chemical Analysis. 5th ed., Editado por J. Lloyd
Bullock FCS. London: John Churchill 1849.

Fresenius CR. Précis D’Analyse Chimique Qualitative
ou Traité des opérations chimiques, des réactifs et de
leur action sur le corpos les plus répandus suivi d’un
procédé systématique d’analyse appliquée au corps le
plus fréquemment employés en pharmacie et dans les

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

arts, Edicion francesa realizada sobre la tercera
edicion alemana por el Dr. SACC hijo. Paris: Fortin,
Masson et Cie 1845.

Fresenius CR. Analisis Quimica Cualitativa o Tratado
de las operaciones quimicas, de los reactivos y su
accion sobre los cuerpos mds generalmente
esparcidos, seguido de un procedimiento sistematico
de andlisis aplicado a los cuerpos que mas se usan en
Farmacia y en las Artes, traducido de la segunda

edicion francesa por D. Ramon Ruiz. Madrid:
Imprenta a cargo de Manual A. Gil 1853.
Fresenius R. Compendio de Analisis Quimica

Cualitativa, o Tratado de las operaciones quimicas, de
los reactivos y de su modo de obrar con los cuerpos
mas esparcidos, acompafiado de un procedimiento
sistematico de andlisis aplicada a los cuerpos mas
generalmente empleado en Medicina, Farmacia y en
las Artes, traducido por el Dr. D. Magin Bonet y
Bonlfill. Barcelona: Imprenta de Pedro Fulla 1846.

Pérez-Bustamante JA. Karl Remigius Fresenius 1818-
1897: Rationalisation and systematization of
Chemicals analysis. Quimica Analitica 1997; 16: 139-
141.

Fresenius CR. Anleitung zur Quantitativen
Chemischen Analyse oder die Lehre von der
Gewichtsbestimmung und Scheidung der in der
Pharmacie, den Kiinsten, Gewerben und der
Landwirtschaft hdufiger vorkommenden Korper in
einfachen und zusammengesetzten Verbindungen.
Braunschweig: Druck und Verlag von Friedrich
Vieweg und Sohn 1845.

Fresenius CR. Précis d’Analyse Chimique
Quantitative ou Traité du dosage et de la séparation
des corps simples et composes les plus usités en
pharmacie, Dans les arts et en agriculture. Paris:
Victor Masson: Paris 1847.
Gros L. Historische Stétten der Chemie Carl Remigius
Fresenius und das chemische Laboratorium Fresenius
Wiesbaden. Frankfurt am Main: Gesellschaft
Deutscher Chemiker 2013.

Fresenius W. Remigius Fresenius. Fresenius Z Anal
Chem 1962; 192 1: 3-14.

Fresenius R. 100 Jahre Chemisches Laboratorium
Fresenius zu Wiesbaden 1848-1948. Fresenius Z Anal
Chem 1948; 28 4-5: 363-373.

Roman S. Un genio de la quimica por tradicion
familiar. E1 Mundo, Afio XV, Num. 5356, Domingo 8
de Agosto de 2004.

Fresenius H. Zur Erinnerung an R. Fresenius.
Zeitschrift fiir Analytische Chemie 1897; 36: III-
XVIIL.

Tumba de Carl Remigius Fresenius en el cementerio
antiguo de Wiesbaden.
https://www.kudaba.de/?p=33995#16/50.0911/8.2301

Andraos J. Genealogy Trees, By Families, Fresenius,
Fresenius Tree;
http://careerchem.com/NAMED/TREES-

209



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

PEOPLE/Fresenius-famili.pdf

Pérez-Bustamante JA. A schematic overview of the
historical evolution of analytical chemistry. Fresenius
J Anal Chem 1997, 357 2; 151-161.

Petrucci RH, Harwood WS, Herring FG, Madura JD.
General Chemistry:  Principles and Modern
Applications. 9th ed., Upper Saddle River, NI:
Pearson Prentice Hall 2007; pp. 18-9; Qualitative
Cation Analysis, pp. 765-771.

Valcarcel M. Principles of Analytical Chemistry: a
Textbook. Berlin: Springer 2000.

Meites L. Handbook of Analytical Chemistry. New
York: McGraw-Hill 1963; pp. 2-3.

Asuero AG. Quimica y Medida: de los origenes a la
miniaturizacion una perspectiva historica de la
Quimica  Analitica, monografia, comunicacién
privada.

Anonymous. 1 Introduction to Qualitative Chemical
Analysis 2 A Text-book of Practical Chemistry 3
Public Health Chemical Analysis. Nature 1921; 107:
708-710.

Fresenius W. One hundred and forty years “Fresenius’
Journal of Analytical Chemistry”. Fresenius J Anal
Chem 2001; 371 8: 1041-1042.

Murphy WIJ. Fresenius celebration. Anal Chem 1948;

20 3: 187-187.

Oesper RE. Albin Kurtenacker, J Chem Educ 1952; 29

10: 487-487.

Anonymous, Karl Remigius Fresenius. J Chem Educ

1937; 14 3: 10.

Gienann RA, Beckmann EO. En Complete Dictionary
of Scientific Biography. Vol 1, Detroit: Charles

Scribner’s Sons 2008; pp. 553-554.

Kauffman GB. Genth, Frederick Augustus. En
Complete Dictionary of Scientific Biography. Vol. 5.
Detroit: Charles Scribner’s Sons 1972; pp. 349-350.
Anonymous. Death of Prof. K.R. Fresenius. The New
York Times, published July 3 1897.

Anonymous. Professor R. Fresenius. Nature 1897; 56:

202-202.

FECS, Federation European of Chemical Societies
Millennium Project 100 Distinguished European
Chemists, 19th Century, Fresenius, Carl Remigius.
Born: Frankfurt-am-Main Germany, 1818. Died:
Wiesbaden Germany, 1897.
http://www.chemsoc.org/networks/enc/FECS/Freseniu
s.htm.

PLU, Phi Lambda Upsilon, The National Chemistry

Honor Society, Founded March 1899, 2014,
http://philambdaupsilon.org.

PLU, Phi Lambda Upsilon, The National Fresenius

Award, 2014; http://philambdaupsilon.org/national-
fresenius-award/

210

Julia Martin, Carlota Elisa Muriel Neira, Agustin G. Asuero

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain






ANALES DE LA REAL ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA

ISSN (Online) 1697-4298

analesrant.com

Latency-reversing agents as part of the strategies to cure HIV infection

Title in Spanish: Agentes reversores de latencia como parte de las estrategias para curar la infeccion HIV

M.* del Carmen Avendafio Lopez"”

'Catedratica de Quimica Organica y Académica de Numero de la Real Academia Nacional de Farmacia.

ABSTRACT: There is no cure yet for HIV-1, but
therapeutic research based on the elimination of the
latent viral reservoir by pharmacologic strategies is
going on. We summarize here the molecular
mechanisms implied in the viral infection and latency,
as well as those of the latency-reversing agents so far
studied.
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RESUMEN: Aunque todavia no hay curaciéon para la
infeccion por HIV-1, hay varias estrategias
farmacoldgicas en desarrollo que tienen como objetivo
eliminar el reservorio de los virus latentes. Se analizan
aqui los mecanismos moleculares implicados en la
infeccion y latencia de los virus HIV, asi como aquellos
por los que acttian los agentes reversores de latencia
estudiados hasta el momento.
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1. INTRODUCCION

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (AIDS),'
detectado por primera vez en 1981, es el desenlace final de
una infeccion originada por el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) que favorece el
desarrollo de enfermedades oportunistas y de procesos
oncogénicos y autoinmunes. Gracias a la actividad de
anticuerpos especificos neutralizantes y de los linfocitos T
CD8+ citotoxicos (CTLs), la respuesta inmune controla la
replicacion viral en las fases iniciales de la infeccion, y en
algunos infectados no progresa la enfermedad sin
tratamiento con terapia antirretroviral (ART). Sin
embargo, en la inmensa mayoria la infeccion progresa y
genera un estado de activacion del sistema inmune que
contribuye a la eliminacién de las células diana, los
linfocitos T CD4+, y de las vecinas no infectadas. Los
organos linfoides se deterioran y los mecanismos efectores
de dicho sistema se alteran, desencadenando la
inmunodeficiencia caracteristica de esta enfermedad.
Segun estimaciones de las Naciones Unidas, en el afio
2015 habia en el mundo 37 millones de personas
infectadas, alrededor de 2 millones se habian infectado por
vez primera, y 1,1 millones murieron por problemas
relacionados con esta infeccion.

2. EFICACIA Y PROBLEMAS DE LA TERAPIA
ANTIRRETROVIRAL Y DE LA PREVENCION DE
LA INFECCION

A finales de los afios 1990 se descubrio que los virus

! En este trabajo se utilizan todas las siglas segin la

denominacion inglesa a excepcion de los acidos nucleicos ADN y
ARN.
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HIV-1 pueden permanecer muchos meses o incluso afios
latentes (ocultos e inactivos), integrados en el genoma de
ciertas células del sistema inmune del hospedador, sin ser
atacados por las terapias antirretrovirales. Gracias a la
eficacia de los antivirales actualmente disponibles
administrados en distintas combinaciones, se ha
conseguido reducir espectacularmente las tasas de
enfermedad y muerte de personas por esta infeccion, que
ha pasado de considerarse una de las pandemias mas
devastadoras de la historia de la humanidad a convertirse
en una enfermedad crdénica. Sin embargo, los farmacos
antirretrovirales solo act@ian contra los virus que se alojan
en células activadas, siendo inactivos contra los
reservorios de virus latentes. Por esta razon, la interrupcion
del tratamiento conduce a un rapido repunte de la viremia,
haciendo necesaria la administracion de estos farmacos
durante toda la vida. Este requisito supone un coste
elevado imposible para muchos enfermos, y una obligada
adhesion a la terapia con los consiguientes efectos
secundarios y la aparicion de resistencias.

Por otra parte, aunque la mejor manera de frenar esta
enfermedad seria la administracion de vacunas
preventivas, encontrar una vacuna HIV eficaz es uno de
los mayores desafios a los que se enfrenta la medicina.
Esta dificultad se debe fundamentalmente a Ia
heterogeneidad de los virus HIV, con gran diversidad de
subtipos y una alta tasa mutacional que favorece la
apariciéon de variantes virales de escape; a la dificultad
para encontrar buenos modelos de animales para su
ensayo; y a que las vacunas mimetizan la respuesta inmune
de los pacientes que superan una enfermedad, pero los
anticuerpos que produce la persona infectada por HIV no
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son capaces de acabar con ella.

En el afio 2003 se abandono por falta de eficacia un
ensayo clinico bastante avanzado con la primera vacuna
que se probo en humanos. Desarrollada por la empresa
VaxGen, se basaba en la proteina de la envuelta virica
gpl120, y utilizaba alimina como adyuvante. El hecho de
que la proteina gpl20 se administrara en forma
monomérica, mientras que en el virus se encuentra como
trimero asociada al dominio de transmembrana gp41, se
sugirid6 como posible causa de su fracaso. Otra vacuna
denominada V500, basada en un adenovirus de serotipo 5
que poseia fragmentos genéticos de HIV procedentes de
varios subtipos, se estudié durante unos 10 afios por la
compaiiia Merck en colaboracion con un consorcio
internacional, pero su desarrollo se suspendié por falta de
eficacia en 2007 (1).

En 2009 se atisbd que eran posibles las vacunas HIV
preventivas al publicarse los resultados del ensayo clinico
RV144 realizado en Tailandia. En ¢él se administro
conjuntamente el vector ALVAC-HIV (basado en un
vector canarypox), proteinas viricas como gpl20, y un
adyuvante para potenciar la respuesta inmunitaria. El
riesgo de adquirir la infeccion paso a ser de un 31,2 %, una
cifra baja pero estadisticamente significativa. Actualmente
se estd poniendo en marcha en Africa del Sur el ensayo
HTVN 702 con una version modificada de esta vacuna,
cuyos resultados se esperan a finales de 2020. El proyecto,
financiado por la Pox Protein Public Private Partnership
(P5) de la que forma parte la Fundacién Bill & Melinda
Gates, ha motivado que la investigacion sobre vacunas
preventivas anti HIV se contemple con un nuevo
optimismo, como se reflejo en la 21* International AIDS
Conference celebrada en Durban en 2016. Los primeros
datos sobre seguridad e inmunogenicidad de la vacuna
preventiva SAV001, que utiliza un virus genéticamente
modificado y desactivado, han sido prometedores (2).
También se estudian nuevas aproximaciones, entre las que
se encuentra la inmunoprofilaxis con vector (vectored
immunoprophylaxis). En ésta, se administran virus
diferentes al HIV para que en el interior de las células
generen anticuerpos ampliamente neutralizantes que
podrian atacar a todos los tipos HIV.

En el afio 2015, ensayos clinicos con la vacuna
terapéutica MVA-B administrada en combinacion con
antirretrovirales, demostraron que es un buen candidato
para mejorar las respuestas inmunes frente al HIV en
individuos infectados (3). Esta vacuna se desarrolla dentro
del proyecto Eurovac, financiado por la UE desde 1999,
con la participacion de un equipo dirigido por el Dr. M.
Esteban en el Centro Nacional de Biotecnologia del CSIC.
En ella se utilizan poxvirus, en particular los vectores
atenuados MVA-B y NYVAC (MVA, hace referencia a
Modified Vaccinia Ankara y B al subtipo HIV-B el mas
frecuente en FEuropa, mientras que NYVAC hace
referencia a New York vaccinia virus) (4).
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3. MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS
EN LA INFECCION Y LATENCIA DE LOS VIRUS
HIV

A pesar de los progresos logrados, conseguir la
erradicacion del virus HIV con farmacos y/o vacunas
profilacticas o terapéuticas sigue siendo un objetivo muy
dificil, si no imposible. Como ya hemos dicho, HIV es una
infeccion que progresa hasta originar una enfermedad
(AIDS), pero antes de que esto ocurra existe un largo
periodo “durmiente” (de latencia) en el que el virus se
esconde en el ADN de la persona infectada. Como todos
los virus, HIV necesita utilizar la maquinaria que
contienen determinadas células del hospedador para
realizar la mayor parte de los pasos de su ciclo vital. En
este caso, las principales células diana son los linfocitos T
CD4+, que presentan en su superficie una proteina
receptora  miembro de la superfamilia de Ilas
inmunoglobulinas llamada CD4 (cluster of differentiation
4). Aunque el virus también afecta a otras células del
sistema inmune innato, exhibe en ellas una menor
capacidad de replicacion.

El tropismo del HIV esta gobernado fundamentalmente
por la expresion de un complejo receptor en la superficie
de las células diana, a través del cual se produce la
interaccion entre la membrana viral y la celular y la
subsiguiente entrada de subparticulas virales por fusion.
Este complejo esta formado por la proteina viral gp120, la
proteina CD4 anteriormente mencionada y los
correceptores CXC 6 CC que se encuentran en las células
diana. Estos ultimos pertenecen a la familia de receptores
de citocinas, siendo los mas importantes CXCR4 y CCRS5.
Cuando los linfocitos T CD4+ estan activados, tiene lugar
en ellos la replicacion virica que, cuando es masiva, lleva
aparejada su destruccion y la inactivacion del sistema
inmune del hospedador.

La entrada del HIV en los linfocitos T CD4+ activados
origina distintos procesos bioquimicos: elevacion de los
niveles del correceptor CCRS (5), activacion de la
transcripcion reversa mediante un aumento de los
depodsitos de desoxirribonucledsido trifosfatos (dANTP),
liberacion de factores de transcripcion como NF-«B
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), NFAT (nuclear factor of activated T cells) y P-
TEFb (positive transcription elongation factor-b) (6), y
promocion de algunas modifications epigenéticas como la
desacetilacion o metilacion de histonas y la metilacion del
ADN. Tras su entrada por fusion, las subparticulas virales
se liberan en el citoplasma y se inicia la transcripcion
inversa (RT) del ARN viral en ADN parcialmente
bicatenario que, junto con ciertas proteinas virales y
factores celulares, se transporta al nticleo donde copias
completas de ADN de doble cadena se integran en el
genoma celular. Estas copias sirven de molde a la ARN
polimerasa II que, con la colaboracion de ciertas proteinas
y factores, producen los ARNs virales. Estos se exportan
después al citoplasma, donde forman estructuras virales
inmaduras que se liberan y transforman al mismo tiempo o
inmediatamente después en virus maduros.
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Una pequeifia poblacion de aproximadamente 1/ 10° de
las células infectadas permanece en un estado durmiente o
de reposo (rCD4+), y en ellas, el virus no puede completar
la retrotranscripcion de su genoma ARN a ADN ni la
integracion de éste en el del hospedador, por lo que el
genoma virico persiste en su nucleo durante largos
periodos de tiempo sin que pueda generarse ni expandirse
una progenie viral (7,8). Este fenomeno ocurre muy pocas
veces y es mas bien un hecho accidental, pero afecta a
todos los infectados por HIV siendo la causa maés
importante que impide su curacion.

Los linfocitos rCD4 generan una barrera fisica de
actina cortical que dificulta la entrada de nuevos virus y
producen muy pocas proteinas virales o ninguna debido a
que en ellos estdn inactivos muchos programas de
transcripcion. También es posible que estos linfocitos se
sitten en lugares anatdmicos inaccesibles a las TCLs
(9,10). Uno de los mecanismos por los que se bloquea la
replicacion viral consiste en una disminuciéon de los
depositos de ANTP disponibles para que la transcriptasa
inversa catalice la sintesis del ADN complementario
(cDNA) wviral. Esta circunstancia se produce por la
activacion del factor de restriccion SAMHD1, que produce
una enzima que hidroliza los desoxirribonucledsido
trifosfatos (ANTPs) y los convierte en fosfato inorganico
(iPPP) y 2’-desoxirribonucledsidos (11).

4. BUSQUEDA DE AGENTES REVERSORES DE
LATENCIA. ESTRATEGIAS SHOCK AND KILL

Desde hace algunos afios se ha explorado la
reactivacion del resorvorio de HIV-1 latente mediante la
administracion de farmacos dirigidos a contrarrestar los
mecanismos por los que éste se genera. Se trata de
promover la expresion génica viral en los linfocitos rCD4+
con la esperanza de que estas células infectadas mueran
como consecuencia de los efectos citopaticos de los virus y
de la respuesta inmune especifica natural o inducida (12).
La activaciéon global de las células T revierte la latencia,
pero es toxica (13), por lo que se buscan moléculas que no
activen a las células T en su conjunto. Si estos nuevos
farmacos, denominados agentes reversores de latencia
(latency-reversing agents, LRA), se combinan con terapias
antivirales o con vacunas terapéuticas, los virus
reactivados podrian ya multiplicarse, pero no podrian
infectar nuevas células (14).

Estas estrategias se denominan shock and kill porque
tratan de despertar al enemigo, hacerlo salir de su
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escondite y matarlo. Con ellas podria ser posible eliminar
las cepas resistentes y curar la infeccion, o al menos lograr
remisiones prolongadas libres de tratamiento terapéutico.

Debido a que los linfocitos rCD4+ son muy poco
frecuentes in vivo, se han utilizado en estos estudios
diversos modelos de latencia HIV-1 in vitro (15); quizas
por ello, bastantes resultados han resultado inconsistentes
(16,17). Se estima que si no se llega a conseguir la
reversion de la latencia se tardardn muchos afios en lograr
la deseada erradicacion del virus (18) por lo que, a pesar
de las dificultades, se han estudiado clinicamente varios
compuestos para conseguir este proposito. Entre ellos se
incluyen inhibidores de desacetilasas de histonas (HDAC)
como vorinostat 'y romidepsina, que funcionan
fundamentalmente  por  mecanismos  epigenéticos;
disulfiram (Antabuse”™), cuyo mecanismo como reversor
de la latencia viral parece implicar al factor nuclear NF-
kB; o el compuesto JQI, que también funciona por
mecanismos epigenéticos. También se han estudiado
algunos agonistas de proteina cinasa C (PKC) como los
ésteres de forbol, la prostratina o la briostatina-1; agonistas
del receptor TLR9 como lefitolimod; anticuerpos del
receptor PD-1 como pembrolizumab; y ciertos farmacos
inmunomoduladores (19). La actividad de algunos
compuestos con diversas estructuras y mecanismos de
accion se ha ido descubriendo también utilizando técnicas
de cribado de alto rendimiento (20).

4.1. Inhibidores de histona desacetilasas (HDACS)

La acetilacion de las histonas afecta a la estructura de
la cromatina y supone una disfunciéon en el control
epigenético, con alteraciones que conducen a Ia
tumorigénesis o a la apoptosis. Aunque las histonas no
interaccionan directamente con las polimerasas, su
modificacion afecta al modo en que el ADN se enrolla, lo
que influye en los genes que se expresan. Generalmente,
las histonas se encuentran en una forma desacetilada
debida a la accién de las HDACs, lo que se asocia a una
represion de la transcripcion. La acetilacion de los grupos
g-amino de los restos de lisina presentes en estas proteinas,
que esta catalizada por las acetiltransferasas de histonas
(HATS), elimina la basicidad de los grupos amino de dicho
aminodcido y por tanto su carga positiva, lo que debilita
las interacciones electrostaticas entre las histonas y el
ADN facilitando el acceso a éste de los factores de
transcripcion y de las polimerasas (Figura 1).
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Figura 1. La acetilacion de las histonas aumenta la transcripcion del ADN.

Durante la latencia, los factores de transcripcion del
hospedador reclutan las enzimas HDACI, HDAC2 y
HDAC3, inhibiendo asi la transcripcion proviral al impedir
el enlace de factores cruciales para el inicio de la
transcripcion virica. De ahi el interés de los inhibidores

HDAC para su posible desarrollo como agentes reversores
de latencia (21) y como agentes anticancer solos o
asociados a farmacos inmunomoduladores (22,23) (ver la
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Figura 2. Ejemplos de inhibidores de HDACs estudiados como LRAs.

Hay que tener en cuenta que los inhibidores de HDACs
no inducen la activacion general de las células T ni la
secrecion de citocinas, y tampoco aumentan los niveles de
CD4, CXCR4 o CCRS, pero pueden mostrar efectos
secundarios debido a que la modificacion de los niveles de
acetil-histonas puede alterar la expresion de un gran
nimero de genes. Ademads, muchos de estos inhibidores
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pueden tener otras dianas alternativas; por ejemplo, en la
accion de vorinostat como LRA estd implicada también la
activacion de la via de sefializacion PI3K/Akt (24).

En el afio 2005 el grupo del Dr. David Margolis, un
investigador de la Universidad de Carolina del Norte,
publicé en la revista The Lancet un estudio piloto que tuvo
mucha repercusion en la prensa, ya que apuntaba a que la
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infeccion HIV era curable. Este estudio mostraba que la
combinacion del antiviral enfuvirtida con acido valproico,
un anticonvulsivante utilizado para tratar enfermedades
neuroldgicas y psiquidtricas como la epilepsia o el
trastorno bipolar, reduce el numero de linfocitos T CD4+
durmientes infectados con HIV-1 latentes (25). El equipo
de Margolis demostré primero en estudios in vitro, que el
acido valproico estimulaba la liberacion de los virus de
estas células (26), un efecto que se atribuy¢ a la inhibicion
de la enzima HDACI inducida por este firmaco. Esta
permitiria la iniciacion de la transcripcion y la subsiguiente
produccién de proteinas viricas y viriones, seguida de la
muerte celular causada por la citotoxicidad inducida.
Paraddjicamente, el acido valproico no activaba a las
células T CD4+ durmientes, por lo que no parecia claro
como se promovia la transcripcion del virus. De hecho, el
estudio piloto de Margolis provocd reticencias en el

mundo cientifico (27) hasta que finalmente otro estudio
con pacientes tratados con terapia antirretroviral de gran
actividad, que recibieron simultdneamente acido valproico,
demostréo que su uso en la clinica no ejerce un efecto
complementario sobre el deterioro de los reservorios
latentes de HIV (28). A pesar de este fracaso, la hipotesis
de trabajo no se abandoné y dio paso a la busqueda de
nuevos LRAs inhibidores especificos de HDACI1 (29).

Vorinostat, conocido también como SAHA
(suberoylanilide hydroxamic acid) o Zolinza®, es un
inhibidor de HDACs mas selectivo que el acido valproico
que pertenece al grupo de los 4cidos hidroxamicos. Estos
inhiben HDACs al actuar como quelantes del atomo de
Zn*" que participa en la hidrolisis catalizada por estas
enzimas de los grupos acetilamino en las histonas
acetiladas (Figura 3).
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Figura 3. Interaccion de vorinostat con el sitio activo de la HDAC2 humana.

Vorinostat se aprobd en 2006 por la FDA (no por la
EMA) para el tratamiento de linfoma de células T y de
mieloma multiple. En 2012, Margolis y su grupo
comprobaron que este farmaco no solo interrumpe la
latencia del virus HIV-1 in vitro, sino que también lo hace
en pacientes tratados con terapia antirretroviral (30).
Aislando los linfocitos T CD4+ circulantes de ocho
pacientes en los que la viremia se habia suprimido con
estas terapias, se observd que una unica dosis de vorinostat
aumentaba los biomarcadores de la acetilacion e inducia
simultdneamente un aumento de 5 veces en el ARN viral
expresado en estas células, por lo que este trabajo supuso
una prueba de concepto para el posible uso de los
inhibidores de HDACs como agentes anti-HIV (31).
Ensayos clinicos posteriores corroboraron que tras la
interrupcién de la terapia antirretroviral, vorinostat induce
un aumento significativo de la transcripcion de los virus
latentes en la mayoria de los pacientes infectados (32). Sus
analogos givinostat y belinostat, y el péptido ciclico
apicidina (33), también han sido estudiados para reactivar
la latencia HIV.

El interés de romidepsina como agente reversor de
latencia HIV surgié de un estudio in vitro en el que se
trataba un modelo de células T Ilatentes con tres
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inhibidores de HDAC:s: el ya citado vorinostat, un analogo
denominado panobinostat (Farydak®) aprobado en 2015
por la FDA y por la EMA para el tratamiento del mieloma
multiple, y la romidepsina. Esta tltima, conocida también
como compuesto FR901228 o por su nombre comercial
Istodax® (34), se aprob6 en 2009 por la FDA para el
tratamiento de ciertos tipos de cancer como la leucemia
periférica o cutanea de células T, aunque fue rechazado
por la EMA en 2012. En el estudio citado, la actividad de
los tres farmacos para revertir la latencia HIV fue paralela
a su actividad inhibidora de diversas isoenzimas HDAC
humanas, siendo el mas potente de los tres la romidepsina.
Tras una terapia antirretroviral y 4 horas de exposicion a
una soluciéon de romidepsina 40 nM, los niveles
intracelulares de ARN virico en los linfocitos T CD4+
aislados de pacientes infectados con HIV, tanto los
durmientes como los activos, aumentaron unas 6 veces, y
esta expresion persistio durante 48 h. La romidepsina
también aumento los niveles extracelulares de ARN virico
y de los viriones, produciéndose el efecto reversor de la
latencia a dosis sustancialmente més bajas que las que se
utilizan en oncologia (35).

Romidepsina es un depsipéptido que se aislé de la
bacteria Chromobacterium violaceum procedente de una
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muestra de suelo y se desarrolld originalmente por la
empresa Fujisawa Pharmaceutical Company, denominada
ahora Astellas Pharma. Es un profarmaco que se activa por
el glutation en el interior de las células a través de la
reduccion de su puente disulfuro. La cadena de cuatro
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carbonos terminada por uno de los dos grupos SH
originados en dicha reduccion, forma entonces un enlace
covalente con el Unico residuo de cisteina presente en el
bosillo de laenzima HDAC, inactivandola (Figura 4).

Romidepsina (FK-228)

Figura 4. Bioactivacion de romidepsina.

Entre los estudios shock and kill con romidepsina como
LRA mencionaremos los ensayos en fase U/II
NCT01933594 realizados en EEUU. En ellos participan
infectados por HIV con una carga viral menor de 50
copias/mL tratados con un régimen que contiene efavirenz
(Sustiva®), raltegravir (Isentress®), o dolutegravir
(Tivicay®), a fin de identificar qué dosis de romidepsina es
segura y eficaz para reactivar el HIV latente en los
linfocitos rCD4+ (36). Entre los estudios que utilizan
combinaciones de romidepsina con vacunas terapéuticas
podemos citar los ensayos REDU I/lla, realizados en
Dinamarca con la vacuna terapéutica Vacc-4x, cuyos
resultados se dieron a conocer en la Conference on
Retroviruses and Opportunistic Infections (CROI)
celebrada en Boston en 2016. Los participantes, tratados
con terapia antirretroviral, recibieron 6 inyecciones de esta
vacuna y un adyuvante para aumentar sus propiedades
como inmunoestimulante, y 3 semanas después de la
Ultima inyeccion de vacuna recibieron 3 infusiones de
romidepsina en 3 semanas. Después de 8 semanas se
interrumpié el tratamiento antirretroviral durante 16
semanas, observéndose en la mayoria de participantes que
la carga viral permanecia por debajo de los niveles
detectables en presencia de ART, lo que indicaba que
Vacc-4x parece colaborar con el sistema inmune para
controlar los virus reactivados (37). En otro ensayo clinico
denominado BCNO2-Romi, realizado por investigadores
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del laboratorio Irsicaixa de Barcelona, se ha combinado
romidepsina con MVA.HIVconsv, un vector MVA que
contiene e inmunégeno HIVconsy disefiado por
investigadores de la Universidad de Oxford (38). Aqui se
administré primero una dosis de la vacuna a los 15
participantes que se encontraban en tratamiento
antirretroviral y tenian carga vira indetectable; en las
semanas 3, 4 y 5 se administraron tres dosis de
romidepsing; en la semana 9 otra dosis de vacuna v,
después de 8 semanas, se les suprimié la medicacion
antirretroviral. Las tres infusiones de romidepsina
produjeron en todos los participantes menos en uno
pequefios eventos de replicacion viral acompafiados de
incrementos temporales en |os niveles de linfocitos CD4+,
gue volvieron a la normalidad 3 dias después. A pesar de
estos repuntes virales derivados de la administracion de
romidepsina, la cantidad de ADN viral en los reservorios
no se alter6 significativamente, por lo que su capacidad
para reducir el tamafio de los reservorios podria quedar en
entredicho. Sin embargo, la actividad de la respuesta
inmunitaria celular de los linfocitos CD8 se increment6
tanto tras la administracion de la vacuna como tras la
infusion de romidepsina, y pasod de ser muy amplia (frente
a todas las proteinas del HIV) a centrarse en las regiones
altamente conservadas del virus, lo que apuntaria hacia un
buen funcionamiento de la vacuna. De los 15 participantes,
13 llegaron a la fase de interrupciéon del tratamiento
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antirretroviral pero, en 8 de los 13 casos, el rebote
virologico se produjo dentro de las 4 primeras semanas
tras la interrupcion y volvieron a tratamiento
antirretroviral. En los 5 participantes restantes, la carga
viral solo repuntd de forma intermitente a bajos niveles
para volver después a niveles indetectables. Tras 6, 12, 19,
20 y 28 semanas sin recibir tratamiento antirretroviral,
todos ellos continuaron con el virus bajo control (39). Los
resultados de este estudio son prometedores, aunque
arrojan numerosos interrogantes que los investigadores
deberén ir resolviendo, tanto a través de un andlisis de los
resultados como a la realizacion de nuevos ensayos
clinicos.

4.2. Disulfiram (antabuse®)

Este farmaco, utilizado para controlar el alcoholismo
por inhibir la enzima acetaldehido deshidrogenasa (Figura
5), es ademas un inhibidor PTEN. Esta es una
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa que regula
negativamente los niveles de PIP3 y funciona como un
supresor de tumores. Hace varios afios, el laboratorio del
Dr. Siliciano en la Johns Hopkins University encontrd que
disulfiram podria revertir lalatencia HIV, lo que motivé la
puesta en marcha de un estudio piloto con pacientes HIV
positivos sometidos a terapia ART. En éste se encontré
gue una dosis diaria de 500 mg de disulfiram mostraba
cierta actividad. Otro ensayo clinico utiliz6 dosis
superiores, de 2000 mg/dia, administradas a 30 pacientes
seropositivos tratados con ART. La administracién de
disulfiram durante un corto periodo de tiempo produjo un
aumento de ARN vira asociado a las células (40)
consistente con una reversion de la latencia, lo que hace
suponer que se realizaran mas estudios para corroborar €l
interés de este farmaco como un LRA, ya que no induce
activacion general de las células T ni liberacion de
citocinas (41).

4.3. Agonistas PKC

Si se induce la translocacién al nticleo de factores de
transcripcion por activacion de ciertas vias de sefializacion,
se evita que aquellos permanezcan secuestrados en el
citoplasma. Los agonistas de la proteina cinasa C (PKC)
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pueden reactivar los virus HIV-1 latentes induciendo la
translocacion del factor nuclear kB (NF-xB) y la via de
sehalizaciéon AP-1 (activator protein 1). NF-kB es un
factor que regula la expresion génica en respuesta al estrés
ambiental, la radiacion y los factores de crecimiento.

Un gran nimero de agonistas PKC son diterpenos en
los que el hidroxilo en la posicion 13 del forbol estd
esterificado. Estos compuestos se enlazan a la region
reguladora de estas enzimas en el mismo lugar que su
ligando fisiologico, el diacil glicerol. Los mas conocidos
son los productos naturales forbol 12-miristato-13-
acetato (PMA), 12-desoxiforbol-13-fenilacetato (DPP)
(42), y prostratina (12-desoxiforbol-13-acetato). Esta
ultima, aislada de la corteza del arbol Homalanthus
nutanss (tradicionalmente utilizada por los curanderos de
Samoa para tratar la hepatitis), ha sido objeto de varios
estudios junto con sus analogos sintéticos (43). Los
ensayos clinicos con agonistas PKC requieren una
evaluacion estricta de su toxicidad, porque pueden activar
la transcripcién de varias citocinas. Por ejemplo, la
briostatina-1, un macrélido ciclico aislado del organismo
marino Bugula neritina originalmente evaluado frente a
varios tipos de cancer, se ha investigado como un
adyuvante en la enfermedad de Alzheimer por su
implicacion en la formacion y activacion de las sinapsis y
como reversor de la latencia HIV por ser un potente
activador del factor NF-xB a través de la activacion de

PKCs (44). Desafortunadamente, briostatina-1 es
demasiado toxica para su uso clinico (Figura 6).
S CHj;
HsC s CHs
H5;C S
Disulfiram

Figura 5. Estructura de disulfiram.
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Figura 6. Agonistas PKC estudiados como agentes reversores de latencia.

Otros diterpenos, en su mayoria productos naturales
extraidos de plantas de la familia Euphorbia, revierten
también la latencia HIV (45).

4.4. Inhibidores BRD4. JQ1

Los residuos de lisina acetilados de la cromatina y de
otras proteinas son lugares de reconocimiento y enlace
especificos de proteinas epigenéticas “lectoras” que
contienen porciones denominadas bromodominios (BRDs)
y constituyen la familia BET (bromodomain extra-
terminal). En esta familia es particularmente importante la
isoforma BRD4, un bromodominio que promueve el
reclutamiento del factor B de elongacion transcripcional
positiva (P-TEFb) (46), que estd implicado en la
fosforilacion del dominio C-terminal de la ARN
polimerasa II (RNAPII) esencial para que esta enzima
catalice la elongacion del ARNm y se biosinteticen
proteinas como c-Myc. Cuando BRD4 se inhibe por
compuestos como JQ1 se desactiva la transcripcion del
ADN (Figura 7) (47).
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Figura 7. Estructura del farmaco JQ1.

Desarrollado inicialmente como un farmaco anticancer,
se observo después que también reactiva los provirus HIV-
1 latentes y puede inducir brotes de virus en células T
CD4+ durmientes procedentes de pacientes tratados con
ART. JQI podria revertir la latencia del virus en terapias
de combinacion porque suprime la expresion de los genes
que activan a las células T y aumenta la actividad de la
proteina Tat (Trans-Activator of Transcription) del virus
HIV-1, incrementando el nivel de transcripcion del ARN
bicatenario (48).

4.5. Agonistas de receptores TLR

Los receptores toll-like (TLRs) son glicoproteinas con
un dominio extracelular responsable del reconocimiento de
sus ligandos, una hélice de transmembrana, y un dominio
intracelular (Toll-like/IL-1 receptor) responsable de la
sefializacion. Estos receptores estan implicados en las
respuestas inflamatorias y en la iniciacion de la respuesta
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inmune innata y adquirida, teniendo un importante papel
de defensa frente a diversos patégenos debido a que
reconocen una serie de patrones moleculares asociados a
ellos. Varios agonistas de estos receptores tienen la
capacidad de promover la replicacion viral activando el
factor NF-kB. Entre ellos se encuentran la proteina
globular flagelina que es reconocida por TLRS5,

resiquimod (denominado también compuesto R-848) que
es reconocido por TLR7 y TLRS, agonistas de TLR7 como
vesatolimod (GS-9620, evaluado también frente a
hepatitis B, Figura 8), y varios oligodesoxinucledtidos con
motivos CpG que son reconocidos por el receptor TLR9
localizado en el reticulo endoplasmico de las células
dendriticas plasmocitoides y de las células B (49).

Resiquimod

@@

YO . CHs
N N
H NH,
Vesatolimod

Figura 8. Estructuras de algunos agonistas de receptores TL reversores de latencia.

Lefitolimod, un agonista del receptor TLR9 conocido
también como MGN1703, es un novedoso agente reversor
de latencia perteneciente a una familia de compuestos
denominada  dSLIM® (double  Stem  Loop
Immunomodulator). Su desarrollo esta patrocinado por la
Universidad de Aarhus (Dinamarca) y por la compaiiia
biotecnoldgica alemana Mologen AG, especializada en el
desarrollo de farmacos innovadores en el campo de la
oncologia y de las enfermedades infecciosas.

Lefitolimod se desarrolla actualmente para el
tratamiento del carcinoma colorectal, carcinoma de
pulmén de células pequefias y otros tumores avanzados,
solo o en combinacion con el anticuerpo
inmunomodulador ipilimumab (Yervoy®), aprobado en
2011 por la FDA y la EMA para el tratamiento del
melanoma metastatico y en estudio para otros tipos de
cancer. También se investiga en infecciones por HIV. Los
resultados preliminares del estudio NCT02443935 (50)
indicaron que lefitolimod es inocuo para las personas
seropositivas. El estudio TEACH (Toll-like receptor 9
enhancement of antiviral immunity in chronic HIV
infection) comenz6 en junio de 2015 para investigar si
puede activar el sistema inmune innato y adquirido en
pacientes HIV-positivos y aumentar la destruccién de las
células infectadas. La empresa ha anunciado en la Annual
Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections
(CROI) celebrada en febrero de 2017 en Seattle (EEUU)
que, al igual que otros LRA, lefitolimod activa durante la
terapia antirretroviral las células asesinas naturales
(natural killer cells, NK) en pacientes HIV positivos (51),
las células dendriticas plasmacitoides (pDC), y las células
T, por lo que podria jugar un papel en la erradicacion del
HIV por estrategias shock and kill.

El disefio y las caracteristicas estructurales de este
farmaco merecen un ligero comentario (52). Se trata de un
oligonucledtido que contiene motivos en los que un
nucleodtido de citocina va seguido por uno de guanina en la
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direccion  5’-C-fosfato-G-3° (CpG  sites).  Estas
subestructuras, que se encuentran con frecuencia en
bacterias y virus, pueden ser reconocidas por el receptor
TLRY9 y sirven para detectar infecciones viricas
intracelulares. La baja estabilidad metabdlica de los
oligonucleotidos requiere que en el disefio de farmacos que
los imiten se modifique su esqueleto, por ejemplo
cambiando los grupos fosfato por grupos tiofosfato, pero
con ello se introduce la correspondiente toxicidad. En el
caso de lefitolimod, se diseflaron moléculas de ADN de
una sola hebra cerradas covalentemente (dSLIM"), con
dos lazos que contienen motivos C-G que estan conectados
con un vastago de doble hebra, sin incorporar ninglin
componente no natural. La eficacia inmunomoduladora de
los compuestos dSLIM® depende de su forma y tamafio,
siendo el mas potente MGN1703 (lefitolimod). En éste, el
vastago contiene 28 pares de bases y cada lazo 30
nucleodtidos entre los que hay tres pares C-G. Cualquier
variacion en la longitud del véstago y en el tamafio del
lazo reduce la potencia (Figura 9).

219



Figura 9. Representacién esquematica de lefitolimod
(MGN1703) y otros compuestos de la familia dSLIM® (double
stem loop immunomodulators). Las porciones en rojo de los
lazos representan pares C-G.

Para su evaluacion, se utilizaron primero como
sistemas modelo células especificas de distinto origen,
confirmandose después los datos empleando células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donadores
sanos. Algunos estudios de binding sugieren que la
interaccion de TLR-9 con porciones de ADN requiere que
éste sea de una sola hebra. Si fuera asi, los ADNs de doble
hebra bacterianos se tendrian que degradar primero en los
endosomas, gracias a sus condiciones acidas, para dar
multiples fragmentos de una sola hebra con el motivo CG,
y éstos serian la sefial reconocida por TLR-9 para su
traduccion.

En el caso de MGN1703, los motivos C-G localizado
en los lazos de una sola hebra pueden interaccionar
directamente con TLR-9 estimulando la secrecion de
citocinas (interferones IFN-a, IFN-y, e interleucinas IL-12,
IL-6, e IL-2) y activando las células inmunes por aumento
de la expresion de CD80, CD40, y otras proteinas
implicadas en diversas vias de sefializacion.

4.6. Anticuerpos PD-1. Pembrolizumab

Varios anticuerpos se estan estudiando como posibles
agentes reversores de latencia HIV (53). El receptor PD-1,
expresado normalmente en las células T, estd
sobreexpresado cuando estas células son disfuncionales.
La funcién promotora de inmunidad de las células T se
restablece con anticuerpos que bloqueen la interaccion de
dicho receptor con sus ligandos PD-L1 y PD-L2. Como los
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linfocitos CD4+ infectadas con virus latentes también
suelen expresar PD-1, estos anticuerpos podrian revertir la
latencia viral. Este es el caso de pembrolizumab
(lambrolizumab, MK-3475, Keytruda®), un anticuerpo
monoclonal (mAb) muy selectivo para el receptor PD-1
que se aprob6 por la FDA en 2014 contra el melanoma
metastasico y estd siendo evaluado en ensayos clinicos con
pacientes HIV (54).

5. CONCLUSIONES

La reversion de la latencia requerira probablemente el
uso de diversas combinaciones de farmacos, segiin parecen
demostrar ensayos ex vivo en los que se cuantifica la
produccion de ARNm intracelular de HIV-1 y la
produccion de viriones. En una de estas combinaciones
podrian utilizarse agonistas PKC con JQl o con
inhibidores de HDA (55). Varias revisiones sobre este
tema sefialan los progresos logrados en el conocimiento de
los mecanismos celulares implicados en la latencia viral,
asi como los esfuerzos realizados para evaluar el tamafio y
la composicion del reservorio latente y caracterizar y
desarrollar anticuerpos y linfocitos T citoliticos que
neutralicen multiples subtipos de virus HIV-1. También es
de interés el desarrollo de modelos animales para el
estudio de la latencia HIV y de estrategias terapéuticas que
conduzcan a su erradicacion (56). Actualmente se estan
llevando a cabo ensayos clinicos con combinaciones de
vacunas inductoras de linfocitos T CDS8+, anticuerpos
monoclonales neutralizantes de amplio espectro de accidon
y activadores del reservorio viral. Es predecible que en los
préximos afios se estableceran protocolos que reduzcan el
tamafio de estos reservorios, lo que abrird esperanzas a la
eliminacion del HIV en los pacientes infectados.
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ABSTRACT: For many years, the control of
reproduction has been considered a brin function, being
the hypothalamus the CNS region directly involved. The
main neurons described in recent years related to
reproduction are the secretory neurons of GnRH, GnlH
and Kisspeptine (gonadotropin-releasing hormone; the
gonadotropin-inhibitory hormone and by the peptide
Kisspeptine- GnRH regulatory neurons), but it is still
unknown whether other pituitary gonadotropin
regulatory peptides exist as well as other neurons (or
peptides) that produce regulatory factors for these
neurons. It is known that these neurons are formed by
subsets that can secrete other substances and/or be
regulated in different ways. The great variability of the
synaptic connections and the secretion of neuropeptides
seem to indicate that it is necessary to know the specific
"functional modality" (or specific picture of a situation
in an individual of a species) rather than the cells
involved in a process. The complex interrelationship of
the morphofunctional subtypes of secretory and non-
secreting neurons of the different nuclei or areas of the
hypothalamus related to reproduction raises doubts
about the therapeutic  performance. Possible
pharmacological and non-pharmacological treatments,
specifically stimulating some neuronal types, may have
important side effects by disregarding collateral
connections to other systems or by ignoring the
existence of neurons of a subtype in other functional
"axes" of the hypothalamus.
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RESUMEN: Desde hace muchos afios se considera que
el control de la reproduccion radica en el cerebro y que
el hipotdlamo es la region del SNC directamente
implicada en esta funcion. Las principales neuronas
descritas en los ultimos afios relacionadas con la
reproduccion son las neuronas secretoras de GnRH,
GnlH y Kisspeptina (neuronas productoras de la
hormona liberadora de gonadotropina, la hormona
inhibidora de las neuronas GnRH y las neuronas
reguladoras de GnRH mediante el péptido Kisspeptina),
pero todavia se desconoce si existen otros péptidos
reguladores de las gonadotropinas hipofisarias asi como
de otras neuronas (o péptidos) que producen factores
controladores de estas neuronas. Si se sabe que estas
neuronas estan formadas por subconjuntos que pueden
secretar otras substancias y/o ser reguladas de diferente
manera. La gran variabilidad de las conexiones
sinapticas y la secrecion de neuropéptidos parece indicar
que es necesario conocer la “modalidad funcional”
especifica (o cuadro éspecifico de una situacion en un
individuo de una especie) mas que las células
intervinientes en un proceso para establecer terapias. La
compleja interrelacion de los subtipos morfofuncionales
de las neuronas secretoras y no secretoras de los
diferentes nucleos o areas del hipotalamo relacionadas
con la reproduccion plantea dudas sobre la actuacion
terapéutica. Posibles tratamientos farmacoldgicos y no
farmacoldgicos, estimulando “especificamente” algunos
tipos neuronales, pueden tener consecuencias adversas
al desestimar conexiones colaterales a otros sistemas o
desconocer la existencia de neuronas de un subtipo en
otros “ejes” funcionales del hipotalamo, con lo que se
podrian inducir fendémenos secundarios de gran
transcendencia.

An Real Acad Farm Vol. 83, N°2 (2017), pp. 224-240
Language of Manuscript: Spanish

1. INTRODUCCION

En los ultimos afios se estan produciendo importantes
avance cientificos en el campo de la reproduccion, siendo
los mas interesantes y con mayor repercusion en diversos
ambitos los relacionados con el control de este
transcendental proceso que caracteriza la vida (nacer,
crecer, reproducirse y morir). No solo estamos haciendo
mencion a la Medicina Reproductiva Humana, en la que se
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cuestiona hasta donde la bioética puede permitir controlar
un proceso mas alld de donde las capacidades humanas
pueden tutelar el fruto de la reproduccion, sino también a
la Reproducciéon Animal, en donde los retos son el
mantener y recuperar las especies en vias de extincion (y
las especies protegidas) asi como facilitar la mejora de las
especies ganaderas, el mantenimiento de nuestros recursos
alimentarios y el bienestar de nuestros animales de
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compafia, que no hay que olvidar que también son una
terapia humana para muchos enfermos mentales y
acompafantes casi necesarios en la vida cotidiana de las
personas que viven en soledad o en las edades avanzadas.

Desde hace muchas décadas estd completamente
asentada la convicciéon de que el control de Ia
reproduccion, como el de casi todas las funciones que
llevan a cabo los sistemas de los vertebrados
(mantenimiento del medio interno, alimentacién, vigilia-
suefio, desarrollo-involucién, etc.) estd regulado por el
Sistema Nervioso Central (SNC), que, jerarquicamente,
ocupa una primacia reguladora en el complejo sistema de
interregulacion de todos los sistemas que componen el ser
vivo (1, 2). EI SNC no solo recibe y prepara las respuestas
a las diversas informaciones que se reciben del exterior
(calor, frio, agresiones, situaciones desagradables y
placenteras del entorno, etc.) sino también las sefiales que
alertan de las condiciones del medio interno y de las
actividades de los sistemas del organismo (3, 4). Todas
estas informaciones son integradas en el SNC para ofrecer
las respuestas globales mas Optimas para cada ser en
concreto.

Dejando aparte las descripciones pioneras que desde la
antigliedad se hicieron de algunas regiones y funciones del
cerebro, dentro del SNC existen toda una serie de
subsistemas sumamente complejos que se han ido
definiendo por diferentes autores a lo largo del ultimo
siglo y medio. En una primera fase se intentaba
sistematizar anatémicamente una region o subregion del
cerebro a la que se atribuia una funcién concreta, tanto
organica como mental o comportamental (funciones
superiores del SNC). Mas adelante, se focalizaron los
estudios en los tipos neuronales (solamente en los ultimos
afos se entra a considerar el papel de la neuroglia debido a
la demostracion de la constante cooperacién funcional
glio-neural (5-6)), sus conexiones y las vias nerviosas
aferentes y eferentes que sustentaban dicha funcion (7). La
biologia celular y molecular, acaban tipificando subtipos
morfofuncionales celulares y mostrando los mecanismos
puestos en marcha para que la funcion cerebral tenga lugar
(mensajeros externos e intracelulares, vias de sefalizacion,
receptores, etc. (8, 9)).

Se considera que el hipotalamo es una regioén cerebral
especialmente implicada en el control del medio interno,
de los sistemas endocrinos y los sistemas nerviosos
simpatico y parasimpatico (10-18). Se definen en el
hipotdlamo varios “ejes” funcionales que controlan el
medio interno y las funciones del organismo (10-18),
siendo uno de ellos el “eje hipotalamo-(adeno)hipofisario-
gonadal” (HHG o “HPG”-hypothalamic-pituitary-gonadal
axis” el dedicado al control de la reproduccioén en su mas
amplio sentido, pero esencialmente en sus fases iniciales.
Este eje estd intimamente relacionado con otros ejes
organicos/vegetativos encargados de la regulacion
hormonal (como el eje hipotadlamo-suprarrenal y el
hipotalamo-tiroideo), del control energético, y de la
regulacion cardiovascular y de la temperatura, asi como
con los sistemas neurosecretores mas clasicos (sistemas
hipotdlamo neurohipofisiario, secretores de oxitocina y
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vasopresina) que también participan en varias fases de la
reproduccion.

En el conocimiento de la funcién y la intervencion
terapéutica del eje HHG se considera crucial el
descubrimiento de los nuevos péptidos neurosecretores.

El hipotalamo es una region del SNC que presenta unas
caracteristicas especiales frente al resto de las regiones,
donde se van asentado ya una “formas” especiales de
funcionamiento donde cada tipo de célula neuronal,
neuroglial y vascular tienen caracteristicas propias nuevas
cada vez mejor definidas. En esta region del SNC se
encuentran “nucleos grises”, anatomicamente muy mal
definidos (Figura 1), que contienen muy distintos tipos de
neuronas (Figuras 2 y 3): a) las clasicas neuronas de
conexion sinaptica que forman los circuitos nerviosos
intrahipotalamicos y las eferencias extrahipotalamicas; b)
neuronas “aminérgicas” que tienen una ‘“neurotransmision
de volumen” (o difusa o extrasinaptica), y no la clésica
descrita a nivel del espacio intersinaptico (19, 20), y que
pueden actuar de interneuronas o como secretoras de
aminas, c¢) neuronas esencialmente “neurosecretoras”
(tanto las clasicamente conocidas, cuyos axones acaban en
la neurohipéfisis, como las que terminan en la eminencia
media y en el érgano vasculoso de la stria terminalis).

En cuanto al sistema vascular, existe una muy rica
vascularizacion de tipo convencional (con barrera
hematoencefalica), y ademas existe un sistema “porta”
vascular, estructura no muy habitual en los o6rganos de
mamiferos, cuya mision es recoger las neurohormonas de
accion adenohipofisaria en los capilares de la eminencia
media y llevarlas a los capilares de la adenohipodfisis
(Figura 4). Las células endoteliales de las zonas
“neurohemales” hipotalamicas (eminencia media, drgano
vasculoso de la  stria  terminalis, capilares
neurohipofisarios) y extrahipotaldmicas en la region
circunventricular (especialmente en la region pineal)
tienen unas caracteristicas especiales para la “filtracion” de
los péptidos (endotelio “fenestrado”, aposicion de
membranas).

También tienen una funcidon especial las células
ependimarias de esta region hipotalamica que las implican
de manera especial en sus funciones. Por ultimo, se
especula con la posibilidad de que exista una neurogénesis
de importancia funcional en la reproduccion a este nivel.

La reproduccion en los mamiferos es una funcion no
solo compleja sino que presenta variaciones notables en las
diferentes especies. No puede considerarse una funcién
linealmente desarrollado a lo largo de la evolucion, sino
que presenta caracteristicas especiales en las distintas
especies a lo largo del desarrollo evolutivo. Existen
especies con “ovulacion ciclica” con wuna gran
independencia de factores externos medioambientales
(roedores, primates —incluida la especie humana), mientras
otras son especialmente dependientes de los ritmos
circanuales y las condiciones medioambientales
(rumiantes). La organizacion morfofuncional basica
hipotalamica se especializa en cada especie biologica para
cumplir la funcién en cada caso, haciendo dificil
extrapolar los avances en el estudio de una especie a otras.
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Por todo lo expuesto, complejidad del sistema hipotalamo-
hipofisario-gonadal; diversidad y mala definicion
morfofuncional de las areas y nucleos, sus aferencias y sus
eferencias; complejidad de tipos neuronales con diferentes
expresiones de mensajeros y receptores; diversidad de
células neurogliales, algunas muy caracteristicas de la
region hipotaldmica; complejas interrelaciones neuronales
(sindpticas y no sindpticas) y neurogliales; y recepcioén de
estimulos sistémicos y ambientales, los avances en el
control de la reproduccion no solo abren nuevos caminos
en el manejo reproductivo de las especies ganaderas y las
especies en vias de extincion y la medicina reproductiva
humana, sino que plantean muchos dilemas sobre la forma
y manera de actuar farmacoldgicamente ya que se
desconocen muchas de las conexiones celulares neuronales
y gliales de cada especie, que utilizan muchas veces
mecanismos de comunicacion celular todavia no bien
conocidos que pueden tener importantes consecuencias
negativas sobre el entramado funcional nervioso y
sistémico.

En esta pequefla revision, se presentan algunos avances
en el estudio del control cerebral de la reproduccion y sus
bases celulares y moleculares, sefialando al mismo tiempo
los puntos mas conflictivos o desconocidos de los
mecanismos subyacentes.

2. HIPOTALAMO, COMPLEJA Y MAL DEFINIDA
REGION DEL SNC, CON MULTIPLICIDAD DE
FUNCIONES

EL hipotalamo es una pequefia region del SNC de
caracteristicas morfofuncionales muy heterogéneas, con
células de muy diferentes subtipos y relaciones de muy
diverso tipo y que cumple funciones muy diversas. Su
composicion neuronal y su citoarquitectonia, sin embargo,
parecen ser bastantes similares en todos los mamiferos (1,
11, 16). Resulta muy dificil delimitar el hipotalamo de
otras regiones diencefalicas perihipotalamicas, asi como de
regiones telencefalicas anteriores y mesencefélicas
posteriores. Puede considerarse “hipotdlamo” toda la zona
diencefalica situada debajo del Talamo que forma las
paredes y suelo del tercer ventriculo (1).

2.1. Areas y nicleos hipotalamicos
Dentro del hipotdlamo se han definido muchos

“nucleos” o “areas” por muchos autores a lo largo de mas
de sesenta afios de estudio (entre 18 y 25 subdivisiones),
pero no existe una sistematica comunmente aceptada. En
la figura 1 se referencian algunas de las agrupaciones
consideradas con mayor frecuencia en las publicaciones
cientificas. ~Se han agrupado en “subregiones”
topograficas, considerando que existe una subzona medial
(dividida artificialmente en region anterior, medial (“tuber
cinereum”) y posterior (-mamilar-), en sentido rotrocaudal;
y en region periventricular (-de mayor densidad celular-) y
region paraventricular (-de menor densidad celular-), en el
sentido mediolateral), una subzona dorsal y una lateral
(Tabla 1 y Figura 1) (1). En la zona media del
hipotalamo, formando el suelo del ventriculo medio, se
encuentra la “eminencia media”, zona de especiales
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caracteristicas que se describe con posterioridad (Figuras
1y 2).

En todas estas agrupaciones (nlcleos y 4areas), se
encuentran una gran variedad de neuronas y células gliales
que se analizan a continuacion, dificiles de tipificar
mediante métodos histo- y electrofisiologicos, pero que
pueden clasificarse en parte mediante técnicas
citoquimicas y de biologia molecular. En ello se basan
fundamentalmente los avances de los tltimos afios.

2.2.  Conexiones neurohormonales
hipotalamicas

Las interconexiones nerviosas del hipotdlamo son
sumamente complejas (1, 16) y se superponen
funcionalmente a diferentes sistemas para la recepcion de
seflales internas y externas no nerviosas. Dentro del
hipotalamo existen conexiones entre las neuronas de cada
agrupacion y entre neuronas de distintas agrupaciones. Las
aferencias hipotaldmicas nerviosas principales ponen en
contacto a esta region con casi todo el resto del SNC para
recibir informaciones de sus funciones, bien directamente
(amigdala, corteza piriforme y sistema olfativo,
hipocampo, nucleos mesencefalicos y troncoencefalicos,
retina) o indirectamente (neocortex y tdlamo). Los
fasciculos de axones principales son: a) el fasciculo medial
del cerebro anterior (“medial forebrain bundle”) que
recorre todas las areas anatdmicas cerebrales basales desde
la region prefrontal a la médula y discurre por la zona
paraventricular y basal del hipotdlamo con multiples
conexiones hacia sus nucleos; b) el fornix; c¢) los tractos
corticohipotalamicos mediales; d) la stria terminalis; y ¢)
los fasciculos mamilares (importantes en circuitos de
memoria) (1, 22-24). Las conexiones eferentes nerviosas,
consideradas en su conjunto, ponen al hipotdlamo en
conexion con el resto del SNC, pero parecen mas
selectivas en sus relaciones con algunas regiones (1, 7, 12,
13), siendo muchas de ellas las que mediatizan Ia
regulaciéon vegetativa a a través del simpéatico y
parasimpatico. En paralelo a la vias nerviosas, gran parte
de las eferentes son neurosecretoras, de capital importancia
en la regulacion de la reproduccion; llevadas a cabo en la
neurohip6fisis (especialmente por axones de neuronas de
los nucleos supradptico y paraventricular) y las
secreciones en los complejos vasculares de la eminencia
media realizadas por subtipos de neuronas de
caracteristicas especiales situadas, muchas veces en
diversos nucleos (como las que secretan el “péptido
liberados de gonadotropinas”, GnRH - gonadotropin-
releasing hormone).

Toda esta compleja red de conexiones del hipotalamo,
aferentes y eferentes, nerviosas y no nerviosas, son la base
de la multiplicidad de funciones, aparte del control de la
reproduccion: regulacion del metabolismo del agua, del
apetito y de la ingesta, de las funciones metabdlicas
energéticas, de las funciones vegetativas, de los sistemas
hormonales, de los ritmos circadianos y circanuales, del
ciclo vigilia-suefio, de las reacciones inmunitarias.
También participan en la regulacion de las emociones y
diversos comportamientos, asi como en la regulacion de

nerviosas vy
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funciones cognoscitivas (1, 7, 9-19).

3. DIVERSIDAD DE LAS NEURONAS
HIPOTALAMICAS Y NEURONAS CLAVE EN EL
CONTROL DE LA REPRODUCTIVIDAD

Se ha insistido en la diversidad de subtipos neuronales
en los distintos nucleos hipotaldmicos, subtipos que no
solo son morfoldgicos sino funcionales.

Muchos autores, tal como se ha dicho, han subdividido
las neuronas hipotalamicas en dos subtipos funcionales:
neuronas implicadas en formar parte y regular circuitos no
secretores y neuronas secretoras de péptidos (es decir
aquellas cuyos axones acaban sobre los vasos, en la
eminencia media y en el 6rgano vasculoso de la stria
terminalis o en la neurohipofisis). Esta simplificacion es
solo util para explicar la base de la compleja eferencia
global hipotalamica pero resulta poco adecuada para
describir en profundidad muchos de los mecanismos
implicados en las funciones hipotalamicas.

Como ejemplos importantes en el control de la
reproduccion se puede sefialar que muchas de las neuronas
secretoras, aparte de su axon principal que finaliza sobre
los vasos, presentan colaterales axonicos que se dirigen
hacia estructuras del SNC para inervarlas (Figura 3). Se
han descrito fibras y botones sinapticos oxitocinérgicos,
vasopresinérgicos, GnRHérgicos, etc., asi como sus
receptores  especificos en neuronas de centros
circunventriculares (25), hipocampo y otras areas del SNC
(ver mas adelante). Por otro lado, este concepto de
“secretar” debe ser matizado en el caso de muchas de las
interneuronas reguladoras ya que parece existir una
“neurotransmision de volumen” (es decir, liberacion de
neurotransmisiones al espacio extracelular para actuar
sobre receptores no sinapticos (20, 21)). Este parece ser el
caso de las neuronas dopaminérgicas que regulan la
liberacion de GnRH en la eminencia media y que podria
ser extrapolable a otras interneuronas periventriculares.

Morfolégicamente, empleando técnicas de
impregnacion metalica (Golgi, plata de Cajal) se muestra
la existencia de distintos subtipos neuronales en cada
nicleo o darea, en base al tamafio (neuronas
“magnocelulares” o “parvocelulares”), al nimero y tipo de
dendritas y existencia de espinas en ellas, y a la longitud
(desarrollo “intranuclear” o “extranuclear”) de los axones
y sus arborizaciones colaterales (Figura 3). Estudios con
trazadores del transporte proximodistal o retrégrado
intraneuronal y estudios electrofisioligicos han mostrado
muchas conexiones aferentes y eferentes a estas neuronas.
Estudios sobre liberacion de neurotransmisores in Situ han
mostrado la existencia de glutamato, GABA, acetilcolina y
aminas. Sin embargo no completan nuestra visiéon de los
posibles circuitos y muchas de las funciones neuronales,
aunque con estas técnicas ha sido posible evidenciar
muchos remodelaciones neuronales de dendritas y sus
espinas y de las conexiones sinapticas. Como por ejemplo
de estos cambios se pueden sefialar las modificaciones en
las sinapsis glutamatérgicas axodendriticas y asosomaticas
en las células del nucleo supradptico y de las sinapsis
noradrenérgicas durante la lactacion (26, 27), los cambios
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sinapticos inducidos por la leptina en el nucleo arcuatus
(28), los cambios sinapticos en varios ntcleos en la
regulacion del balance energético (29) o los cambios en las
neuronas oxitocinérgicas y vasopresinérgicas en diversas
condiciones ambientales y cambios internos que hemos
observado (resultados no publicados).

Se debe sefalar que muchos autores, con
independencia de la implicacion directa de las neuronas de
algunos nucleos en determinadas funciones hipotalamicas,
la mayoria de ellas pueden ser englobadas en el complejo
“sistema reticular”, considerado en su sentido mas amplio
que recibe aferencias de todos los nucleos mas
diferenciados del SNC, para “integrar” las informaciones y
elaborar diversas respuestas especificas para centros
determinados del SNC y de fuera del SNC. Estas
respuestas pueden estar mediatizadas por diversos tipos de
neuronas de transmision sindptica o elaboradoras de
hormonas tisulares o celulares (generalmente colaborando
ambos tipos neuronales) (30, 31). El objetivo de estas
respuestas integradas, es adaptar las funciones de todo el
organismo para lograr respuestas globalizadas del
individuo (ante dolor, emociones, cambios ambientales) o
especificas de determinadas situaciones, como puede ser la
reproduccion donde los componentes animicos y el
comportamiento reproductor son aspectos a tener en
cuenta.

Estas neuronas “reticulares” se inician en la region
telencefalica anterior y continian por la parte basal-
anterior en la conexion telencefalica diencefalica, septum,
banda diagonal de Broca, hipotilamo y mesencéfalo (31,
32). El mayor porcentaje tiene su desarrollo dendritico
perpendicular al eje rostro-caudal (como en el hipotalamo,
Figura 3) y sus axones mdas largos recorren
longitudinalmente por el fasciculo medial del cerebro
anterior (Figura 3), con proyecciones hacia nucleos
superiores y del mismo nivel.

Muchos colaterales axonicos hipotalamicos pueden
discurrir dentro de los limites del ntcleo o area, lo que
parece sustentar una regulacion de otras neuronas del
nucleo, y otras colaterales que parecen dirigirse a nucleos
o0 areas colindantes, lo que supone una interrelacion entre
neuronas de distintos nucleos (Figura 3).

De la misma manera que ocurre con los axones, en
muchos nucleos o areas las dendritas estan circunscritas —
dentro de los tedricos limites (p.e., en los nucleos
supradpticos, supraquiasmaticos o mamilares) mientras
que en otras se observan dendritas que se desarrollan en
ntcleos vecinos (de neuronas centrales o de zonas
marginales), con dendritas que pueden recibir informacion
de fibras que inervan nucleos vecinos (Figura 3).

Estas relaciones entre neuronas de diferentes ntcleos y
las posibilidades de recibir simultaneamente informaciones
de axones que inervan nucleos vecinos por dendritas extra
desarrolladas, fundamenta la estrecha relacién entre las
funciones hipotalamicas, aunque sean tan aparentemente
diversas las funciones como el control de la reproduccion
y el de funciones cognoscitivas. Este hecho ha de tenerse
muy en cuenta tanto en la experimentacion, al interpretar
resultados, como en el desarrollo de posibles tratamientos
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farmacologicos o no farmacoldgicos (estimulacion
profunda).

Los subtipos neuronales secretores estan siendo
definidos mediante la identificacion de los péptidos
especificos que sintetizan y liberan. En paralelo, el estudio
de la localizacién de las neuronas que los sintetizan, de los
axones que los transportan y liberan y de las células que
poseen los receptores especificos, nos informan de las
“vias” utilizadas en el desarrollo de las funciones
hipotaldmicas. A este tipo de neuronas pertenecen las mas
importantes relacionadas con el control cerebral de la
reproduccion.

Las neuronas secretoras mas antigu