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Hace aproximadamente veinte afios que pertenezco a la
RANF, primero, unos cinco afios, como Académica
Correspondiente, estando en activo como investigadora del
CSIC, y luego quince, ya jubilada, como Académica de
Numero, en los que, ademas, fui elegida por votacion
Vicepresidenta de esa Academia en 2007. S¢ bien, pues,
desde dentro, la gran labor divulgativa que se hace y lo poco
que se difunde en el pais y en los medios de comunicacién
estatales. A pesar de estar informatizada la Academia con
retrasmision simultanea de sus sesiones. Lo que nos lleva al
escaso reflejo social que tienen las Academias y que no
pueden ampliar por su deficiente soporte econémico. Todo
ello es un gran error en un momento en que comenzamos,
segun parece, a querer elevar el nivel educativo de la
sociedad.

No encuentro la manera de plasmar la labor de la RANF
con objetividad y con rigor si no me refiero a mis propias
publicaciones en sus Anales. De conferencias dadas y
monografias coordinadas y publicadas, o en las Tertulias
impartidas y Mesas Redondas organizadas sobre diferentes
temas. Quisiera con todo ello mostrar el como y el porqué
del contenido de la labor en la Academia y como, ademas, el
contenido de los temas divulgados va cambiando sin casi
preverlo los académicos, ya que los temas tratados son
elegidos y modelados por el devenir de su interés y
actualidad en cada momento. Lo expongo como ejemplo de
lo que sucede, con toda seguridad, en la labor realizada por
cualquier académico y con el tnico afdn de poder transmitir
cual es la importancia de este trabajo. Por qué se hace y para
qué. Finalmente, quisiera exponer, segin mi criterio, si esta
labor divulgativa se podria aprovechar mas en nuestro pais.

Intento comunicar mi labor, a la cual se puede llegar por
las citas que adjunto, para dar rigor a mis palabras, para que
sea una muestra comprobable, que es, ademas, la unica que
puedo ofrecer y tengo derecho a mostrar. Simplemente como
molde a través del cual se comprenda el trabajo cultural
cambiante y variado de las Academias. No pretendo ser
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exhaustiva en mi exposicion ya que no lo hago, en absoluto,
con fines exhibicionistas y, ademas, porque esta labor,
aunque conocida por los integrantes de la RANF, si puede
servir de pauta para mostrar la labor de las Academias a
nuestra sociedad civil.

Mi condicién de Investigadora del CSIC, adscrita a un
Centro Mixto CSIC-UCM, el Instituto de Bioquimica, me
facilito la colaboracion con la RANF porque D. Angel
Santos Ruiz era Presidente de la RANF y Director del
Instituto de Bioquimica. Asi que, invitada por él, mi
colaboracion con la RANF empez6é mucho antes de ser
Académica Correspondiente de ella, lo cual no tuvo lugar
hasta el 7 de Noviembre de 1996 presentada por el
Académico de Numero Dr. D. Octavio Carpena.

En mi vida activa jamas pensé en ser académico, entre
otras cosas, tenia demasiado trabajo en formar mi grupo de
investigacion de “Metabolismo y Endocrinologia Perinatal
en el desarrollo de mamiferos”, ya que en dicho Centro,
cuando yo me incorporé en 1970, todos trabajaban en
Bioquimica Vegetal. Tuve, con la ayuda de D. Angel, que
montar un criadero de animales que no existia y del que,
finalmente, muchos se beneficiaron pasandose a trabajar
en Bioquimica Animal. Era ya Investigador Cientifico del
CSIC cuando llegué¢ a Madrid. Habia permanecido més de
tres afios en Paris, después de mi Tesis, tenia un Diploma
de Estudios Superiores por la Sorbona, y me habia
formado en neonatologia, en vertiente endocrina, en la
Facultad de Ciencias de Paris, en el Departamento que
dirigia el Dr. Alfred Jost, uno de los padres de la
endocrinologia fetal. Mi tema de investigacion bésica
tenia, pues, como vertiente clinica, la prevencion de la
subnormalidad y trabajabamos en fetos y en neonatos en
modelos animales, fundamentalmente, en rata.

MI LABOR, ANTES Y DESPUES,
ACADEMICO CORRESPONDIENTE

En 1976 ya publiqué un trabajo en los Anales de la

DE SER

305



RANF: F. Escriva y A. M. Pascual-Leone “Estudio de las
variaciones de la insulina plasmatica y proteinas cerebrales
solubles en ratas neonatales normales y tirotoxicosicas”,
Anales Real Academia de Farmacia, XII n® 2 (1976),
(Trabajo "Premio Alter) y para F. Escriva era uno de sus
primeros resultados en nuestro laboratorio, y ahora acaba de
ser nombrado Catedratico de Bioquimica de la UCM para
satisfaccion de todo nuestro grupo. En 1979 publicamos E.
Besa y A. M. Pascual-Leone en Anales Real Academia
Farmacia. 45:567-580 (1979), “Efecto de pequeias dosis de
tiroxina sobre el TSH hipofisario en rata tirotoxicésica”. Y
en 1982 M. 1. Arénguez y A. M. Pascual-Leone,
“Consecuencias sobre parametros fisiologicos y bioquimicos
de la administracion de cortisol a rata perinatal”, Anales Real
Academia Farmacia. 48:239-252 (1982). Dada Ia
colaboraciéon de mi grupo con laboratorios franceses se
hicieron muchas invitaciones desde la RANF, siendo
Secretario perpetuo de la Academia, el desgraciadamente
recientemente fallecido, Dr. Ortega Mata que ya, entonces,
era Académico de Numero. Invitaciones de la RANF hechas
a través de la Embajada de Francia para conferencias y
cursos'. Nuestro grupo de investigacion tuvo aquellos afios
premios significativos”. Y en 1996 entré a formar parte de la
Academia como Correspondiente.

Debi jubilarme en 1995 con 65 afios, eso decia la ley
vigente para los investigadores, pero el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas me concedio el titulo ad honorem
después de la evaluacién de mi carrera cientifica por la
Comision Interministerial de Ciencia y Tecnologia del
Ministerio y por el area de Biomedicina del CSIC. y segui
trabajando jubilada. Y en 1997 fui contratada por parte del
CSIC para continuar la carrera cientifica (contratacion tan
solo concedida aquel afio al 23% de jubilados, 18 personas,
después de su evaluacion cientifica). Era Presidente del
CSIC, el Dr. D. César Nombela Cano. Todo ello para tratar
de mantener a los investigadores mayores de 65 afios en
condiciones econdmicas parecidas, pero no igualitarias, a los
docentes universitarios que se jubilaban a los 70 afios.
Mantuve mi contrato hasta el afio 2000 en que dejé el
laboratorio.  Expongo  estas  cuestiones, totalmente
comprobables, para evidenciar la falta de valoracion y apoyo
que ha tenido siempre, en nuestro pais, el trabajo de
investigacion basica y sin el cual el mundo del siglo XXI, de
ninguna forma, podria haber alcanzado el nivel cultural que
tienen las sociedades en todos los paises, ni tampoco las
condiciones sanitarias y terapéuticas si nos ceflirmos a la
investigacion basica biomédica..

Naturalmente, en esos afios, estando en activo, mis
aportaciones a la RANF y los premios concedidos tuvieron
como tematica las investigaciones que se estaban realizando
en mi grupo de trabajo, mostrdbamos los resultados que
obteniamos y sus conclusiones’. Y parte de dicha tematica
investigadora estd expuesta en el libro que coordiné
publicado en 2012* del cual hablaremos.

LABOR EN LA RANF SIENDO ACADEMICO DE
NUMERO

Pero el 13 de diciembre de 2001, ya jubilada, fui
nombrada Académico de Numero por votacién de los
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Académicos de la RANF, leyendo el discurso titulado
“Vision endocrina actual de las interconexiones celulares :
la familia de la insulina” y que fue publicado por la
Academia.

El contenido de éste discurso trata, por primera vez en
mis intervenciones, de enmarcar las investigaciones que
habia realizado dentro de un cuadro mas amplio. Intentando
exponer las conexiones de nuestro tema de investigacion con
la ciencia vigente entonces, con las teorias y conclusiones
cientificas del afio 2001. El discurso es una reflexion
divulgativa, derivada de los resultados de investigacion
encontrados y del bagaje adquirido en los treinta afios de
trabajo investigador Y asi he continuado siempre en la
RANF, tratando de actualizar conocimientos en vertientes
que eran interesantes para la formacion adquirida en mi etapa
activa, buscando descubrimientos que muchos de ellos no
existian atin mientras yo investigaba. Queriendo asi divulgar,
pues, lo nuevo, lo que no existe en libros de texto, lo que uno
mismo tiene que aprender en revisiones cientificas lo mas
rigurosas posibles. En primer lugar, porque eso es un
enriquecimiento personal que se debe uno a si mismo, pero,
ademads, que solamente se puede hacer cuando se tiene
experiencia cientifica, no improvisada, sino labrada a través
de afios de trabajo. Ese es, ademas, sin duda, el hacer
cientifico de los miembros en las Academias. No se puede
hacer antes, forzosamente es una vertiente cultural que no
puede hacer un joven, pero que culturalmente es muy
enriquecedora si se divulga y se traslada a la sociedad y que
siempre se refleja en las generaciones mas jovenes. La
intergeneracionalidad es absolutamente necesaria para crear
en un pais un nivel alto de cultura. Y, como veremos, dicho
interés por la intergeneracionalidad siempre ha movido
también mi trabajo en la Academia.

RELATO CONCRETO DE LOS ULTIMOS 15 ANOS
DE ACADEMICO DE NUMERO

Los ultimos afios antes de la jubilacién, y los primeros
después del 2000, fueron ailos de mucho trabajo. Porque para
un investigador de mi generacion, generacion de postguerra
civil, que habia conseguido tener dinero y proyectos a su
nombre y para su tema, tan solo a partir del afio 1980,
aproximadamente, su posibilidad de resultados brillantes
publicados en revistas de alto impacto se reducia tan solo a
algo mas de veinte aflos escasos. Y si ya la vida humana es
corta siempre en un investigador porque se requieren muchos
afios de preparacion, en dichas circunstancias, muy corrientes
en aquellos afos para mucha gente, su vida productiva es
cortisima. El investigador tiene la sensacion, al menos yo la
tuve, de que se jubila cuando estd mejor formado y cuando,
su creatividad y posibilidades de publicar, estan en alza.
Digo todo ello para destacar el error enorme que se comete
en los paises cuando de forma importante se limita el dinero
para la investigacion, porque ello aumenta, exageradamente,
el esfuerzo a realizar del investigador en sus comienzos y ese
tiempo perdido es ya irrecuperable para él y para su pais.

Por estas circunstancias, los afios antes de la jubilacion y
los siguientes hubo que redactar y publicar muchos
resultados que estaban no publicados aun’. No obstante,
estaba jubilada y aproveché mi tiempo en la Academia.
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1
Comentario en el texto
1977. Prof. A. Jost. Profesor en el Colegio de Francia, Lab. de
Physiologie du Developpement. Place Marcelin-Berthelot, París 5º
(Francia),1978. Prof. J. Legrand. Lab. de Physiologie Comparée,
Université des Sciences et Technique du Languedoc, 34060
Montpellier (Francia).1979. Prof. C. Petter. Lab. de Physiologie du
Developpement, Bâtiment C, 5º etage 4-place Jussieu 75230, París
(Francia). 1980. Prof. E. Vigoroux. Lab. Physiologie Comparée,
Faculté des Sciences, Université Pierre et Marie Curie, París 5º
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(Francia).1982. Prof. J. Girard. en aquel momento Director del
Centre de Recherches sur la Nutrition du C.N.R.S., Meudon-
Bellevue (Francia).1983. Prof. M. Rieutort, Maître Assistant,
Collège de France. Lab. de Physiologie du Developpement, Place
Marcelin-Berthelot, París 5º (Francia). 1984. Prof. Pic, del
laboratoire de Endocrinologie Cellulaire. Institut de Chimie
Biologique, Université de Provence, Centre St. Charles. Marsella
(Francia). Algunos de estos profesores dieron también conferencias
y comunicaciones cortas en el Instituto de Bioquímica.


2
Comentario en el texto
Premios significativos: Medalla de Plata de la "Academie Internationales de Lùtece". 8º Grand Concours International, 1976. París. Los premios de la RANF Alter en 1978, Abelló en 1979 y el premio Fundación Folch a la Tesis de Cecilia Alaez Usón titulada: "Actividad 5'-desyodasa y regulación del axis tiroideo en rata neonatal ubnutrida" Finalmente recibimos en 1994 el Premio Nacional de Investigación Reina Sofia, para España, que concede, cada dos años, el Patronato de Prevención de las Deficiencias. Muy satisfactorio para nosotros puesto que la aplicación clínica de nuestras
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3
Comentario en el texto
A. M. Pascual-Leone:“Nutrición y desarrollo: egulación de los factores de crecimiento IGFs An.Real. Acad. Farm.64:347-65, (1998), “Interacción entre hormonas tiroideas y factores de crecimiento IGFs” Anal.Real.Acad.Farm.66:185-202, (2000) y Regulacion del crecimiento: axis GH/IGFs e hipótesis neuroendocrina Anal.Real.Acad.Farm.67:402-23, (2001).

4
Comentario en el texto
A.M. Pascual-Leone “La larga marcha hacia una línea de
investigación sobre desarrollo perinatal” en Retroceso en el tiempo: la investigación biomédica en España. Testimonios y reflexiones lecturas para el futuro” Madrid. Real Academia Nacional de Farmacia (RANF) 2012, 390 p. ISBN:978-84-938172-8-2, lo encontraran en el link de la pag web de la RANF:
http://www.analesranf.com/index.php/especial/article/view/1401/
1437.

5
Comentario en el texto
L. Goya, A. de la Puente, S. Ramos, M. A. Martín, F.
 Escrivá,
A.M. Pascual-Leone. "Regulation of IGF-I and -II by glucose in
primary cultures of fetal rat hepatocytes". Journal of Biological
Chemistry 274:24633-24640, 1999.
- A. de la Puente, L. Goya, S. Ramos M.A. Martín, C. Alvarez, F.
Escrivá, A.M. Pascual-Leone.”Effects of experimental diabetes on
renal IGF/IGFBP system during neonatal period in the rat”.
American Journal of Physiol. Renal Physiol. 279:F1067-F1176,
2000.
-S..Ramos, L.Goya, C.Alvarez MA. Martin A.M.Pascual –Leone.:
“Effect of thyroxine administration on the IGFs/IGF binding protein
system from neonatal period in the rat” J. of Endocrinology 169:111
-122, 2001
- M. Agote, L. Goya, S. Ramos, C Alvarez, ML Gavete, A.M.
Pascual-Leone and F. Escrivá. "Glucose uptake and glucose
transporter protein in skeletal muscle from undernourished rat".
American Journal of Endocrinology 281:, 2001.
- S. Ramos, L Goya, C Alvarez, M.A. Martín, M Agote, F Escriva
and A.M. Pascual-Leone. TITULO: "Different role of insulin on
GLUT-1 and -4 regulation in heart and skeletal muscle during
perinatal hypothyroidism". American Journal of Physiology
Endocrinol Metab 281: E1078-E1081, 2001.
- L. Goya, J.A. Chowen, S Ramos, S Busigina, MA Martín, AM
Pascual-Leone and LM García-Segura. "Effect of early
undernutrition on the brain insulin-like growth factor -1 system". J.
of Neuroendocrinol.14:163-69.2002
- Martin A. M.,P. Serradas,S.Ramos,, A.M.Pascual-
Leone.B.Portha,and C. Alvarez ”Protein -Caloric Food Restriction
Affects Insulin –like growth factor


My work at the RANF. What is the cultural job of academies?

Hubo posibilidad de seguir participando en cursos de
doctorado en distintas universidades. Uno muy importante
para los investigadores perinatalistas de este pais fue sobre
“Bioquimica Perinatal”, que se realizé por espacio de mas de
doce afios, coordinado y dirigido por el catedratico Emilio
Herrera, curso modelo de dedicacion y buen hacer en su
direccion, Ya que nos permitia ademds, en muy buen clima
intelectual, conocernos e intercambiar ideas los perinatalistas
del pais. El curso fue subvencionado siempre por la
Fundacion Areces. También intervine en Tertulias cientificas
sobre temas interesantes como el dimorfismo sexual, cuyo
proceso en humano tiene lugar en periodo fetal® y que debe
divulgarse para poder luego los ciudadanos lanzar opiniones
en la sociedad con basamento cientifico

En las Tertulias de la RANF de un tema de actualidad se
discute durante una hora después de la exposicion de un
ponente previamente elegido. Fue una idea para nuestra
Academia de nuestro compafiero el Dr. Antonio Martinez
Fernandez, Catedratico de Parasitologia, y cuya idea ha
venido proporcionando riqueza intelectual interesante.

Naturalmente, los Académicos dan también conferencias
en otras instituciones, como hice yo en la Academia de
Farmacia Catalana’ y en diversas universidades y cursos de
doctorado. En la Academia catalana, finalmente, entré como
Académico Correspondiente.

Mis intereses en la RANF se dirigieron, en primer lugar,
a divulgar investigaciones de ultima hora acerca del control
del apetito por el cerebro y la importancia en ello de
hormonas como la insulina, ya que dicha cuestiéon es
fundamental para comprender el equilibrio energético como
fundamento de la salud y del crecimiento en etapas
perinatales. Sobre todo, para un investigador interesado en
modelos de malnutricién en periodo gestante, como yo habia
sido.

En el afio 2005 se publico la primera monografia que
coording, se titulaba “Mecanismos moleculares y
neuroendocrinos del balance energético: patologias” que
fue enteramente subvencionada por la RANF. Y en donde el
titulo de mi capitulo habla por si solo “Control
neuroendocrino del balance energético: el adipocito
secretor” Y me rodeé, para los diferentes capitulos, de
investigadores, catedraticos o pertenecientes al CSIC, que me
parecian verdaderamente interesados en estos temas y que
estaban trabajando en ellos. Como Adolfo Toledano,
Guillermo Séez, M* Jesus Obregon, Gabriela Morreale, J. M.
Cuezva, Federico Mayor Menéndez, Marta Casado o
Fernando Escriva y Carmen Alvarez de mi propio grupo. La
seleccion de colaboradores en una monografia es facil
hacerla cuando uno ha trabajado entre ellos y ha implicado
toda su vida en su trabajo. Solamente asi se pueden
seleccionar bien los colaboradores. La monografia fue
publicada en 2005.Y sobre esta misma tematica se habian
dado varias conferencias, con trabajo propio, publicadas en
los Anales o como invitada en otros Centros y que fueron
publicadas en la RANF mas tarde’.

En 2006, la Junta de Gobierno de la Facultad de
Farmacia me concedi6 la Medalla de Oro de la Facultad de
Farmacia de la Universidad Complutense donde, en su
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Instituto de Bioquimica, habia realizado mis investigaciones
por espacio de mas de treinta afio, lo cual fue muy
gratificante. Siendo el Decano de la Facultad el Dr. D. Benito
del Castillo actual Vicepresidente de la RANF. Pero también
en 2006 se publico una nueva monografia'® que fue el
resultado de un curso dado en al Instituto de Espaia
“Procesos Epigenéticos: postformacion y factores externos”
mi capitulo se titula “Desarrollo fetal y neonatal”, en donde
se habla de la influencia de factores externos en el desarrollo
que influyen sobre el genoma heredado y dan como resultado
un genoma modificado o epigenoma que es el que,
finalmente, rige el desarrollo. Colaboraron Antonio Ferraz,
Académico de la Academia Internacional de Historia de las
Ciencias y catedratico de Filosofia en la UAM, desde un
punto de vista filosoéfico, Flora de Pablo, Académico
Correspondiente de la RANF, que hablé de “Desarrollo
embrionario temprano” y Gonzalez de Posada, Académico
de Numero de Medicina y Correspondiente de la RANF
desde un punto de vista fisico y cosmologico. Esta
monografia trata de incidir y expandir el concepto de
epigénesis, enormemente en alza en esos afos, sobre todo,
por los estudios realizados con fines terapéuticos en procesos
cancerigenos. Y este concepto es muy importante para los
estudios de crecimiento perinatal que habiamos siempre
realizado en mi grupo. Ello hizo, ademads, que a partir del
2008, estudiados los nuevos conocimientos publicados sobre
epigénesis, me comenzara a interesar por como los factores
ambientales en los cuales se desarrolla el crecimiento en los
mamiferos, pueden, de alguna forma, programar la salud
adulta. Tema del cual comenzaron a celebrarse congresos
internacionales.

Todo ello porque mis intereses como investigador
perinatalista habian sido siempre el estudio de alteraciones
adquiridas, no genéticas, del desarrollo. La memoria
presentada al Premio Nacional de Investigacion Reina Sofia
en el afio 1994 se tituld “Investigaciones encaminadas a la
prevencion de alteraciones adquiridas, no genéticas, del
desarrollo” memoria publicada, Documentos 41/94 por el
Real Patronato de Prevencion y Atencion a Personas con
Minusvalia después de concedido el Premio Nacional de
Investigacion Reina Sofia para Espafia, del afio 1994, ya
citado. Nosotros, en mi grupo y otros muchos investigadores,
habiamos estado estudiando alteraciones adquiridas por
desequilibrios hormonales provocados en rata gestante o por
malnutriciéon, y habiamos establecido la importancia de
ambas lineas como agentes desencadenantes de un mal
crecimiento fetal. Pero, en aquella época, no se conocia el
mecanismo por el cual estos factores, modifican el genoma
heredado, y producen un epigenoma, que es el que rige y
finalmente detiene el crecimiento. De aqui mi interés por el
estudio de los mecanismos epigenéticos y la epigénesis en
general.

Asi pues, a partir del afio 2008, después de la
publicacion de la monografia citada, que constituyé un curso
impartido en el Instituto de Espaiia, he venido tratando temas
epigenéticos importantes para el desarrollo. En primer lugar,
exponiendo la importancia de los nutrientes como factores
moduladores del crecimiento y, posteriormente, estudiando
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6
Comentario en el texto
A.M. Pascual-Leone: 
Influencia de los factores genéticos y ambientales en el desarrollo” impartida el 14 de abril del 2005 en las Tertulias Científicas de la Real Academia Nacional de Farmacia junto con el Dr. Lacadena.
 “Bases científicas de la diferenciación sexual. Reflexiones” impartida el 4 de junio de 2009 en Real Acad. Nac. Farm. En la Tertulia Científica.
 “Diferenciación sexual:el factor de Jost” conferencia impartida el 16 de abril de 2009 en la Real Acad Nac. Farm. y publicada en los Anales de la Academia Vol LXXV nº3, pag.419-66,2009
“Dimorfismo sexual cerebral en el siglo XXI: su incidencia terapéutica “ conferencia impartida el 29 de septiembre de 2011 en Tertulia Científica realizada en el Real Acad. Nac. Farm dentro del tema “El cerebro y las enfermedades del cerebro “ celebrado en dicha Academia con motivo de ser el año dedicado mundialmente al cerebro.
“Diferenciación y dimorfismo sexual durante el desarrollo “ impartida el 5 de mayo de 2011 en el curso de Doctorado de la Real Academia Nacional de Medicina los días 4 y 5 de mayo curso dirigido por el Dr. D. Enrique Blázquez Fernández, académico de Número de Medicina. VIII Curso para Postgraduados titulado “Fundamentos Moleculares de la Medicina” y encuadrada en la sección “Dimorfismo, identidad y diferenciación sexual”.


7
Comentario en el texto
A.M.Pascual-Leone “Balance energético: su implicación en el desarrollo humano” Reial Academia de Catalunya XIII, 3ª epoca (27) 89-109, 2004. página/ A.M.Pascual-Leone “Desarrollo y Balance energético: factores endocrinos comunes e interdependencias” Reial Academia de Farmacia de Caralunya XIII, 3ª epoca, (29): 49-89, 2006.

8
Comentario en el texto
A.M.Pascual–Leone “Control neuroendocrino del balance energético: el adiposito secretor” en: “Mecanismos moleculares y neuroendocrinos del balance energético: patologías” Editora A.M. Pascual-Leone Monografía XVIII, Real Academia Nacional de Farmacia del Instituto de España, 2005.

9
Comentario en el texto
A.M.Pascual –Leone. “Balance energético: leptina”. An. Ral. Acad. Nac. Farm. 69: 257-287. (2003).
 A.M.Pascual –Leone. “Eje cerebro intestinal: orexinas. An. Real Acad. Nac. Farm. 70: 905-931. (2004).


10
Comentario en el texto
A. M. Pascual-Leone, Coord. “Desarrollo Fetal y Neonatal” en “Procesos epigenéticos: postformación y factores externos”curso impartido23-26 octubre en el Instituto de España. 2006.


la adaptaciéon a una situacion de emergencia en periodos
inmaduros, en la cual la situacion de peligro juega un papel
muy importante en el establecimiento del axis endocrino
hipotalamo-hip6fisis-corteza suprarrenal que se programa, en
humano, en periodos fetales

El 17 de enero de 2008'" fui encargada del discurso
inaugural de dicho curso en la RANF. Se titulé: “Desarrollo
de mamiferos a la luz de los conocimientos cientificos
actuales: su interés sanitario” y fue publicado por dicha
Academia. Su contenido es un recorrido por los estudios
epidemiologicos y cientificos que muestran como los niflos
nacidos pequefios para su edad gestacional presentan un
factor de riesgo importante para manifestar, en su vida
adulta, las dolencias comprendidas dentro del sindrome
metabolico: resistencia a la insulina, dislipemia, hipertension
o alteraciones cardiovasculares, patologias que, ademas,
comenzaban a ser muy frecuentes en las sociedades actuales.

En este discurso se narra como las primeras sugerencias
de la correlacion entre bajo peso al nacimiento y dichas
patologias fueron primero descritas para alteraciones
cardiovasculares y después, rapidamente se extendieron a
diabetes 2, osteoporosis y desequilibrios metabdlicos y
endocrinos. También se narra que los primeros indicios
aparecieron en 1989 y con bastante rapidez se llegd al
paradigma del origen fetal de patologias de adulto. El primer
congreso mundial tuvo lugar en Mumbai en la India, ya que
los investigadores indios habian sido los primeros en dicha
denuncia. Tuvo lugar en febrero de 2001. El segundo
congreso tuvo lugar en el Reino Unido, en Brighton, en
2003, con dobles asistentes que el primero y se cre6 una
sociedad con fines formativos Sociedad Internacional para el
Estudio del Origen durante el Desarrollo de la Salud y
Enfermedad (en inglés International Society for the
Developmental Origen of Health and Disease” (DOHal). En
este congreso se establecido la idoneidad de los modelos
animales para dichos estudios. Y el tercer congreso tuvo
lugar en Toronto en 2006.

También en 2008 coordiné junto con el D. José Maria
Medina, Académico de Numero de la RANF una nueva
monografia'? titulada: “Desarrollo perinatal: origen de
patologias adultas” mi capitulo se titulaba: “Sindrome
metabolico y  desarrollo  perinatal:  alteraciones
corticosuprarrenales” y la del Dr. Medina “Alteraciones
moleculares del desarrollo cerebral” y otros muchos
capitulos interesantes de los Dres.: Gabriela Morreale, M*
Jesus Obregon. Carmen Alvarez, Emilio Herrera, Luis Goya
de mi grupo, Fernando Escrivd, M* Pilar Ramos Alvarez,
Guillermo Séaez, Juan Tamargo, Méaximo Vento, José Vifia
Ribes y Antonio Zorzano.

Tanto el descubrimiento de los procesos epigenéticos
modulando el genoma heredado que, evidentemente, se
produce en desarrollo ayudado por la plasticidad de los
tejidos, como el reconocimiento, por estudios
epidemioldgicos, de la importancia de un retraso de
crecimiento fetal, como marcador de posibles patologias
adultas, sefialan la gran importancia para la salud adulta de
los estudios en dicho periodo, sobre todo de lo que
nosotros habiamos 1llamado siempre, en nuestras

308

Ana M.* Pascual-Leone Pascual

investigaciones, “alteraciones adquiridas del desarrollo ™.

Pensando que otra de las “alteraciones adquiridas”
importantes, producidas en periodo fetal, podria suceder a
causa de tenerse que adaptar el organismo materno a una
situacion de peligro en el momento en que se programa, en
el feto, de forma irreversible, su axis hipotalamo —hipofisis
—corteza suprarrenal (axis HPA en el mundo anglosajon)
comencé a interesarme y exponer en la Academia los
estudios e investigaciones mds recientes al respecto. Y
estos estudios mostraban que la mala programaciéon del
axis HPA fetal se produce, en situaciones de peligro, por
una disminucion en el hipocampo fetal de los receptores de
hormonas corticosuprarrenales, utilizando mecanismos
epigenéticos que se comenzaban a conocer. Y, todo ello,
como consecuencia de la llegada masiva al feto de
hormonas corticoesteroides maternas a través de la
placenta, secretadas debido al estrés materno. Dando lugar
como resultado a la programacion fetal anomala de un axis
HPA mal regulado, y de forma irreversible en adulto.

Consecuentemente, en los ultimos afios, he dirigido mi
trabajo académico a estudiar lo que se conoce y se investiga
actualmente sobre cémo se adaptan los organismos a una
situacion de peligro que actualmente se denomina allostasis,
etimolégicamente, “estabilidad a través del cambio™>'"*. Las
respuestas allostaticas se habilitan para defender a los
organismos con fines de supervivencia e incluyen en las
sociedades actuales las emergencias emocionales por
inseguridades sociales.

La allostasis esta regida a nivel cerebral, y en las redes
allostaticas que se movilizan en la adaptacion a situaciones
de emergencia, la mas importante sigue siendo la salida a
plasma de glucocorticoides, tal y como ya enuncié Selye en
1930, llamandole entonces “sindrome general de
adaptacion”". Pero, actualmente, enriquecido con conceptos
nuevos y nuevas investigaciones. Compendio de estos
estudios se publico en 2010 una monografia titulada'®.
“Accion de las hormonas a nivel cerebral” coordinada por
mi y por el Dr. Medina titulado el capitulo del Dr. José Maria
Medina “Epigénetica del desarrollo cerebral. La nueva
frontera de la neuroendocrinologia” y mi capitulo “Acciones
cerebrales de los esteroides: estado actual de la respuesta al
estrés implicaciones en la conducta” cito ambos titulos
porque son representativos del sentido divulgativo del libro.
En él, intervienen: Dras. M* Angeles Arévalo y Carmen
Ariznavarreta, Dres. Ifligo Azcoitia, Dr. E. Blazquez
Fernandez, Juan Bernal, Fernando Escriva, Jesus
Tresguerres, Luis Miguel Garcia Segura, Ignacio Torres,
Guillermo Séez, José Maria Tormos, Alvaro Pascual-Leone
Garcia por citar los mas significativos.

También en las Academias se rinde culto a la labor
investigadora mundial y en la RANF se divulga el contenido
cada afo de los trabajos de los Premios Nobel de Fisiologia o
Medicina y Quimica, labor que en nuestra Academia dirige
con éxito y dedicacion el Dr. Lacadena Calero, Catedratico
de Genética y hasta hace poco Vicepresidente de la
Academia. También se conmemoran centenarios de
acontecimientos cientificos como el centenario del Premio
Nobel de Quimica de Madame Curie en 1911". Y también
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se imparten cursos de temas monograficos en colaboracion
con universidades como el que se realiza todos los afios
sobre obesidad en la RANF en colaboracion con la UCM de
Madrid.

Resumiendo, los dos grandes tema tratados por mi han
sido, primero, divulgar cémo se mantiene el equilibrio
energético a través del cerebro exponiendo los ultimos
descubrimientos en el tema y, posteriormente, cobmo han ido
avanzando y amplidndose los conceptos para explicar como
hacemos frente a situaciones de emergencia y conseguimos
sobrevivir. Y todo ello referido a la importancia que ambas
vertientes tienen para el desarrollo normal en periodo
perinatal ya que, en dicho periodo, se programa de forma
irreversible la salud adulta. Ademas, he tratado de divulgar,
con conocimientos actuales, el dimorfismo sexual, que tiene
lugar también en periodo gestante en el hombre, del mismo
modo que la programacion del axis hipotalamo — hipofisis-
cortezasuprarrenal, y ambos de forma irreversible en
humano. Temas, sin duda, elegidos por las vertientes
cultivadas en mi vida activa como investigador. Y todo esto
ha constituido el contenido de las aproximadamente
veinticinco conferencias impartidas y ponencias de tres
Mesas Redondas ademas de unas cinco tertulias y cinco
Monografias coordinadas en que he intervenido

Actualmente, esta en prensa para el proximo nimero de
los Anales una Mesa Redonda titulada “Posible papel del
microbioma en el eje cerebro/intestino” que coordiné el 15
de junio de 2017 y en la que intervinieron los Dres. Rafael
Sentandreu y Sebastian Cerdan Académicos de Numero de la
RANF. En ella tratamos de exponer y actualizar la posible
accion de los virus, bacterias y protozoos que constituyen el
microbioma del intestino, y que recientemente se estan
estudiando. El microbioma intestinal podria cooperar ¢
interactuar  quizd con el sistema  peptinérgico
cerebro/intestinal que, hoy sabemos, regula el balance
energético. Y volvemos a enfocar las investigaciones nuevas
hacia las vertientes cientificas conocidas e investigadas.

Todos estos temas, forzosamente, estan tefiidos, por mis
intereses cientificos y la preparacion lograda en mi vida
profesional como investigador. Y eso sucede en las
Academias con la labor de todos los académicos que,
naturalmente, vienen de vidas intelectuales nutridas en
vertientes cientificas diversas. Yo he aprendido mucho de
mis compafieros y espero haberles aportado algo con mi
esfuerzo. Pero todas esas vertientes de labor realizada por los
académicos, constituyen el patrimonio cultural de cada
Academia

La divulgacion constituye un conglomerado de
conocimientos cientificos o culturales lo mas actualizado
posible que no se puede hacer bien mas que con un bagaje de
conocimientos solido, lo mas grande posible, y adquirido
durante afios de trabajo. Teniendo, ademas, el poso cientifico
que deja la experiencia de dicho conocimiento. Por ello es
una tarea de personas no jovenes. Pero dicha divulgacion
debe ir dirigida a jovenes de excelencia en su periodo
creativo ya que al menos, va a hacerles pensar y motivar. El
respeto, la proteccion y difusion de la cultura termina,
ademas, por elevar, con seguridad, el nivel educativo de las
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sociedades. Y ello no se conseguira mas que tendiendo
puentes a investigadores de excelencia mas jovenes

Teniendo la conviccion de que los paises necesitan
cultivar los intercambios generacionales para
verdaderamente alcanzar niveles culturales solidos y
prestigiosos, en 2012, coordiné una monografia tratando de
dejar constancia, al menos en biomedicina, que es lo que
conozco bien, de las Dbiografias profesionales de
investigadores de mi generacion que hicieron el esfuerzo de
crear las redes y el basamento, totalmente destruido después
de una guerra civil, de la investigacion biomédica en este
pais. La seleccion es pequeiia, testimoniaron 20 personas y
de ellas hay dos jovenes en activo para tener la vision de
personas actuales y sus problemas’
No soy quien para juzgar el resultado pero si puedo decir que
el libro fue elogiado y reiteradamente pedido y divulgado. Y
consecuentemente con el interés intergeneracional,
actualmente, las Academias de este pais, sobre todo las de
Ciencias, estan implicadas en la creacion de Academias
Jovenes.

La idea de Youth Academies o Academias Jovenes'™ es
absolutamente europea, concretamente alemana, no voy a
repetir lo que yo y muchos en las Academias hemos ya
escrito. Una Academia Joven es para gente de 30-40 afios y
solo pertenecen a ella por 5 afos. No tienen nada que ver las
Academias jovenes con las clasicas. En las jovenes se busca
seleccionar con comisiones internacionales, absolutamente
limpias e independientes, los talentos creativos de cada pais,
y hacerlo cuanto antes. Y para esas generaciones de talento
las Academias Jovenes son una ventana internacional que les
permite comunicarse con la gente de calidad intelectual del
mundo. Mucha gente ha estado implicada en esta idea y hay
ya cerca de 55 academias jovenes o mas creadas por todo el
mundo, por supuesto en muchos paises de Europa. Me
gustaria poderles decir que estd fundada la de nuestro pais,
pero, en este momento, solamente sigue en tramite con todo
el expediente depositado en el Ministerio de Educacion,
Cultura y Deporte.

Las Academias desde su fundacion tienen un papel
consultivo en la sociedad que se ejerce puntualmente cuando
se solicita. Actualmente, este papel consultivo se deberia
ampliar a problemas educativos y culturales y, en estos
momentos, se plasma en articulos de opinion y editoriales en
nuestra Academia'” *°. El 9 de junio de 2016 coordiné
presidida por el Excmo. Sr. Presidente de la RANF D.
Mariano Esteban y con la Asistencia de la Secretaria de
Estado del Ministerio de Investigacién, Desarrollo e
Innovacién, Diia. Carmen Vela, titulada” Educacion —
Investigacion para el futuro: la Academia Joven de Espaiia
“y donde dimos voz a los seis espafioles que ya pertenecen a
la Academia Joven Mundial, creada en Berlin en 2010%!

Hasta aqui he pretendido mostrar el hacer de las
Academias recurriendo a hechos, por ello las citas exactas de
mis publicaciones, perdonenme tanta cita.

Recientemente, se ha publicado en El Pais-26 de junio
2017- un articulo titulado La democracia requiere hechos”
donde se destaca el papel y la importancia del periodismo
(Antonio Caflo, discurso de la apertura de los Cursos de
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Verano, de la Universidad del Pais Vasco) Yo creo que “la
verdad requiere hechos” y eso intento contarles mis “hechos”
en la RANF. No he encontrado otra manera para mostrar con
evidencias y publicaciones la verdad del hacer académico.

Otra cuestion: (Son los enseniantes de este pais elegidos y
tratados como merecen? jse aprovecha bien la divulgacion
acadeémica?

Actualmente, estamos hablando de la elaboracion de una
nueva Ley  Educativa, consensuada politica 'y
territorialmente, pero nadie habla de la eleccion de los
ensefiantes. De todos los ensefiantes en primaria, secundaria
y universidad. Porque la Ensefianza con mayuscula, en un
pais, constituye un todo intimamente relacionado. Y como he
expresado en otros articulos la Educacién, ademas,
constituye un binomio indisoluble con la Investigacion.
Dificilmente tendremos buenos estudiantes de secundaria sin
una buena escuela primaria Y creo que de la misma forma
que se optd por seleccionar al final de Bachiller a los
sanitarios, a los futuros médicos, se deberia en este pais
seleccionar a todos los ensefiantes. Porque habria que
conseguir que los dedicados a la ensefianza fueran, no
solamente los bien dotados intelectualmente, sino los mas
motivados por la Cultura de una forma amplia. Y ello se
refleja, en los alumnos, sobre todo y desde la escuela
primaria, en sus calificaciones escolares. Ademas, se deberia
cuidar al maximo el salario de los ensefiantes, porque ello
justificaria no solamente su seleccion, sino seria un acicate
para que los mas dotados quisieran dedicarse a la ensefianza.
Pero, a mayor abundamiento, en la sociedades actuales,
profundamente materializadas, y también en nuestro pais,
ayudaria mucho a que la sociedad civil les respetara.,
Solamente asi, se conseguiria el respeto a los ensefiantes. Y
ello seria un modo bastante eficaz para aumentar y
consolidar en nuestra sociedad civil el respeto a la Cultura y
a la Educacion y sus valores. S¢ ha conseguido para los
sanitarios y ha dado un resultado excelente en la sanidad
nacional de este pais. Vertiente admirada, actualmente, por
paises mas cultos que el nuestro, pero que tienen
sanitariamente un mas bajo nivel, de aqui que acudan al
nuestro en sus problemas patologicos. Si se consiguiera todo
ello, Espafia no solamente seria un pais turistico por sus
playas sino verdaderamente prestigioso y respetado en
vertiente cultural. Y lo podemos hacer, no hay mas que
tomar conciencia y ponerse a ello Otro ejemplo de toma de
conciencia colectiva, con éxito rotundo, ha sido nuestro
sistema de trasplantes, verdaderamente, admirado en todo el
mundo.

No se puede, en los programas televisivos, hablar
solamente de “los emprendedores” para ayudar a ganar
dinero a la gente que estad muy bien, pero que no podemos en
el siglo XXI ser solamente eso, y dejar de ser un pais con un
nivel de Cultura que corresponda a nuestra historia y que
merecemos. No podemos solamente intentar tener pequefios
“Trump” a nuestro alrededor. Espafa y su Cultura, de pais
occidental y antiguo, descubridor de América, se merece y
puede hacer mucho mas. Eso es lo que se siente cuando se ha
dedicado la vida a investigar en Espafia. Se llega a la certeza
de la capacidad imaginativa de nuestro pueblo, y de lo que
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podemos hacer si tomamos conciencia de ello.

Conciencia colectiva y dejarnos de reclamar y revindicar
nacionalismos totalmente trasnochados en el mundo global
en el que ya estamos. Este pais con sus diferentes
peculiaridades culturales necesita tomar conciencia de la
riqueza que esas diferencias pueden dar si nos dedicamos a
que se sumen. Sin absurdas pretensiones de supremacia en
ninguna de las culturas que componen Espafia. Llevo
muchos afnos en Madrid, pero naci en Valencia y estudie en
Barcelona, ademas vivi y trabajé en Andalucia, conozco,
muy bien la creatividad mediterrdnea, pero también, la
generosidad andaluza, la austeridad castellana, y, en general,
la capacidad inagotable y fortaleza de todos los pueblos de
este pais unidos.

Para el reciclaje y la actualizacion de la cultura y la base
cientifica de las personas dedicadas a la ensefianza se deberia
recurrir a las instituciones culturales de nuestro pais,
especialmente a las Academias. Los cursos monograficos
que se imparten, asi como las conferencias de alto nivel y
Mesas Redondas que se dan tienen un contenido que serviria
muy bien para ello. Su contenido es suprauniversitario,
precisamente, de ampliacion y de reciclaje actual de los
diversos temas culturales. Pero para ello hay que tomar
conciencia y reforzar esa faceta en las Academias, mimando
econémicamente el Estado su dotacion y no restringiéndolo
rapidamente en tiempos de crisis, sino amplidandolo cuanto
fuera posible. Se deberia, ademas, difundir la labor
académica como un bien estatal, solicitando su apoyo y
opinion sobre temas educativos. En las Academias se
concentran gentes que han dedicado toda su vida a la
docencia en sus grados mas altos y, también, los que la han
dedicado a la investigacion basica lo que supone haber
ejercido una docencia sobre como hacer ciencia, que
conduce, forzosamente, a la motivacion personal por la
cultura en cualquier vertiente, lo cual es absolutamente
necesario para la ensefianza universitaria.

En las Academias se concentra gente con experiencia y
la experiencia no se improvisa, es una realidad que no se
puede transmitir, hay que adquirirla con los afios. La tienen
personas mayores siempre y se deberia, no solamente
respetarla, sino sostenerla y ampararla, aprovecharla,
consultando opiniones al maximo en los temas educativos y
de cultura. Ya que en ellas no cabe duda que reside esa
cuestion tan dificil de definir como la experiencia. Y,
conjuntamente, apoyar al maximo cualquier acercamiento
que se pueda hacer entre los miembros de las Academias
clasicas y la juventud brillante de los paises. Todo ello ha
hecho que las Academias de Ciencias de nuestro pais estén,
bastante en solitario por cierto, apoyando la idea de creacion
de las Academias Jovenes.

' 1977. Prof. A. Jost. Profesor en el Colegio de Francia, Lab. de
Physiologie du Developpement. Place Marcelin-Berthelot, Paris 5°
(Francia),1978. Prof. J. Legrand. Lab. de Physiologie Comparée,
Université des Sciences et Technique du Languedoc, 34060
Montpellier (Francia).1979. Prof. C. Petter. Lab. de Physiologie du
Developpement, Batiment C, 5° etage 4-place Jussieu 75230, Paris
(Francia). 1980. Prof. E. Vigoroux. Lab. Physiologie Comparée,
Faculté des Sciences, Université Pierre et Marie Curie, Paris 5°
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(Francia).1982. Prof. J. Girard. en aquel momento Director del
Centre de Recherches sur la Nutrition du C.N.R.S., Meudon-
Bellevue (Francia).1983. Prof. M. Rieutort, Maitre Assistant,
Collége de France. Lab. de Physiologie du Developpement, Place
Marcelin-Berthelot, Paris 5° (Francia). 1984. Prof. Pic, del
laboratoire de Endocrinologie Cellulaire. Institut de Chimie
Biologique, Universit¢ de Provence, Centre St. Charles. Marsella
(Francia). Algunos de estos profesores dieron también conferencias
y comunicaciones cortas en el Instituto de Bioquimica.

% Premios significativos: Medalla de Plata de la "Academie
Internationales de Lutece". 8° Grand Concours International, 1976.
Paris. Los premios de la RANF Alter en 1978, Abell6 en 1979 y el
premio Fundacion Folch a la Tesis de Cecilia Alaez Uson titulada:
"Actividad 5'-desyodasa y regulacion del axis tiroideo en rata
neonatal subnutrida" Finalmente recibimos en 1994 el Premio
Nacional de Investigacion Reina Sofia, para Espaiia, que
concede, cada dos afios, el Patronato de Prevencion de las
Deficiencias. Muy satisfactorio para nosotros puesto que la
aplicacion clinica de nuestras investigaciones basicas era la
prevencion de la subnormalidad.

3 A. M. Pascual-Leone:“Nutricién y desarrollo: regulacion de los
factores de crecimiento IGFs An.Real. Acad. Farm.64:347-65,
(1998), “Interacciéon entre hormonas tiroideas y factores de
crecimiento IGFs” Anal.Real.Acad.Farm.66:185-202, (2000) y
Regulacion del crecimiento: axis GH/IGFs e hipotesis
neuroendocrina Anal.Real.Acad.Farm.67:402-23, (2001).

* AM. Pascual-Leone “La larga marcha hacia una linea de
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RESUMEN: Un breve informe de la importancia e
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valoraciones volumétricas de etanol y fenol.
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1. INTRODUCCION

La importancia de la determinacion volumétrica de
etanol y fenol es indudable. Se han sugerido una variedad
de procedimientos analiticos (1-6) para la determinacion
de etanol. La disolucion de etanol referencia internacional
(7-8) se prepara por el método de oxidacion con
dicromato. El método del dicromato (10-11) ha sido objeto
de varios estudios colaborativos. Por otra parte, el método
de Koppeschaar, en el que se usa una mezcla de bromato y
bromuro en disolucion acida como sustituto de bromo libre
(11-12), fue el primer método propuesto para la
determinacion de fenol.

2. DETERMINACION DE ETANOL

La determinaciéon de etanol (C,HsOH) es muy
importante (13) en los procesos de control de
fermentaciones y para especificaciones legales referentes a
bebidas alcoholicas. Con la excepcion de la cafeina, el
alcohol etilico es la droga mas ampliamente utilizada en
nuestra sociedad, y la determinacion de alcohol en fluidos
corporales es quizas el método mas cominmente llevado a
cabo (14) en analisis de drogas. El etanol ha ganado
recientemente atencion (15-16) como un producto
energético atractivo. La oxidacion de alcoholes por
cromo(VI) se ha utilizado para ensefiar algunos principios
basicos de cinética (17-18). Esta reaccion constituye
también el principio basico del cambio de color en el
ensayo quimico de alcohol en el aliento (19-20),
desarrollado por Borkentein en 1954, y que todavia se usa
con propositos de “screening” (21-22). Si el ensayo da
negativo no se requiere bisqueda posterior de sustancias
volatiles; si da positivo se requiere una confirmacion del
ensayo para asegurar la presencia del alcohol etilico.

Los métodos de determinacion de etanol que utilizan
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(Eqn. 1) un exceso de disolucion patron de dicromato de
potasio en medio acido

2 Cr,0,” + 16 H" + 3 C,H;OH = 4 Cr’* + 3 CH;COOH +
11 H,0 [1]

y posterior valoraciéon por retroceso ofrecen (9) una
buena reproducibilidad. La valoracion directa no es posible
incluso a elevadas temperaturas. Se prefiere una disolucion
de dicromato de potasio como agente oxidante ya que la
disolucién es estable indefinidamente, lo que evita la
necesidad de una periddica nueva estandarizacion. Las
disoluciones de dicromato poseen un color amarillo
anaranjado, mientras que las disoluciones de Cr(IlI) suelen
ser bien verdes o violetas, dependiendo de la composicion
del medio en el que se forma el producto de reaccion. Se
eligen las condiciones (23) de tal manera que se obtiene un
maximo rendimiento de acido acético y un minimo de
dioxido de carbono y acetaldehido. Para prevenir pérdidas
de acetaldehido (producto intermedio en la oxidacion)
durante la digestion, el alcohol se oxida en un frasco
cerrado. La reaccion puede monitorizarse también
espectrofotométricamente, via absorbancia a 600 nm,
frente a un blanco (24-25).

El exceso de dicromato se valora por adicion de un
exceso de ioduro y posterior valoracion del yodo asi
formado (Opcién 1) con disolucién patrén de tiosulfato de
sodio, afladiendo al final como indicador almidon recién
preparado, después de que la mayor parte del yodo es
consumida, i.e., cuando el color adquiere un tinte verdoso.
Note que el almidon tiende a hidrolizarse en medio acido y
que se produce una lenta disolucion del complejo yodo-
almidén formado, si se absorben grande cantidades de
yodo. La disolucion de tiosulfato se afiade hasta que el
color azul oscuro se torna en un verdoso azulado claro, lo
que requiere cierta practica para la deteccion del punto
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final de la valoracion.

Como segunda opcion, se valora el exceso de
dicromato con una disolucion patréon de (NH,4),Fe(SO,), - 6
H,O (sal de Mohr). La disolucion de sulfato ferroso
amonico, i.e., sal de Mohr, que también debe contener
acido sulfurico, se oxida lentamente en contacto con el
aire, lo que implica que el reactivo debe estandarizarse
antes de su uso, cuando sea necesario.

Una tercera opcion implica la adicion de un exceso de
sal de Mohr al exceso de dicromato y posterior valoracion
del hierro(Il) remanente con una disoluciéon patréon de
KMnO,. Esta tltima opcion, que implica el uso de tres
disoluciones patron cuidadosamente preparadas, fue la
primera utilizada (26).

Maurice Nicloux (1873-1945) (Figuras 1 y 2) doctor en
medicina y en ciencias (27), Jefe del Laboratorio de la
Clinica Tarnier en rue d’Assas, antiguo nombre de la
“Clinique d’accouchement” (o Maternidad) de la Facultad
de Medicina. Desarrolla un interesante trabajo sobre el

Purificacion Saez Plaza, Julia Martin, Agustin G. Asuero

paso de alcohol y otros venenos de la madre al feto, asi
como estudios sobre el valor nutritivo de la leche. Médico,
fisico y bioquimico, especialista en determinaciones
gaseosas y alcoholicas sanguineas (28). Fundador de la
“Société de chimie biologique”, hoy dia “Sociedad
francesa de bioquimica y biologia molecular” (SFBBM).
La SFBBM hace entrega cada afio del premio Maurice
Niclauz a un joven investigador o docente de su disciplina.
Oficial de la Legion de Honor.

El sueco Widmard (29), fundador de la “etanologia”
forense (30), presentd en 1922 una modificacion del
procedimiento de oxidaciéon de Nicloux (valoracion por
retroceso del yodo formado al afiadir un exceso de ioduro
al dicromato en exceso) en la que se han basado todas las
posteriores procedimientos quimicos (31-33). Esa mejora,
de tanta importancia, contribuyé a la puesta en marcha
(34) en 1920 del “Act on Alcohol Prohibition” impuesta en
USA.

Figura 1. Caricatura de algunos profesores (o encargados de curso) de la Facultad de medicina de Strasbourg,
Carb, Libreria de la Mésange (Strasbourg), 1931. Coll. de la BNUS. De izquierda a derecha, y de arriba abajo: Léo Ambard,
Charles Kayser, Auguste Gunstett, Raymond Keller, Jean Alexandre Barré, Alfred Weiss, Prosper Merklen, Jean Reederer, André Forster,
René Leriche, Fred Vli¢s, Paul Blum, Paul Rohmer, Alfred Hanns, Philippe Bellocq, Maurice Nicloux.
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Figura 2. [De derecha a izquierda.] Pierre Masson, Pierre Dumont, Léon Blum, Paul [i.e. Pol] Bouin, Camille
Duverger, Moriss [i.e. Maurice] Nicloux, Lucien[-Marie| Pautrier et Georges Weiss, Mision de estudios en los
Estados Unidos (concerniente a la fabricacion semiindustrial de insulina de origen extractivo; clich¢ Keystone:

[fotografia de prensa] / [Agence Rol].

La opcion 2 pudo ser aplicada una vez que se dispuso
de indicadores redox reversibles para la deteccion del
punto final. Cordebard (35) usa en 1939 un exceso de
dicromato en &cido nitrico concentrado para oxidar el
alcohol contenido en los destilados, aplicando a
continuacion una valoracion iodométrica indirecta. El
método de Cordebard de determinaciéon de etanol en
sangre llegd a ser método de analisis oficial (36-37) en
Francia en 1955, el primero de los métodos oficiales.

Henri Cordebard (1891-1977) (Figuras 3 y 4), un gran
farmacéutico y universitario (37-39), es un personaje
discreto y poco conocido. Nace en 1891 en Gondrecourt en
la Meuve. Decide seguir la carrera de Farmacia en
memoria (40) de su tio abuelo Nicolas-Jean-Baptiste-
Gaston Guibourt (1790-1867), titular de la catedra de
historia natural de los medicamentos (41), en la Escuela
Superior de Farmacia de Paris desde 1832, reemplazando a
Joseph Pelletier, hijo de Bertrand Pelletier, quien alcanza
fama mundial junto con su colega farmacéutico Joseph
Biebaimé Caventou (1795-1877) en el campo de los
alcaloides, gracias a la fructifera colaboracion que
mantuvieron. Guibourt es conocido sobre todo por su
ensefianza de la materia médica que mas tarde vino a
llamarse farmacognosia.

Cordebard estudia farmacia en Nancy donde obtiene su
Diploma en 1919, tras finalizar la guerra, en la que sirve
como enfermero, ayudante quimico y posteriormente
farmacéutico auxiliar, ejerciendo funciones de médico
auxiliar. Por este motivo recibe la cruz de guerra y la
medalla de Verdin. Ya en 1913 habia sido preparador
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delegado (42) del curso de “Pharmacie chimique” en la
Escuela de Farmacia de Nancy. Preparador de la Escuela
de Farmacia de Nancy en 1919, a la que acude en
noviembre de 1918 llamado por el profesor Louis Bruntz
(1877-1944), encargado del curso de materia médica (43),
titular de la catedra desde 1911 y Director de la Escuela,
con objeto de organizar un laboratorio militar de
preparaciones galénicas. Cordebard, es jefe de trabajos
practicos de quimica y analisis quimico desde 1919 a
1941. Durante estos aflos consagra su actividad de
investigacion a la busqueda y estudio de las aplicaciones
de la oxidacion cromica a la determinacion de alcohol. A
estos trabajos se afladen otros de quimica mineral,
organica, bioldgica y de toxicologia. Doctor en Farmacia
en 1922 con un trabajo sobre el empleo de la mezcla
cromica en analisis quimico. Encargado de curso
complementario de andlisis quimico de 1927 a 1941.
Caballero de la Legion de Honor en 1938 a propuesta del
Ministerio de Salud (39). Movilizado como capitan
farmacéutico en 1939-1940.

Tesis en Farmacia superior en 1941 sobre la oxidacion
cromica en analisis cuantitativo (44). Su método
cromométrico de determinacion de alcohol en sangre
reemplaza a métodos empiricos, marcando el camino de
las técnicas exactas y reproducibles, permitiendo la puesta
a punto de un método oficial (38) de determinacion
aparecido en 1955. Encargado de catedra de quimica
analitica y toxicologia en 1942, maestro de conferencias en
1946, y profesor honorario por decreto de 27 de febrero de
1950. Es también durante mucho tiempo farmacéutico de

315



la Casa departamental de Secours, y de la maternidad
regional, e inspector de farmacia del Departamento de los
Vosgos. Muere en Nancy en 1977.

Las condiciones de oxidaciéon para la técnica del
dicromato potasico oscilan entre calentamiento a 85 °C y
reposo durante varias horas a 20 °C. Los resultados no son
afectados por comparativamente largas variaciones de
temperatura o de acidez. La velocidad de oxidacion del
etanol (17-18, 45) a acido acético es proporcional a la
concentracion de etanol y a la de iones dicromato, y
proporcional al cuadrado de la concentracion de iones

Purificacion Saez Plaza, Julia Martin, Agustin G. Asuero

hidrogeno. La reduccion cuantitativa de dicromato por
etanol puede lograrse a temperatura ambiente en un tiempo
razonable, i.e. 10 minutos (23), si las concentraciones
minimas de 4acido y dicromato son 5 y 0,3 M,
respectivamente. La acidez sin embargo no puede
incrementarse mas en orden a evitar un incremento
excesivo de la viscosidad, que origina una impedancia
hidrodindmica. La reaccion es completa si el exceso de
dicromato es (46) mas de un veinteavo de la cantidad
inicial.

Figuras 3 (parte superior) y 4 (parte inferior). Henri Cordebard (1891-1977) en el Acto de entrega de la Legion de
Honor (H. Cordebard, Discours Order de la Légion d’Honneur, Imprimerie Belger-Lavrault: Nancy-Paris-Strasbourg, 1939).
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Las principales incertidumbres provenientes en la
quimica de la oxidacion del etanol por dicromato
conciernen a (9, 47-49): i) la pureza del dicromato patrén;
ii) la extension de la reaccion de oxidacion; iii) la
incertidumbre proveniente de la determinacion del punto
final de la valoracion. En medios complejos (fluidos
bioldgicos, bebidas alcohdlicas), es necesario efectuar una
separacion  preliminar del etanol por destilacion,
(micro)difusion o extraccion por disolventes (16, 23), lo
que no plantea ningtin problema debido a su volatilidad.

3. DETERMINACION DE FENOL

El fenol, conocido también como 4cido carbdlico, es un
importante producto quimico industrial (50) usado en la
fabricacién de resinas, madera contrachapada, plasticos y
productos farmacéuticos. El fenol encuentra uso en
aplicaciones médicas (51) como un desinfectante suave
(mild). Se empled ya en 1865 como antiséptico quirirgico
(52-53) por Lister, un médico escocés, de cuyo nombre
derivé mas tarde el nombre comercial de “Listerine”.

Formulaciones sencillas conteniendo fenol se han
usado (54) en jabones germicidas, lociones y sprays
aerosol. La actividad de la mayor parte de las sustancias
germicidas se compara con (54-55) la de fenol como
sustancia estandar. La maxima concentracion de fenol y de
sus sales alcalinas en jabones y champtes (56) se
encuentra limitada por ley en el Reino Unido al 1%,
calculada como fenol.

La mayor parte de las reacciones de bromacion
organicas analiticamente importantes implican la
sustitucion de uno o mas atomos de hidrégeno del fenol
por atomos de bromo. En realidad son reacciones de
sustitucion electrofilica sobre el nucleo aromatico (57),
que son activadas por sustituyentes donadores de
electrones. Podemos obtener de esta manera informacion
tanto cualitativa como cuantitativa (58) en relacion al
compuesto. La bromacion por fenol también suministra
ejemplos importantes de cinética de disoluciones acuosa
(59-62) y no acuosas (63).

El bromo se forma en reacciones estequiométricas
entre bromato y bromuro en medio acido (HCI), en frascos
con tapon esmerilado para prevenir pérdidas de bromo
debido a su volatilidad, Br O3+ 5 Br "+ 6 H = 3Br, + 3
H,O0. La cantidad de bromato potasico utilizado determina
la cantidad de bromo generado; un exceso de Br
incrementa la disolucién del bromo como i6n tribromuro,
Br;". El bromato potasico es un solido granular que puede
ser exactamente pesado. El bromo liberado reacciona con
el fenol presente en la muestra originando 2,4,6-
tribromofenol
C¢HsOH + 3 Br, = C¢H,Br;OH + 3 H + 3 Br' [2]

Se abre asi la via bien para el analisis (11) por pesado
del producto bromado o para la determinacion volumétrica
de la cantidad de bromo consumida en la reaccion de
bromacién. El método volumétrico es mas satisfactorio,
requiriendo de una valoracion por retroceso ya que la
reaccion [2] es lenta y necesita su tiempo para proceder. El
exceso de bromo se valora con un exceso de KI, y el yodo
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formado se valora finalmente on una disolucion patrén de
tiosulfato sddico, conforme al método de Koppeschaar
(64-67).

El método se encuentra todavia en uso (68, 51) y ha
sido aplicado a una variedad de compuestos orgédnicos.
Tres tipos de errores se presentan (69): i) oxidacién de
sustancias ficilmente oxidables, i.e., 0- y p-aminofenol; ii)
precipitaciéon incompleta de productos bromados, i.e.,
especialmente compuestos para sustituidos iii) reemplazo
de algunos grupos tales como -COOH, -CHO, o —-SO;H,
por bromo. Factores tales como el periodo de reaccién y la
cantidad de exceso de bromo deben regularse para evitar
(12) resultados tanto bajos como elevados. El método de
bromacién es aplicable a la determinacién de fenol y de
cresol (70) en la mayor parte de los jabones comerciales.
Kolthoff and Belcher (71) han revisado el desarrollo y la
aplicacién de este método clésico.

Willem Frederik Koppeschaar (1831-1909) (Figura 5)
nace en Leiden y muere en La Haya. Estudia en la
Universidad de Leyden (72), doctorandose el 8 de junio de
1867 con la tesis: “Sobre la determinacion cuantitativa de
acido nitrico”. En 1868 fue nombrado profesor de quimica,
zoologia y botanica en la escuela de los ciudadanos
mayores en La Haya, y desde 1874 a 1895 solo de
quimica. También fue director durante algunos afios. Sus
investigaciones se movian sobre todo en el area de la
quimica analitica. Ademas del tema de su disertacion, se
pueden mencionar la determinacion de fenol, y la
separacion y determinacion de alcaloides chinchona (que
no llegd a publicarse), determinacion de sulfato de quinina
y la de carbonato de magnesio en piedra caliza. Autor de
varios libros de texto sobre la quimica, i.e., “Leerboek der
Chemie”.

Figura 5. Willen Frederik Koppeschaar (1831-1909).
http://www.biografischportaal.nl/persoon/40181450
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Hans Heinrich Landolt (1831-1910), quimico suizo
(73-74) fue quien primero encontr6 que la reaccion del
fenol con bromo es satisfactoria tanto desde el punto de
vista cualitativo como cuantitativo (11, 75-77), antes de
que se aplicara con fines volumétricos. Landolt es
descubridor de la reaccion del reloj de yodo (HIO; +
H,S0;), autor de uno de los estudios cuantitativos mas
certeros sobre la ley de la conservacion de la masa en las
reacciones quimicas (78), y fundador de la base de datos
Bornstein. Fue profesor de quimica en la Academia de
Agricultura y posteriormente profesor de la Universidad de
Berlin. Los ultimos trabajos de Landolt se situaron en el
ambito de la quimico-fisica y su handbook de constantes
en sus ediciones actualizadas estdn en uso hoy dia (11).

4. COMENTARIOS SOBRE AMBAS
REACCIONES

La determinacién cuantitativa de etanol en muestras de
sangre y orina se lleva a cabo (3, 79) en laboratorios
clinicos y forenses, en conexion con ingestion de bebidas y
legislacion sobre ingestion, y condiciones patologicas (80)
de los pacientes. El contenido de etanol es muy importante
para la sensacion bucal y el aroma (4) de las bebidas
alcohdlicas. Los métodos volumétricos, aunque populares
hasta la década de 1970, han sido reemplazados casi
enteramente por métodos enzimaticos y de cromatografia
de gases (22). Los analizadores quimicos de etanol en
aliento ya no se encuentran en uso (81); estin basados
ahora en absorcion infraroja y posterior confirmacion por
GC y LC de ser necesario. La determinacion de etanol en
vino y licores es critica en el control de calidad en la
industria de la alimentacién y puede también llevarse a
cabo (82-83) por el método del dicromato. Los métodos de
Corderbard (con destilacion previa) y de GC son los dos
métodos legales aprobados en Francia (84). El tnico
método legal en andlisis forense en casos de ingestion de
alcohol por conductores en Bélgica, se basa (3) en la
oxidacion quimica. El método de Cordebard es también
oficial (2) en Rumania.

Los métodos antiguos de analisis de fenol en mezclas
derivadas de “alquitran de hulla” no son especificos y
determinan el contenido fendlico total. Estos métodos
quimicos por via himeda implican el aislamiento
preliminar y destilacion o extraccion liquida seguido por
volumetria o colorimetria. Las mas recientes aplicaciones
analiticas de fenoles estdn basadas en técnicas de
separacion cromatograficas. Sin embargo, los métodos de
bromacion se utilizan todavia para la determinacion
residual de fenol (85) en plasticos y resinas. Las
valoraciones por desplazamiento con el uso de bromo se
utilizan en ensayos farmacoldgicos (86-88) de fenoles y
compuestos relacionados en diversas farmacopeas.
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ABSTRACT: This report describes events,
circumstances and conflicts that have surrounded to
several researchers protagonists of the advances on the
stem cells knowledge along a hundred of years, from the
cell immortality dogma to the discovery of tecnics to
produce them to be used in regenerative medicine. At
this respect, a brief analysis of the expected outlook for
induced human pluripotent cells (iPS) is included and
compared with nuclear transfer human stem cells (NT-
ESC) and production of human enbryos by somatic cell
nuclear transfer (SCNT embryos).
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RESUMEN: Se relatan circunstancias, peripecias y
conflictos que han rodeado a varios de los
investigadores que han protagonizado el avance de los
conocimientos sobre las células troncales a lo largo de
cien anos, desde el establecimiento del dogma de la
inmortalidad celular hasta las técnicas desarrolladas para
obtenerlas y utilizarlas en medicina regeneradora. En
este ultimo aspecto, se incluye un breve analisis de las
perspectivas previstas para las células pluripotentes
inducidas (iPS) en relaciéon con las células troncales
producidas por transferencia nuclear (NT-ESC) y la
produccién de embriones humanos por transferencia
nuclear de células soméaticas (embriones SCNT).
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1. INTRODUCCION

La Medicina Reparadora es una nueva vy
prometedora estrategia terapéutica basada principalmente
en la manipulacion de las células madre o troncales
(stem cells). Aunque todavia hay muchas lagunas para
explicar su conducta y dar sentido a algunos de los
fendémenos “misteriosos” que se observan con estas
células, su estudio ha conseguido logros relevantes que
estan permitiendo entender el desarrollo embrionario
temprano y la formacion de los organos, abriendo el
camino a su aplicacion clinica. Ademas de estos logros,
premiados con frecuencia con el Premio Nobel de
Fisiologia o Medicina, estas investigaciones han originado
en algunos casos rivalidades, intrigas y fraudes (1).

Aunque la informacion y la literatura publicada en este
campo resulta abrumadora, nos hemos atrevido a hacer una
seleccion para relatar cronoldgicamente como se han ido
desarrollando los conocimientos, pero también cuales han
sido las circunstancias y peripecias que rodearon a los
hombres y mujeres que protagonizaron algunos avances
extraordinarios y las que afectaron a los implicados en sus
conflictos. Obviamente, los bidlogos conoceran
sobradamente estos hechos, pero nosotros creemos que
esta perspectiva puede interesar a los que no lo son,
acercandonos asi a la formacién humanistica que deben
tener los cientificos (2).

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

2. EL DOGMA DE LA INMORTALIDAD
CELULAR. HISTORIAS RELACIONADAS CON
LAS CELULAS WI-38

En las ciencias biomédicas se han producido
desviaciones del método cientifico que hoy pueden
parecernos increibles (3). Un ejemplo paradigmatico es el
dogma de la inmortalidad celular, una creencia que fue
aceptada por la comunidad cientifica durante unos 60 afios
aunque estuvo basada en un Unico experimento que no
pudo reproducirse nunca. Su autor fue Alexis Carrel
(Figura 1), una de las figuras mas controvertidas de su
generacion por ser partidario de la eugenesia, que fue
premiado con el Nobel de Fisiologia o Medicina en
1912 por sus importantes aportaciones al desarrollo de la
medicina y la cirugia, especialmente las relacionadas con
las anastomosis vasculares, el cultivo de tejidos y el
trasplante de 6rganos, donde la unién de vasos sanguineos
es indispensable para restablecer la circulacion (4). Para
mantener vivos los organos fuera del cuerpo humano,
también desarrolld6 una bomba de perfusion extracorpdrea
en colaboracion con el aviador e ingeniero estadounidense
Charles Lindbergh.

En enero de 1912, trabajando en la Universidad
Rockefeller de Nueva York, Carrel extrajo el embrion de
pollo de un huevo y cortd un pequeiio fragmento de su
corazén con el fin de mantenerlo vivo el mayor tiempo
posible. Al poco tiempo anuncidé que su cultivo era
inmortal y que la inmortalidad era inherente a todas las
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células (5). Estas podrian replicarse indefinidamente en un
medio de cultivo adecuado, ya que la muerte era la
consecuencia de como se organizaban en el cuerpo.
Aunque las células se morian en todos los laboratorios que
quisieron repetir el experimento, dado el enorme prestigio
de Carrel, fueron muy pocos los que pusieron en duda su
descubrimiento, y la mayoria asumi6 que el fallo de sus
experiencias se debia a alguna contaminacion o al empleo
de un medio nutritivo inadecuado. Carrel y sus
colaboradores aseguraron mas tarde que su cultivo se habia
mantenido vivo durante 34 afios, y hubo que esperar a que
Leonard Hayflic (Figura 1) descubriera en 1962 que
solo las células cancerosas son inmortales y que las células
somaticas normales (humanas y de animales) tienen una
capacidad limitada para replicarse antes de entrar en
senescencia.

La historia de este hallazgo comienza por el interés de
Hayflick en detectar si los virus causaban cancer. Para ello
necesitaba células humanas normales que pudieran
cultivarse en el laboratorio pero, como no le servian las
células adultas porque habrian estado expuestas a distintos
virus, recurrid a las células fetales. En el Instituto
Wistar de Filadelfia, donde trabajaba, cred varias cepas de
células a partir de un feto procedente de un aborto. En esa
época, los abortos eran ilegales en Pensilvania, pero los
doctores los realizaban si consideraban que existia una
necesidad médica, y Hayflick pensaba que si no utilizaba
esos tejidos para sus investigaciones acabarian siendo
incinerados. De esta forma desarrolld 25 cepas de células
fetales diferentes, que numer6 de WI-1 a WI-25. Al cabo
de unos meses se extraiié de que las cepas celulares mas
antiguas empezaran a replicarse mas lentamente,
incumpliendo la ortodoxia establecida: “las células in vitro
tratadas adecuadamente se podrian replicar hasta el
infinito”.

Todas las cepas sufrieron el mismo proceso y, aunque
las células seguian siendo activas metabolicamente, la
division termind después de 50 duplicaciones sin que
intervinieran factores extrinsecos. Estos resultados se
publicaron en 1961 en la revista Experimental Cell
Research (6), tras haber sido rechazados por The Journal
of Experimental Medicine en una carta enviada por Francis
Peyton Rous, el tercer personaje de esta historia (Figura
1). Los argumentos de esta carta se basaban en el dogma
establecido por Carrel: “Anyone who has worked with
tissue culture knows that if the cells are provided with the
proper milieu in vitro they will replicate indefinitely”.

Peyton Rous, que habia dado nombre al sarcoma de
Rous, fue uno de los descubridores del papel de los virus
en la transmision de ciertos tipos de cancer, por lo que
recibid junto a Charles Brenton Huggins el Premio
Nobel de Fisiologia o Medicina de 1966. Sus
trabajos se completaron por J. M. Bishop y H. E.
Varmus en 1976, al comprobar que los genes
responsables de la transformacion de las células normales
en malignas no eran de origen virico, sino que estaban
presentes en los genomas humanos aunque en un estado no
oncogénico, por lo que se les denomind proto-
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oncogenes. En 1989 se otorgd a ambos el Premio
Nobel de Fisiologia o Medicina.

Figura 1. Alexis Carrel, Leonard Hayflick y
Francis Peyton Rous.

Hayflick descubri6 posteriormente que las células
del cancer son inmortales y que las células fetales
humanas tienen memoria, de forma que si se congelan
después de un numero determinado de duplicaciones,
cuando se descongelan recuerdan las que habian
experimentado previamente, y se duplican hasta un total de
50 divisiones. Estos trabajos se criticaron y ridiculizaron, y
solo después de 10 afios se aceptd que las células tienen un
tiempo de vida limitada in vitro, conocido como limite
de Hayflic (7). Hoy sabemos que este tiempo depende
de la actividad de una trancriptasa inversa llamada
telomerasa, que produce hebras de ADN utilizando
como molde hebras de ARN.

En el organismo, la telomerasa estd implicada en el
alargamiento de los telémeros, estructuras de ADN no
codificantes que protegen a los extremos de los
cromosomas prolongando el tiempo de vida de las células
y aumentando su nimero de divisiones. Esta enzima actfia
fundamentalmente en las células germinales embrionarias,
y se encuentra reprimida en las células somadticas
diferenciadas con la excepcion de las hematopoyéticas y
epidérmicas. En condiciones fisiologicas normales, la
longitud de los teldomeros declina con las sucesivas
divisiones celulares, hasta que no son capaces de proteger
a los cromosomas. Debido a la inestabilidad cromosémica,
las células entran entonces en senescencia y finalmente en
apoptosis. Cuando una célula somatica se maligniza a
través de mutaciones, estas reactivan la produccion de
telomerasa y cuando se dividen el telomero no se acorta
(8). Esta es la razén por la que las células cancerosas son
inmortales y por la que los inhibidores de telomerasa se
han estudiado para el tratamiento del cancer (9).

Continuando con nuestro relato sobre Hayflick, en
1962 el Instituto Nacional del Cancer patrociné al Instituto
Wistar y lo contraté como co-investigador principal “fo
produce, characterize, store and study human diploid cell
strains and to distribute such cell strains to all qualified
investigators”’. Hayflick obtenia en esos momentos tejidos
fetales del Director del Departamento de Virologia del
Instituto Karolinska de Suecia, donde el aborto era legal.
De uno de los pulmones que recibié de dicho Instituto,
Hayflick y el citogenetista Paul Moorhead obtuvieron la
cepa WI-38, cuyas células han ayudado a salvar muchas
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vidas al permitir aislar, cultivar y manipular diversos virus
para el desarrollo de vacunas, como los poliovirus
causantes de la poliomielitis. A la vacuna contra la
poliomielitis A le siguieron otras que inmunizaron en los
afios sesenta y setenta a muchos millones de personas
contra rubéola, rabia, paperas, y hepatitis A. La mayoria de
las células que se utilizaban experimentalmente en esos
afios, como las famosas células HelLa, procedian de
distintos tipos de cancer por lo que eran genéticamente
anormales. En contraposicion, las células WI-38 eran
células humanas “normales” y podian estar disponibles en
cantidad, aunque dada su procedencia podian ser
éticamente discutidas.

Hayflick don¢ las células WI-38 a los fabricantes de
vacunas, ya que entonces las células vivas no podian
patentarse, pero tuvo problemas con los responsables del
control de vacunas del Instituto Nacional del Cancer,
precursor de la FDA, que advertian un posible peligro si
las células mutaban y se volvian cancerosas. El desarrollo
de las células WI-38 se habia realizado sin aportaciones
economicas gubernamentales o privadas, y el investigador
termino su contrato cuando se traslado a Stanford en 1968.
Su laboratorio continué alli investigando cémo las células
humanas en cultivo mantenian la memoria del namero de
divisiones que habian realizado y en 1975 demostro, junto
con el estudiante Woodring E. Wright, que este
contador celular se localiza en el nucleo. Puede decirse que
Hayflick comenz6 los estudios acerca de c6mo
envejecen las células (10), pero también fue el
primero en aislar el Mycoplasma penumoniae y demostrar
que era un agente causante de la neumonia atipica primaria
(11).

En Standford, la demanda de células WI-38
continuaba, por lo que Hayflick empez6 a cobrar para
sufragar los transportes, ingresando al parecer las
ganancias en una cuenta hasta que se decidiera su destino.
En 1976 las instancias oficiales consideraron esta actitud
un robo al Gobierno Federal y lanzaron serias alegaciones
contra él, llegando a confiscar el material congelado
almacenado en sus laboratorios. Hayflick inicié un pleito
contra el Gobierno de EEUU vy, tras seis afos de litigio,
llegd a un acuerdo por el que le fueron devueltos parte de
las células confiscadas y los fondos recibidos por su
transporte (al parecer pagd con ellos los gastos del pleito).
Personalmente, tuvo la satisfaccion de recibir el apoyo de
85 cientificos que, en un articulo que publico la revista
Science en 1982, objetaron la conducta del NIH y de la
FDA (12). Hayflick ha manifestado la creencia de que este
enfrentamiento facilitd que los cientificos obtuvieran los
derechos de propiedad intelectual y que muchos se hayan
convertido en emprendedores
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3. CELULAS TRONCALES PLURIPOTENTES,
CELULAS MADRE ESPECIFICAS DE TEJIDO
Y CELULAS MADRE TUMORALES.
TRANSFERENCIA NUCLEAR DE CELULAS

SOMATICAS. TRANSDIFERENCIACION.
CELULAS MADRE PLURIPOTENTES
INDUCIDAS

Poco después de la fertilizacion de un ovulo, la
agrupacion de células que forman el trofoblasto, el
embrioblasto y la cavidad blastocele forman el llamado
blastocisto, del que derivara el embrion humano. De él
pueden aislarse las células troncales embrionarias
(embryonic stem cells, ES cells), también denominadas
células troncales pluripotentes (PSCs) porque son
capaces de producir cualquier tipo de célula de un
organismo adulto cuando se dividen. Las células madre
adultas, que se encuentran en fetos en desarrollo, en
nifios y en adultos, se conocen con el nombre de células
madre especificas de tejido, porque son capaces de
formar solamente uno o dos tipos de tejido. Actualmente
se conocen cerca de 20 tipos de estas células en el
individuo adulto, y su misiéon es regenerar tejidos
desgastados, como la piel y la sangre, o dafados como el
higado. Las mas conocidas y empleadas en clinica son las
células madre hematopoyéticas de la médula
o6sea. En los ultimos afios se ha identificado un pequefio
nimero de células en distintos tipos de tumores con
caracteristicas de células madre pluripotentes; son
autorrenovables y pueden diferenciarse para originar todos
los tipos de células que se encuentran en un cancer
particular. Estas células madre tumorales (cancer
stem cells) son mas resistentes a los tratamientos
convencionales utilizados en oncologia, y se les atribuye la
capacidad de originar, expandir y producir las metastasis y
las recidivas (13).

Tradicionalmente, se habia asumido que los procesos
de desarrollo y diferenciacion celular eran irreversibles. El
bidlogo Conrad Hal Waddington, en su famoso “The
Waddington’s epigenetic landscape”, representd
graficamente este concepto en 1957 situando una célula
madre en la cima de una colina con mucha pendiente. Al
descender, la célula habia adquirido una identidad
epigenética celular irreversible y no podia volver atras
(14). Este dogma quedd en entredicho cuando el bidlogo
britanico John Bertrand Gurdon (Figura 2), al que sus
maestros en la escuela consideraron demasiado estupido
para estudiar ciencias, descubrio que al reemplazar el
nucleo de una célula del ovocito de una rana por el de una
célula del intestino de otra rana madura se desarrollaba un
renacuajo normal. Se trataba de la primera clonacion de un
animal adulto, y significaba que el ADN de la célula
madura tiene toda la informacion necesaria para
desarrollar todas las células del animal. Es decir: aunque
las células madre adultas son especializadas, la
especializaciéon es reversible (15). Esta técnica
iniciada por Gurdon se denomind transferencia
nuclear de células somaticas (somatic cell nuclear
transfer, SNCT), y le valié para compartir con Shinya

323



Yamanaka (Figura 2) el Premio Nobel de Fisiologia
0 Medicina en 2012.

La plasticidad celular recibié un espaldarazo en
1979, cuando se describio que los fibroblastos tratados con
el agente desmetilante del ADN 5-azacitidina (AzaC) se
transformaban en mioblastos, precursores de células de
musculo esquelético (16). Esta reprogramacion, en la que
una célula madura se convierte en otro tipo celular también
diferenciado, se denomina transdiferenciacion.
Andrew Lassar y Harold Weintraub pensaron que los
mioblastos transdiferenciados anteriormente mencionados
debian expresar algun factor especifico de células
musculares, lo que les llevo al descubrimiento y clonaje
del factor de transcripcion Myod, demostrando que
su introduccion en  fibroblastos  inducia  su
transdiferenciacion a células musculares (17). Los factores
de transcripcion son proteinas que se unen a secuencias
especificas de ADN, controlando la transcripcion de la
informacion genética del ADN al ARN mensajero.

En 1998, se cultivaron por primera vez las
células madre embrionarias humanas (18),
despertando la esperanza de encontrar nuevos
tratamientos para muchas enfermedades como el
Parkinson, el Alzheimer o la diabetes. Pero, aunque con
ellas se han realizado experimentos relevantes, su uso se
considera en general éticamente reprobable dado que solo
pueden extraerse de embriones humanos. Entre los muchos
bidlogos que investigaban en esos afios si era posible
transformar en el laboratorio una célula adulta en una
célula pluripotente sin necesidad de producir un embrion
clonado, nos encontramos al equipo liderado por
Yamanaka en la Universidad de Tokio. El afio 2006,
mas de 40 afios después de los descubrimientos de Gurdon,
este equipo demostr6é que es posible dicha transformacion,
ya que las células del tejido conectivo de ratones podian
reconvertirse en células inmaduras capaces de originar
distintos tipos de célula tras adicionarles un coctel de
cuatro genes denominado OSKM. Estos genes codifican
los factores de transcripcion Oct3/4, Sox2, c-
Myc, y KlIf4 (19), llamados desde entonces factores
de Yamanaka. En el afio 2007, el mismo equipo
demostr6 que puede reprogramarse de igual forma
cualquier célula adulta del cuerpo humano y producir asi
células madre pluripotentes inducidas (iPS) (20).

Figura 2. John Bertrand Gurdon y Shinya
Yamanaka.
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Las técnicas modernas han permitido conocer el estado
de la cromatina en las células madre pluripotentes y los
cambios epigenéticos que se producen durante la
reprogramacion  celular. Para que se produzca
correctamente la reprogramacion de una célula somatica a
una célula iPS se tienen que perder marcas epigenéticas
tipicas de la célula somatica, y adquirir las modificaciones
que permitan la pluripotencia celular. Una marca
epigenética que estd “instalada” en las células somaticas y
es clave en la generacion de células iPS es la metilacion
del ADN. Durante la reprogramacion, la activacion
endogena de genes pluripotentes como Oct4 se produce
por la desmetilacion de sus regiones promotoras,
habiéndose comprobado que una desmetilacion global
insuficiente da lugar a una reprogramacion parcial. La
primera reprogramacion de células en el interior
de un organismo vive (un raton transgénico), realizada
en 2013 por el Grupo de Supresion Tumoral del CNIO
liderado por Manuel Serrano, ha demostrado que en ella
estan implicados los mismos factores que en la
reprogramacion in vitro, pero ademas, tiene lugar un dafio
celular por el que las células entran en senescencia y
empiezan a segregar ciertos factores, como la interleuquina
6, que promueven la reprogramacion de las células vecinas

@21).

4. LA OVEJA DOLLY Y LA CLONACION
HUMANA TERAPEUTICA

La técnica de transferencia nuclear iniciada por Gurdon
permitio6 a los bidlogos Ian Wilmut y Keith Campell,
que trabajaban en el Instituto Roslin de Edimburgo,
realizar la clonacion de una oveja a partir de una célula
adulta ya diferenciada (Figura 3).

Figura 3. Ian Wilmut y Keith Campell.

Como ya se ha comentado, en la técnica de
transferencia nuclear se elimina el nticleo de una célula
somatica de cualquier tipo, salvo ovulos o
espermatozoides, y se introduce en una célula de un
ovocito cuyo nucleo se ha eliminado previamente. En la
oveja Dolly, la célula somatica procedia de la glandula
mamaria de una oveja de seis aflos cuyo nucleo se
transfirié a un 6vulo no fecundado y enucleado. Después
de la transferencia, el nucleo puede reprogramarse
adicionando factores que lo empujan a actuar como el
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nicleo de un huevo fertilizado o zigoto, y empieza a
dividirse tras someterlo a un ligero estimulo eléctrico
formando un blastocisto que se implanta en un animal
hospedador (otra oveja en este caso), donde se desarrolla
hasta que se produce el nacimiento. Hay que mencionar
que Dolly fue el tnico cordero resultante de 277
transferencias.

Con este animal nacié también una revolucidén
cientifica y social; se clonaron primero ratones, y luego
vacas, cabras, cerdos, caballos, perros, hurones y camellos
(22). Desafortunadamente, muchos de los animales
clonados adultos mostraban cambios genéticos que
parecian hacer inviables a las futuras generaciones vy,
ademas, sus teldmeros tenian el mismo acortamiento que
mostraban las células somaticas cuyo nucleo se habia
extraido. Este fue el caso de Dolly, sacrificada a los seis
afios de su nacimiento a causa de un cancer de pulmon.
Parecia que el reloj bioldgico se habia reiniciado de forma
incompleta; sin embargo, la discusidon parece que se ha
cerrado con la demostracion de que los animales clonados
no tienen necesariamente una vejez acelerada, y parece
existir un mecanismo natural incorporado a los évulos que
es capaz de rejuvenecer una célula (23).

Como no podia ser de otro modo, tras la clonacion de
mamiferos le llegd el turno a la clonacién humana, que
supone la produccién asexual de un ser humano con una
carga genética casi idéntica a la de un individuo ya
existente. Tradicionalmente se ha distinguido la
clonacién reproductora de la clonacion
terapéutica. En la primera, se pretende la creacion de un
nuevo ser humano nacido a partir del embrion clonado,
mientras que en la segunda se pretenden desarrollar nuevos
tratamientos para las enfermedades. Las células
pluripotentes de los blastocistos de embriones clonados
derivados de un paciente podrian utilizarse en teoria para
reemplazar sus tejidos dafiados, sin que se produzca el
rechazo por su sistema inmune. Muchos cientificos son
entusiastas respecto a estas técnicas, pero otros piensan
que supondrian mas perjuicios que beneficios. Entre los
primeros se encuentra Robert Lanza (Figura 4),
actualmente Presidente del Astellas Institute for
Regenerative Medicine en Massachusetts (dentro de la
compaiiia japonesa Astellas Pharma).

Esta historia podria comenzar en los afios 2001 y 2002,
cuando el Dr. J. B. Cibelli (figura 4) y sus colaboradores
describieron un primer intento de clonacion de embriones
humanos (24). Su éxito fue muy relativo porque solo
lograron obtener mediante la técnica de transferencia de
nicleos tres embriones humanos que no llegaban a
desarrollarse mas alla del estadio de 6 células. Por eso tuvo
un gran impacto la publicacion en 2004 y 2005 de los
trabajos realizados en la Universidad Nacional de Seul por
el Dr. Woo-suk Hwang (Figura 4) y colaboradores,
comunicando la obtenciéon de muchos embriones clonicos
humanos por transferencia nuclear de una célula somatica,
y la derivacion de lineas celulares a partir de las células
troncales pluripotentes de sus blastocistos (25). Esta
noticia provocd un terremoto en el mundo cientifico y

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

médico, porque abria la puerta a la clonacién
terapéutica. En la primera de estas publicaciones se
comunicaba que estas lineas celulares, denominadas
SCNT-hES-1, eran capaces de diferenciarse para dar
embrioides in vitro y de formar in vivo teratomas en
ratones  inmunodeprimidos  conteniendo  derivados
celulares de las tres capas embrionarias germinales.
Después de su proliferacion, eran idénticas genéticamente
a las células somaticas que habian donado su nucleo,
aunque no se excluia por completo la posibilidad de que
tuvieran un origen partenogenético (que procedieran de un
ovulo sin germinar). En la segunda publicacion, se
informaba que habian creado 11 lineas celulares humanas
troncales embrionarias (hESC) a partir de 31 blastocistos
de embriones obtenidos por transferencia de los nticleos de
células de la piel de pacientes afectados por diversas
enfermedades a ovocitos humanos. Estas células,
transferidas al donante del nacleo o a otro individuo, se
establecian rapidamente.

El gobierno surcoreano otorgd a Hwang 3 millones de
dolares para que pudiera seguir con sus investigaciones
durante cinco afios, poniéndolo al frente del primer banco
mundial de células madre. En mayo de 2004, la revista
Nature denuncid que algunos de los ovocitos utilizados en
las investigaciones de Hwang habian sido donados por
cientificas de su laboratorio, pero fueron mas trascendentes
otras denuncias, particularmente la de que nueve de las
once lineas celulares que decia haber creado eran falsas y
que las otras dos eran células madre embrionarias tomadas
de su laboratorio. En enero de 2006, una comisién de
investigacion promovida al efecto por la Universidad de
Seul, comunicé que habia encontrado graves fallos en
los procedimientos, pruebas simuladas y datos
falsos y, lamentando “un acto grave que dafia la base de
la ciencia”, confirmé que el experimento de clonacion de
embriones humanos era fraudulento, y que la mayor parte
del material genético utilizado en las clonaciones no
coincidia con el ADN del supuesto donante. Sin embargo,
confirmé como valida la clonacion de un perro anunciada
por Hwang en la revista Nature en agosto de 2005 (26).
Hwang dimitié6 como profesor de dicha universidad en
diciembre del 2005, la revista Science publicod un editorial
retractandose de los dos articulos en Junio de 2006 (27), y
su editor en jefe afirm6 en un comunicado que
consideraria incluir nuevos requisitos para la publicacion
de articulos e informes por parte de los cientificos, como
detallar las contribuciones especificas de todos los
implicados en la investigacion enviada y firmar
declaraciones en las que afirmaran estar de acuerdo con las
conclusiones de sus respectivos articulos. Esta ultima
exigencia pretendia sin duda evitar una practica bastante
comun: la de incluir como coautores de un trabajo a
investigadores de renombre en un area determinada. Corea
del Sur prohibi6 ademas la investigacion con células
madre embrionarias hasta que en marzo de 2007 levanto el
veto con la condicion de utilizar solo 6vulos descartados
de inseminaciones artificiales.

El objetivo de lograr la clonacion terapéutica parece
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mas proximo desde que en el afio 2013 el cientifico de
origen ruso Shoukhrat Mitalipov (Figura 4),
continuando con sus estudios con primates en el Centro
Nacional de Oregon para la investigacion de Primates,
lograra obtener un embrién humano del que derivaron
células madre (28). Para ello utilizd una solucion
enriquecida con cafeina de ovulos de gran calidad
procedentes de voluntarias sanas a los que retird el nicleo,
introduciendo después en su citoplasma el nucleo de un
fibroblasto de un paciente con sindrome de Leigh,
finalizando con su electroestimulacion (29). La cafeina es
un inhibidor de las fosfatasas y es efectiva para prevenir la
activacion prematura de los ovocitos durante el proceso de
transferencia nuclear. El portal Internet PubPeer, una
plataforma en la que se pueden trasladar opiniones de
forma anénima sobre estudios cientificos, acusdé a
Mitalipov y a los autores de este trabajo de haber
repetido imagenes y de confundir los tipos celulares que se
mostraban con pies de fotos erroneos, pero se ha concluido
que los autores solo incurrieron en pequefios errores en el
proceso de preparacion de los datos y no hay fallos que
tengan impacto en los hallazgos cientificos de la
investigacion (30).

Figura 4. José Cibelli, Robert Lanza, Woo-suk
Hwang y Shoukhrat Mitalipov.

Respecto a las distintas técnicas que pueden utilizarse
para obtener células pluripotentes utiles en la Medicina
Reparadora, hay que decir que las células IVF-ES
representan al “patron oro”, pero son alogénicas para los
pacientes y presentan problemas éticos. La obtencion de
células iPS no requiere disponer de un o6vulo, pero su
aplicacion clinica esta actualmente plagadas de escollos ya
que son a menudo defectuosas en su diferenciacion,
contienen patrones aberrantes de metilacion, y adquieren
mutaciones  somaticas. Hasta el momento, el
procedimiento de Mitalipov parece una alternativa mas
costosa que la obtencion de células iPS por el
procedimiento de Yamanaka, pero puede que sea mas
productiva. El grupo de Mitalipov ha comparado
genéticamente las células IVF-ES con las NT-ES y las iPS,
encontrando que las dos ultimas contenian una comparable
cantidad de variaciones en el numero de copias de novo,
pero los perfiles de reparacion del ADN y del
transcriptoma de las NT-ES se correspondian con los de
las células IVF-ES mientras que diferian en las iPS, que
mantenian patrones residuales de metilacion del ADN
similares a los de las células de las que procedian (31). En
conclusion, las células somaticas humanas pueden ser
reprogramadas a la pluripotencia con mayor fiabilidad
utilizando las células NT-ES, y la clonacién con fines

326

M.? del Carmen Avendaiio Lépez

terapéuticos es idonea para la medicina regeneradora.

Uno de los objetivos prioritarios de la Medicina
Regeneradora es la generacion de células productoras
de insulina para tratar la diabetes, y en su busqueda se
estan empleando tanto las técnicas de clonacion como la
técnica de Yamanaka modificada. El afio 2014,
cientificos del New York Stem Cell Foundation Research
Institute 'y del Silberman Institute of Life Sciences de
Jerusalén, consiguieron células B pancreaticas
transformando las células troncales de embriones
humanos clonados procedentes de un ovocito. El
ntcleo de éste se reemplazd por el de una célula de la piel
de una paciente de 33 afios con diabetes tipo 1 (32).
Cuando estas células se trasplantaron a ratones deficientes
en células B, éstos lograron controlar la glucosa. En un
futuro, se pretende estudiar esta estrategia con pacientes
diabéticos fabricando las células B a partir de las “propias
células del paciente” y el ovocito de una donante.
Actualmente, las células productoras de insulina que se
trasplantan a pacientes diabéticos proceden de cadaveres y
su cantidad es limitada. Ademas, han de administrarse
junto a farmacos inmunosupresores para evitar el rechazo,
ya que el sistema inmunologico de los diabéticos tipo 1 las
destruye. Es posible que las células obtenidas por
clonacion humana sean mejor aceptadas por el sistema
inmune, aunque todavia no se sabe con certeza.

Este y otros hallazgos procedentes de estudios de
clonacién humana sugieren que podria ser inminente algo
que advierten hace tiempo la Iglesia Catdlica y otros
defensores del derecho a la vida: que los cientificos
comiencen a crear indiscriminadamente embriones
humanos a peticion del consumidor. Con la técnica de
Mitalipov no se ha logrado todavia clonar monos y, por
tanto, tampoco se podrian clonar personas, pero la
clonacién humana ya no parece una idea tan
descabellada: si ya se ha conseguido con éxito un embrion,
el siguiente paso podria ser implantarlo en un tutero y crear
un clon.

En cuanto a la técnica de Yamanaka, aunque los
cientificos habian conseguido producir células pre-beta,
éstas no eran funcionales porque las células § pancreaticas
humanas requieren una maduracion post-natal para que
segreguen la maxima cantidad de insulina en respuesta a la
glucosa. El afio 2016, un equipo del Instituto Salk de
California liderado por Ronald Evans busco la
existencia de alglin factor clave que determinara el paso de
una célula pre-beta inmadura a una célula f madura y
funcional, descubriendo que la expresion del receptor y
vinculado a los receptores estrogénicos (estrogen-related
receptor, ERRY) es una caracteristica de las células 8
adultas. La induccion postnatal de la proteina ERRy activa
la fosforilacion oxidativa mitocondrial, la cadena de
transporte electronico y la produccion de ATP, necesarias
para la secrecion de insulina en presencia de glucosa. De
acuerdo con este descubrimiento, cuando se afiadi6 ERRy
a células pre-beta creadas en el laboratorio por la técnica
de Yamanaka, se comprobd que respondian a la glucosa y
producian insulina in vitro (33). Estas células trasplantadas
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a ratones deficientes en células P, fueron capaces de
revertir la diabetes, pero no se sabe todavia si funcionaran
en humanos.

5. ESTUDIOS SOBRE EL DESARROLLO
EMBRIONARIO

Cuando un organismo empieza a desarrollarse, el
blastocisto sufre un proceso llamado gastrulacion que lo
transforma en una estructura sélida con tres capas que van
a dar lugar a tres partes del organismo adulto diferentes. El
sistema nervioso, por ejemplo, es inicialmente una delgada
tira de tejido situada en la capa externa o ectodermo que se
engrosa y expande, plegandose sobre si misma, para
originar lo que finalmente serd el cerebro, la médula
espinal, la retina y la neurohip6fisis, mientras que el resto
del ectodermo originara los tejidos epiteliales y las células
de la cresta neural.

Las investigaciones sobre el desarrollo embrionario del
cerebro comenzaron en los afios 1920 con los estudios
sobre la conversion de embriones de rana en renacuajos
realizados por el aleman Hans Spemann. Este encontrd
que al dividir en dos uno de estos embriones solo daba
lugar a un renacuajo la mitad que contenia una porcion de
tejido que organizaba la gastrulacion. Esta porcién de
tejido se denominé “organizador de Spemann” o labio
dorsal, que en los vertebrados determina la posicion de la
médula espinal. En otros experimentos, Spemann
trasplant6 tejidos de embriones de tritobn a embriones de
salamandra, o viceversa, observando que al transferir el
tejido organizador se formaba un body axis secundario y
finalmente un segundo sistema nervioso. En estos ultimos
experimentos fue trascendental el trabajo de la entonces
doctoranda Hilde Proescholdt (de casada Hilde
Mangold, Figura 5) que, utilizando huevos de especies
de salamandra que difieren en su pigmentacion, demostro
la induccién de gemelos siameses y comprobd que el
segundo sistema nervioso procedia del tejido del animal
hospedador, no del donante, lo que significaba que el
tejido organizador inducia de algiin modo la formacion de
tejido nervioso en las células vecinas a él (34). Todas estas
investigaciones fueron la base para la concesion a
Spemann del Premio Nobel de Fisiologia o
Medicina en 1935, galardon que no pudo compartir
Hilda Mangold por su fallecimiento prematuro, ocurrido el
mismo afio en que se publicaron sus resultados.

N P T [ =

Figura 5. Hans Spemann y Hilde Mangold.
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A partir de 1924, los embridlogos asumieron que el
organizador de Spemann secreta una proteina que induce
la formacion del sistema nervioso, e intentaron encontrarla
durante casi 70 afios. A principios de 1990 dos equipos de
investigacion observaron que el organizador de Spemann
segregaba dos proteinas distintas: folistatina, una
glicoproteina aislada del liquido folicular ovarico que se
expresa en casi todos los tejidos de los animales
superiores, y nogina, cuyas funciones estan asociadas al
desarrollo de la  cabeza  embrionaria  (35).
Sorprendentemente, en vez de inducir alguna actividad,
estas proteinas revertian el bloqueo de otro grupo de
proteinas que en condiciones normales evita que las
células del ectodermo se conviertan en neuronas
inmaduras, originando en su lugar tejido epitelial. Esto
quiere decir que las neuronas inmaduras se producen
gracias a que folistatina y nogina impiden que el
ectodermo origine exclusivamente tejidos epidérmicos
(36).

En 1994 Yoshiki Sasai (Figura 6), graduado en
Medicina en la Universidad de Kyoto en 1986, se
incorpor6 como investigador posdoctoral al laboratorio del
embridlogo Edward De Robertis en la Universidad de
California Los Angeles, donde trabajo hasta 1996. De
Robertis habia hecho sus estudios postdoctorales con
Gurdon, en el Medical Research Council del Reino Unido,
y junto con Walter Gehring, habia aislado en 1984 el
gen Hox-C6, que controla el desarrollo de los
vertebrados y determina la diferenciacion entre la parte
anterior (cabeza) y la posterior (cola) (37). A los pocos
meses de su llegada a California, Sasai habia participado
en el aislamiento del gen cordina (38), que produce otra
proteina del mismo nombre. Segregada por células
dorsales, la cordina facilita el transporte de factores de
crecimiento a la region ventral del embrion donde, tras ser
digerida por una proteasa, los libera. Este fenomeno
determina la diferenciacion entre la region dorsal y ventral
en muchos animales (39).

Tras su vuelta a Japon, los éxitos cientificos del equipo
de Sasai en sus esfuerzos para imitar el desarrollo de los
organos de mamifero in vitro fueron notables. Haciendo
crecer células troncales embrionarias de raton en un
entorno tridimensional, y utilizando medios de cultivo
especificos para los distintos tejidos, las células se
organizaban espontaneamente de manera analoga a lo que
ocurre en los embriones en crecimiento. De este modo, el
equipo fue capaz de generar una copa optica (cuya pared
interna da lugar a la retina en el desarrollo embrioldgico
del ojo), algunas partes del cortex cerebral, los rudimentos
de un cerebelo, y tejido de glandula pituitaria. En el primer
caso, el experimento se repitid partiendo de células
troncales embrionarias humanas, generando células
epiteliales que crecieron casi en el mismo orden en que lo
hicieron las de raton, aunque la copa Optica “humana”
tenia un tamafilo mucho mayor. Primero formaron una
vesicula, luego una bolsa, y luego la copa optica con una
pared externa (el epitelio de la retina) y una interna con
una estructura multicapa con miltiples tipos de células
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entre las que se encontraban células fotorreceptoras
(sensibles a la luz) (40). El propio Sasai mostraba su
asombro ante la autoorganizacion de las células con estas
palabras: “We still can’t explain why the cells come
together to make an eye. There must be more principles
that we still don’t understand yet. It’s something that
makes me completely in awe of life”.

En el afio 2014 el equipo de la oftalmologa Masayo
Takahashi, siguiendo las pautas de Sasai, implantd por
primera vez en el interior del ojo de una paciente con
degeneracion macular una lamina del pigmento
epitelial de la retina que se habia diferenciado a partir
de células iPS originadas por reversion al estado
pluripotente de fibroblastos de la piel (41). Un aflo mas
tarde, el trasplante permanecia intacto y la agudeza visual
no habia mejorado, pero tampoco empeorado (42). Un
equipo de Corea del Sur, que utiliz6 una técnica analoga
en cuatro pacientes asiaticos, tampoco observo después de
un afio serios efectos secundarios relacionados con estos
trasplantes (43). Actualmente se han extendido las
tecnologias que permiten separar y manejar las células que
se desean para construir tejidos biologicos in vitro, asi
como las aplicaciones clinicas de éstos (44).

Figura 6. Yoshiki Sasai.

6. LA TRAGEDIA DE LAS CELULAS STAP
(STIMULUS-TRIGGERED ACQUISITION OF
PLURIPOTENCY).

Los fraudes cientificos pueden deberse en algun caso a
un exceso de confianza u orgullo personal, pero es mas
probable que hayan sido la consecuencia de un habito que
se ha ido adquiriendo. El investigador quiere demostrar
que esta en lo cierto y que el trabajo y el dinero invertidos
estan justificados, lo que supone que sigue siendo
competitivo. El problema es que apearse de esos habitos
parece dificil. Afortunadamente, la experimentacion
cientifica es muy eficaz a la hora de demostrar los errores
y de corregirlos, como demuestra la historia de las células
Stap.

Sasai habia colaborado en el afio 2000 a la creacidn del
Centro para el Desarrollo Bioldgico (C.D.B.) dentro del
prestigioso Instituto Riken en la ciudad de Kobe, y con su
prestigio ayudo a mantener su financiacion. RIKEN es la
abreviatura de su primitivo nombre: Rikagaku Kenkyujo,
que significa literalmente: "Instituto de Investigacion
Fisica y Quimica" y se remonta a 1917 (45). Semejante en
cierta medida al Consejo Superior de Investigaciones
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Cientificas espafiol, fue relevante durante la segunda
Guerra Mundial porque el ejército japonés llevo a cabo en
algunas de sus instalaciones el programa para fabricar su
bomba atomica. Tras muchas vicisitudes, RIKEN se ha
expandido desde los afios 80 creando nuevos laboratorios y
centros en Japon y en el extranjero.

Con el tiempo, Sasai empezd a colaborar en una
tecnologia basada en someter las células ordinarias a
estrés. Aparentemente, las células que sobrevivian a
ciertos estimulos externos como una bajada transitoria de
pH podian transformarse en células madre, lo que
implicaba que habian adquirido la pluripotencia. Se
podrian conseguir, sin necesidad de una trasferencia
nuclear ni de adicionar factores de transcripcion, células
madre adultas genéticamente idénticas en apenas media
hora. Este presunto descubrimiento sugeria la existencia en
el organismo de un mecanismo que hacia posible la
regeneracion de partes del cuerpo sin riesgo de rechazo por
el sistema inmune y sin los problemas éticos de las células
troncales embrionarias, por lo que estaba llamado a
revolucionar la medicina regenerativa. Sasai era supervisor
de Haruko Obokata (Figura 7), una joven de 31 afios
que investigaba en el competitivo mundo de las células
madre. Tras lograr el titulo de Bachelor of Science en 2006
y finalizar sus estudios en el Departamento de Quimica
Aplicada de la Escuela de Ciencias e Ingenieria, obtuvo en
2008 el titulo de Master of Science in Applied Chemistry
en la Universidad de Waseda, realiz6 dos afios de
investigaciones dirigidas al estudio de células madre en la
Harvard Medical School de Boston bajo la direccion de
Charles Vacanti (Figura 7), y regresé a la Universidad
de Waseda para completar en 2011 su doctorado en
Ingenieria como investigadora invitada en el C.D.B., del
que fue nombrada responsable del Laboratorio para la
Reprogramacion Celular en el afio 2013.

Figura 7. Haruko Obokata, Charles Vacanti y
Teruhiko Wakayama.

Realmente, la idea de desarrollar las células Stap habia
surgido a principios de los afios 2000 de la imaginacion de
Charles Vacanti. Este investigador tenia, ademas de otros
tres hermanos médicos como €1, un hermano que naci6 con
sindrome de Down, lo que le motivd a pensar en la
posibilidad de aumentar su capacidad mental extrayendo
células de su cerebro, eliminando en ellas la copia extra
del cromosoma 21 que las caracteriza, y volviéndolas a
inyectar. Decidio utilizar primero células madre aisladas
de tejido neuronal con la ayuda de su hermano Martin,
pero ninguno de los dos tenia experiencia previa en esta
labor. Quizas por eso, al observar la transformacion de
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células adultas en unas células semejantes a esporas tras
ser sometidas a un intenso estrés, postularon la hipétesis de
que éstas podrian sobrevivir en condiciones extremas,
desarrollarse, y diferenciarse en células con las
caracteristicas propias del tejido del que fueron aisladas.
Estas células podrian permanecer dormidas en un
organismo hasta que se activaran por algun dafio
induciéndolas a regenerar el tejido dafiado (46). Fue
entonces cuando Charles Vacanti incorporé a su
laboratorio de Boston a Haruki Obokata, conocida como
una auténtica “manitas” en las técnicas de laboratorio.

Entusiasmada con la idea de su mentor, desarrolld su
tesis concluyendo que estas células eran capaces de
originar teratomas, lo que indicaba que eran pluripotentes.
Para publicar estos resultados en una revista importante
contactaron con el Dr. Teruhiko Wakayama (Figura 7),
que entonces trabajaba en el C.D.B., proponiéndole la
creacion de un raton quimérico que se originaria tras la
inyeccion de células alteradas por el estrés en un embrion
de raton. Utilizando la técnica que cred a la oveja Dolly,
Wakayama habia encontrado el modo de producir 581
ratones sanos, clones de un “donante” original, a través de
25 clonaciones consecutivas. Esto fue posible gracias a
que su grupo habia observado que en las histonas de
las células naturales la acetilacion de las
histonas persiste a lo largo de toda su vida,
mientras que en los nucleos somaiticos las
histonas se desacetilan completamente. Esto
supone una disfuncion en el control epigenético, que hace
a su ADN dificilmente accesible durante la division
celular, por lo que la adicion de inhibidores de histona
desacetilasa promueve el desarrollo del estadio de
blastocisto. Wakayama superd la inviabilidad de sus
ratones administrando a las células clonadas el inhibidor
de histona desacetilasa tricostatina A (47, 48).

Vacanti, Obokata y Wakayama enviaron los resultados
de estos trabajos a la revista Nature, pero su publicacion se
rechaz6 argumentando que no estaba probado que las
células procedian de la conversion de células
adultas, y que quizas las muestras se habian contaminado
con células madre embrionarias. La impaciencia vy
aspiraciones de estos cientificos crecieron cuando en otofio
se concedido el Premio Nobel a Yamanaka. Surgieron
discrepancias entre los miembros del grupo y finalmente
Sasai, que tenia entonces 52 afios y era el subdirector del
Centro, se convencid del interés del trabajo y de que con
su ayuda como supervisor de Obokata se podria publicar.
Fue entonces cuando estas células fueron bautizadas como
células Stap (Stimulus-triggered acquisition of
pluripotency), se incorpor6é un nuevo protocolo utilizando
como agente productor de estrés acido clorhidrico en vez
del ATP que se utilizaba con anterioridad, se realizo algiin
experimento adicional, y se grabd un video de camara
rapida en el que las células del raton se transformaban
cambiando de un color gris a uno verde. A principios del
afio 2014, estos resultados originaron dos publicaciones en
la revista Nature (49). En el resumen de la primera de ellas
se decia literalmente: Through real-time imaging of STAP
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cells derived from purified lymphocytes, as well as gene
rearrangement analysis, we found that committed somatic
cells give rise to STAP cells by reprogramming rather than
selection. STAP cells showed a substantial decrease in
DNA methylation in the regulatory regions of pluripotency
marker genes. Blastocyst injection showed that STAP cells
efficiently contribute to chimaeric embryos and to
offspring via germline transmission. We also demonstrate
the derivation of robustly expandable pluripotent cell lines
from STAP cells. Thus, our findings indicate that
epigenetic fate determination of mammalian cells can be
markedly converted in a context-dependent manner by
strong environmental cues.

Obokata fue ensalzada como la nueva
Madame Curie japonesa. Sin embargo, cinco meses
después, todos los investigadores que intentaron replicar
estas experiencias habian sido incapaces de hacerlo, por lo
que las dos publicaciones mencionadas tuvieron que
retractarse (50). En principio, Obokata negdé haber
fabricado sus resultados manteniendo que habia
conseguido células Stap en mas de 200 ocasiones y sus
colaboradores la apoyaron, pero poco a poco todos fueron
retractandose hasta que finalmente también lo hizo ella. Se
habia demostrado que en el estudio se acumulaban textos
plagiados y fotos manipuladas y, lo mas importante: que
las supuestas células madre estaban contaminadas con
células madre embrionarias, de forma que los ratones
quiméricos y los teratomas que derivaban supuestamente
de las células Stap se debian a estas Uultimas. La
investigadora mantuvo que alguien podria haberlas tomado
de un refrigerante y etiquetarlas mal por error.

Uno de los coautores mas afectados por estos hechos
fue Yoshiki Sasai que, tras estar hospitalizado por
depresion, se suicidd junto a su laboratorio el 5 de agosto
de 2014. En su sepelio, el entonces Presidente de RIKEN,
Rydji Noyori (Premio Nobel de Quimica del afio
2001) dijo: “The scientific world has lost a talented and
dedicated researcher, who earned our deep respect for the
advanced research he carried out over many years.”

Una de las tres notas de despedida que dejo Sasai iba
dirigida a Obokata. En ella le pedia que asegurara que las
células Stap podian reproducirse, por lo que el Instituto
Riken le permitié que intentara reproducir su trabajo bajo
la supervision estricta de varios investigadores. En
diciembre tuvo que admitir que se habian falsificado y
fabricado los datos y que las llamadas células Stap eran
células troncales embrionarias, sin poder demostrar si la
contaminacion era o no accidental. El Instituto admiti6é que
habia fallado el sistema de supervision del CDB, despidid
a Obokata, e introdujo cambios radicales en su
organizacion que incluyeron un recorte del 40% de su
financiacon y el cierre de muchos laboratorios. En
noviembre de 2015 la Universidad de Waseda, que habia
fijado el 31 de octubre como plazo para que Obokata
corrigiera su tesis, le retird el doctorado.

El final de esta historia nos recuerda a la tragedia
griega, que cumplia su funciéon educativa tratando de
conmover a los espectadores a través, por ejemplo, de la
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némesis que los dioses infligian a los mortales dominados
por la soberbia.
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ABSTRACT: Under the background of the iodometric
methods we analyze the life and work of two great
Hungarian scientists, Than and Winkler, teacher and
disciple. They were responsible for the introduction of
scientific chemistry and pharmaceutical education in his
country, which moved in the orbit of the Austro-
Hungarian Empire. Both generated a school of
excellence in the academic field. Than -contributes
among many other discoveries to the use of potassium
biiodate for the standardization of sodium thiosulfate
and Winkler develops an iodometric method for the
determination of dissolved oxygen in waters, a classic of
chemical analysis, the use of which continues today.
The use of potassium dichromate by Zulkovsky opened
the possibility to the analytical applications of the
oxidations with dichromate in iodometry. The iodide,
bromide and iodine index determinations, make the
analytical chemistry of halogens a distinctive branch of
Hungarian science. Schulek, a disciple of Winkler,
opens the door to the development of pharmaceutical
analysis and the pharmaceutical industry in Hungary.
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RESUMEN: Tras el trasfondo de los métodos
iodométricos se procede a analizar la vida y la obra de
dos grandes cientificos hungaros, Than y Winkler,
maestro y discipulo, responsables de la introduccion de
la quimica cientifica y de la educacion farmacéutica en
su pais, que se movia en la orbita del imperio austro-
hingaro, generando una escuela de excelencia en el
ambito académico. Than contribuye entre otros muchos
descubrimientos a la utilizacion del bi-iodato potésico
para la estandarizacion de tiosulfato de sodio. Winkler
pone a punto un método iodométrico de determinacion
del oxigeno disuelto en aguas, un clasico de la quimica
analitica, todavia en uso hoy dia. El uso del dicromato
de potasio por Zulkovsky abre la posibilidad a las
aplicaciones analiticas de las oxidaciones con dicromato
en iodometria. Las determinaciones de ioduro y
bromuro y la del indice de yodo, entre otras, hace que la
quimica analitica de los haldégenos pueda considerarse
una rama distintiva de la ciencia hungara. Schulek,
discipulo de Winkler, abre las puertas al desarrollo del
analisis y de la industria farmacéutica en Hungria.
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1. INTRODUCCION

La importancia de los métodos iodométricos en el
desarrollo del andlisis volumétrico ha sido fundamental,
asi como la aportacion de destacados farmacéuticos a este
tema de estudio, objeto de la Tesis Doctoral de Saez-Plaza
(1). El primer departamento quimico en Hungria se crea en
1763 en la famosa academia minera (2-3) de Selmebanya,
donde se llevan a cabo ejercicios de laboratorio de quimica
analitica. En este trabajo se aborda el estudio de la vida y
obra de dos grandes cientificos hungaros, Than y Winkler,
que operan bajo el paraguas del imperio austro-htingaro,
responsables de la introduccion de la quimica cientifica y
de la educacion farmacéutica de su pais, bajo el telon de
fondo de los métodos iodométricos de analisis. La escuela
de Than (4-5), organizador, maestro y cientifico ejemplar,
y Winkler, farmacéutico y discipulo, aporta excelentes
profesores ¢ investigadores universitarios. Than goza de
una educacion privilegiada junto a Bunsen y Wurtz, tras
sus estudios realizado en Viena, y de vuelta a su pais, fruto
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de las vicisitudes historicas acontecidas en 1860, vive el
transito en la universidad del aleman al hungaro, lo que le
permite llegar a profesor, recomendado por sus mentores.
La importancia del Instituto de Quimica de la Universidad
de Budapest lo convierte en un auténtico referente.
Winkler nos lega un método de determinacion de oxigeno
disuelto en agua (6), ya clasico, todavia en uso. Los
halégenos son objeto de atencion por parte de los
cientificos hungaros hasta tal punto que puede decirse sin
exageracion que la quimica analitica de estos elementos es
una ciencia distintiva hungara.

2. KAROLY THAN Y LA INTRODUCCION DE
LA QUIMICA CIENTIFICA Y DE LA
EDUCACION FARMACEUTICA EN HUNGRIA

La investigacion sistematica y organizada de la
quimica y de la educacion farmacéutica en Hungria
comienza (4-12) con Than. Natural de Obese (hoy Serbia),
se alista a los 15 aflos en el ejército hingaro durante la
revolucion de 1848-49. Tras la derrota se interrumpe (13)
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el proceso de “Magyarization”, y el lenguaje de la
enseflanza vuelve a ser de nuevo el aleman. El uso del
hungaro se considerd un acto revolucionario hasta 1860,
cuando el emperador Francisco José permite su
reintroducciéon en las escuelas. Than se emplea como
aprendiz de farmacia en varias ciudades hiingaras, ya que
al concluir la guerra su madre habia muerto y su padre se
habia arruinado financieramente. Uno de los farmacéuticos
le ayuda a completar sus estudios en la escuela secundaria
de Szeged. Acude becado a la Universidad de Viena, a
estudiar farmacia en la Facultad de Medicina, aunque se
pasa a la de Artes Liberales, para estudiar quimica. En
1858 concluye su doctorado, bajo la direccion del quimico
organico Josef Redtenbacher (1810-1870), con quien habia
estudiado en Praga, Theodor Wertheim (1820-1864)
(antecesor de Than en Budapest).

A continuacion, Than estudia quimica en Heidelberg,
con Bunsen (aunque también fisica con Kirchoff y
matematicas con Cantor), y también en Paris, con Charles-
Adolphe Wurtz (1817-1884), donde contacta con los
quimicos franceses. De retorno a Viena se convierte en
asistente de Redtenbacher y se orienta hacia la quimica-
fisica y la gasometria. En 1860 es nombrado profesor de la

Universidad de Budapest, sucediendo a Theodor Wertheim
(1820-1864), que marcha a la Universidad de Graz, al ser
austriaco y carecer de la necesaria fluidez en la lengua
hungara (13), que se reintroducia ese mismo afio en las
universidades hungaras.

Than fue recomendado para el puesto por Bunsen,
Redtenbacher, y el propio Wertheim, quien cuando retorna
a Viena habla muy bien y con mucha reverencia de las
capacidades de Than. En 1872, afio en que contrae
matrimonio con Ervina Kleinshmidt (y del que vienen 5
hijos), Than crea el primer Instituto de Quimica en la “Pest
University” de Budapest, que adquiri6 fama en toda
Europa. Than, miembro de la Academia de Ciencias de
Hungria, de la que llegd a ser Vicepresidente (Presidente
de la seccion de matematicas y ciencias naturales durante
25 afos) representa un papel importante en el desarrollo de
la quimica en las universidades hungaras, siendo un
referente para muchas generaciones de quimicos, médicos
y farmacéuticos. Sus resultados fueron tenidos en cuenta
en otras instituciones de Europa y de Estados Unidos.
Once de sus estudiantes llegaron a convertirse en
profesores universitarios (13).

j"-u ,‘:-k}

Figura 1. Karloy Than (1834-1908). Museo Nadasi Andras de materiales didacticos para ilustrar el aprendizaje de

la Quimica; http://www.tanszertar.hu/eken/2007 02/na_0702.htm.
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Figura 2. Juego de pesas (izquierda) y mercurio (derecha) de Than Karoly (1834-1908). Museo Nadasi Andras de
materiales didacticos para ilustrar el aprendizaje de la Quimica; http://www.tanszertar.hu/eken/2007_02/na_0702.htm.

Than (Figura 1) fue una pieza clave en la fundacion de
la revista hiingara de quimica “Magyar Chemiai Folyoirat”
(9), contribuyendo inclusos con fondos de su propio
peculio personal. Estuvo comprometido (Figura 2) con la
enseflanza y didactica de la quimica (14). Vicepresidente
de la Sociedad Hungara de ciencias naturales de 1862 a
1872, y Presidente, de 1872 a 1880. Fue miembro de la
Casa Superior del Parlamento. El nuevo edificio de
quimica en Trefort Garden, que todavia se encuentra en
uso, puede considerarse como su ultima obra. Muere muy
pronto tras su retiro, concediéndosele el titulo de Baron
(8).

Fue editor de las dos primeras farmacopeas (15-16)
hungaras. A Than se debe también la introduccion del
bicarbonato de potasio como estandar para acidimetria y
alcalimetria (17-20). Than recomienda, ya en 1865, antes
de publicarse la teoria ionica de Arrhenius, expresar los
resultados de los analisis en funcion del porcentaje de cada
constituyente (21), en lugar de hacerlo en forma de sales.
Este procedimiento sélo se adopta en la practica general
tras recomendacion de Ostwald, quien en su segunda
edicion de la obra “Los Fundamentos Cientificos de la
Quimica Analitica” (22) agradece con una nota a pie de la
pag. 220 la anterior sugerencia de Than:

“Dieser Ausweg ist schon lange, noch vor der
Aufstellung der Ionentheorie, von C. Than vorgeschlagen
und spéter an einer Reihe von Beispielen praktisch
durchgefiihrt worden” (Trad.: Esta solucion ha sido
propuesta desde hace tiempo, previa al establecimiento de
la teoria idnica, por C. von Than, y se ha llevado a la
practica en una serie de ejemplos).

Los métodos de analisis de gases de Than eran
precisos 'y los de andlisis volumétrico fueron
internacionalmente reconocidos y aceptados.

Than (23) redacta la obra “Elementos de quimica
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experimental” obra magna para la que habia recogido
informaciéon durante 25 afios. Szabadvary y Szokefalvi-
Nagy (24) comentan

“Had this book not been published in Hungarian but in
a better-known language, it would surely be recorded
among the greatest books in the history of chemistry”

La primera parte de la obra (13), influenciada por la
Quimica General (25) de Wilhelm Ostwald, estaba
dedicada a la quimica-fisica, y cubria los temas
fundamentales, valencia y equivalente, composicion
quimica, mecanica quimica (cinética y afinidad), y
energética (termodinamica), termoquimica,
electroquimica... Al final de la misma se recogia un
bosquejo de la historia de la quimica y de la literatura
quimica contemporanea. En la segunda parte se describian
los elementos con detalle, clasificandolos en metales y no
metales. En la tercera, se mostraba un resumen preciso de
los compuestos inorganicos, siguiendo un sistema propio,
basado en el principio de analogia (15) entre los diferentes
grupos de compuestos que son

“equally composed and have similar chemical features”

Esta de todas formas no fue la primera obra publicada,
ya que previamente Lajos Ilosvay, discipulo suyo, publica
su primer libro en 1880, dedicandoselo a su maestro Than,
y Béla Lengyel publica otra con el sistema de Than, lo que
causo6 cierto malestar entre el maestro y su antiguo alumno.

Than (26-27) también escribié un “practicum” para
estudiantes de farmacia que contenia los elementos de
analisis cualitativo y cuantitativo, y otro libro sobre
analisis quimico con una introducciéon tedrica y una
descripcion de las reacciones quimicas. Su produccion
cientifica global ha sido puesta recientemente (28) en
linea, correspondiéndose con una version previa impresa
sobre “La vida y el trabajo de Karoly” publicada en 2008
por la Academia de Ciencias de Hungria.
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El uso de la disolucion de tiosulfato sodico en

iodometria, en aquella época, se hizo general. Sin
embargo, su estandarizacion constituia en un grave
problema, ya que las sustancias utilizadas hoy dia con ese
proposito no eran accesible comercialmente en un estado
de pureza suficiente. La unica estandarizacion posible era
el uso de iodo, siendo entonces su purificacion complicada
e insuficiente.
Than introduce el uso de bi-iodato de potasio (29, 19),
suministrando asi un método mucho mas simple para
llevar a cabo la estandarizacion. Tras el biodato de potasio
se utilizan acido i6dico (30) y mas tarde iodato de potasio
(31), en la estandarizacion del tiosulfato de potasio. En
1874 Mohr usa por primera vez una mezcla de iodato y
ioduro (en exceso), para determinar acidos (32-33). Esa
misma mezcla utiliza Kjeldahl en la valoracion del exceso
de 4cido (34-35) en el acabado analitico de su famoso
método.

3. ZULKOWSKI Y EL USO DEL DICROMATO
DE POTASIO

Un método conocido y aplicado para la determinacion
de acido cromico consiste (4-5) en calentar el cromato con
acido clorhidrico concentrado, pasando el cloro
desprendido a través de una disolucion de ioduro de
potasio, midiéndose a continuacion el iodo formado con
una disolucion 0,1 N de tiosulfato de sodio. La destilacion
del cloro es a la vez engorrosa e innecesaria (36), ya que el
acido crémico se reduce con facilidad en presencia de
ioduro de potasio. Si se afiade una disolucién de dicromato
potasico a otra de ioduro de potasio no se percibe reaccion
alguna. Sin embargo, al afiadir gota a gota 4cido
clorhidrico el resultado es la aparicion inmediata de iodo,
que se disuelve dependiendo de la cantidad de ioduro de
potasio en el medio, o se deposita en forma de polvo.
Zulkovsky (36) expresa esto de la forma

“Es ist eine lidngst bekannte und vielfach geiibte
Methode, die Chromsdure in der Weise zu bestimmen,
dass man das betreffende Chromat mit concentrirter
Salzsdure erhitzt und das entweichende Chlor in eine
vorgelegte Jodkaliumldsung leitet. Das ausgeschiedene Jod
wird  durch eine Zehntel normalldsung  von
unterschwefligsaurem Natron gemessen, deren Menge
zugleich das Maass fiir die Quantitdt der Chromsdure
bildet.

Ich habe gefunden, dass die jedenfalls umsténdliche
Chlordestillation vollkommen {iberfliissig ist, weil die
Chromsédure in wisseriger Losung durch Jodwasserstoff
mit Leichtigkeit reducirt wird. Giebt man zu einer Losung
von Kaliumbichromat eine geniigende Menge Jodkalium,
so ist keine Reaction wahrzunehmen, fiigt man jedoch
Salzsdure tropfenweise zu, so entsteht sofort eine
Ausscheidung von Jod, welches je nach der Quantitét des
Jodkaliums, gelost bleibt oder auch in Pulverform
abgeschieden wird.”

El proceso quimico se puede expresar por la siguiente
ecuacion:

6HJ+2CrO3=Cr203+3H20+6J
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Resulta posible entonces una nueva determinacion
iodométrica de acido cromico y sus sales, ya que la
cantidad de iodo formado se puede determinar con
facilidad con la ayuda de tiosulfato sddico.

En términos modernos se tiene, en forma idnica

Cr,0;”"+6I'+14H =2Cr"" +3 1L, +7H0

L+ 2 8,05 = 2I' + $,06™

o en forma molecular

K,Cr,07+ 6 KI+ 14 HCI=2 CrCl3+ 3 1, + 7H,0 + 8
KCl1

Un peso formula de dicromato potasico origina 3 moles
de iodo que requieren 6 moles de tiosulfato de sodio.
Luego 1 mol de tiosulfato se corresponde con 1/6 mol de
dicromato, por lo que una disoluciéon 0,1 N de tiosulfato,
que contiene 24,819 g de la sal pentahidratada por litro
(NayS,0; -5 H,0) se corresponde con 1/60 mol de
dicromato, esto es 294,185/60 g = 4,903 g, teniendo en
cuenta los pesos atomicos actuales. El punto final viene
dado por la desaparicion del intenso color azul que forma
el iodo con el almidéon en presencia de cloruro; el color de
la disolucion pasa al de la sal de cromo(Ill), verde. El
establecimiento por Zulkovsky (36) de que bajo ciertas
condiciones experimentales el dicromato de potasio
reacciona estequiométricamente con ioduro de potasio fue
in importante descubrimiento en iodometria, al abrir la
posibilidad a las aplicaciones analiticas de las oxidaciones
con dicromato. Karl Zulkovsky (1833-1901) fue profesor
ayudante de la Universidad de Wien y, mas tarde (9),
profesor de tecnologia quimica en la Universidad de
Briinn, actual Brno (Republica Checa), que entonces
formaba parte del imperio austro-hlingaro. Algunas
sustancias organicas pueden oxidarse o descomponerse
con dicromato, por lo que a partir de la cantidad de
dicromato consumido puede encontrarse la cantidad de
sustancia organica analizada. Resichauer (37-38) fue el
primero en aplicar el método para la determinacion de
alcoholes metilico y etilico. El exceso de dicromato se
determinaba con sulfato de Fe(II) y permanganato.

4. UNA ANOTACION SOBRE LOS ESTUDIOS
DE FARMACIA EN HUNGRIA

Los estudios regulares de farmacia en Hungria (39-41)
comenzaron en 1770 con la fundacion de la Facultad de
Medicina en la “Nagyszombat University”. Los primeros
graduados en farmacia datan de 1771. El numero de
estudiantes crecio de forma gradual; en los primeros afios
académicos eran 4-7, después 8-12, y mas tarde, en 1786,
el nimero llegaba ya a 24. En los afios 30 del siglo pasado
su numero era de 70-80, y después de 1945 unos 150-160
estudiantes cursaban farmacia en la Universidad, y en la
actualidad unos 120. Al principio se impartia un curso a
los estudiantes de farmacia, y mas tarde estos cursos tenian
2 afios académicos de duracién y mas adelante 4. Esta
relativamente corta formacion universitaria suministraba
una buena base para la futura profesion de los estudiantes
de farmacia y muchos de ellos podian acrecentar
notablemente sus conocimientos si lo deseaban. Entre ellos
hubo muchas figuras sobresalientes, que llegaron a
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adquirir fama mundial como cientificos, incluso como
artistas. Muchos fueron honrados con premios académicos
y contratados en diversas universidades desempefiando
(39, 41) una actividad cientifica y didactica excelente.

5. ASPECTOS DE LA VIDA Y OBRA DE
LAJOS WINKLER, FARMACEUTICO

Lajos Winkler (1863-1939) (Figuras 3 y 4) es una de
las grandes personalidades de la quimica analitica en
Hungria (4-5, 42-51). Nace en Arad (de una familia de
nueve hermanos), donde es aprendiz de farmacia. Estudia
farmacia en Budapest, y tras graduarse permanece en la
Universidad como asistente de Than. Tras la muerte de
éste, el Instituto se divide en dos partes, encargandose
Winkler de la catedra de analitica (la otra, era la de
farmacologia). Director del primer Departamento de
Quimica de la Universidad de Budapest durante mas de 25

Purificacion Saez Plaza, Julia Martin, Agustin G. Asuero

afios. Winkler, al contrario que Than, su maestro, no
participé de forma regular en el trabajo de sociedades
cientificas. Aparece de cuando en cuando entre los editores
de revista, aunque no de forma duradera. Celoso de su
tiempo, se guardaba de invertirlo en obligaciones
relacionadas con la vida publica y social cientifica.
Trabajaba de noche (de 6 p.m. a 6 a.m.) porque (42)

“during the day a man of an institute is unable to work,
being troubled all the time”.

Impartia las clases de 2 a 3 p.m., dedicandose de 3 a 6
p.m. a los asuntos de gestion del Instituto. Era considerado
raro por su modo de vida, aunque confiesa a un discipulo

“I am not as crazy as I look, moreover, I am not crazy
at all, I only play the crazy man otherwise they would not
let me live”

Figura 3. Lajos Winkler (1863-1939). Az

farmacéutica).
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egyetemi

kialakulasa és fejlodése.

gyogyszerészképzés
http://mek.oszk.hu/02100/02185/html/993.html (La formacién y el desarrollo de la formacién universitaria
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Como resultado de su dedicacion publica 242 trabajos,
150 de ellos en aleman, en las revistas de mas alto
“standing” (45). Winkler abri6 nuevos horizontes en
quimica analitica, destacando sus aportaciones (46) en
gravimetria de elevada precision, analisis de aguas y de
gases, y de productos farmacéuticos. Los métodos que
elabora se resumen en la contribucion publicada en
Stuttgart (1931-1936) en la serie “Die chemische Analyse”
XXIX y XXX (52). Advierte la importancia de mantener
estrictamente las condiciones experimentales prescritas en
todos los métodos reproducibles. La aplicacion del
principio de reproducibilidad, en quimica analitica (y otras
ciencias), constituye uno de sus objetivos mas importantes.
Obtiene resultados analiticos importantes con unos medios
muy escasos y limitados. La mayor parte de sus trabajos
originales trata (4-5) sobre la determinacion de oxigeno en
agua, indices de iodo y de bromo, absorcion de amoniaco
en disolucion de acido boérico, y determinacion de cloro y
iodo en agua.

Winkler particip6 en la preparacion de los volumenes
II-IV de la Pharmacopea Hungarica (46), de la que Than
era editor en jefe. Su sentido practico y habilidad critica le
permiten crear técnicas duraderas, en particular
valoraciones colorimétricas para la determinacion de

metales y contaminantes en aguas.

Winkler escribi6 una serie de libros, la mayor parte de
ellos en aleman, describiendo principalmente sus propios
métodos. Su Handbbok acerca de las investigaciones
quimicas de laboratorio fue internacionalmente
reconocido. También escribié la seccion de analisis de
aguas en la edicion final del Handbook analitico técnico de
Lunge-Berl. Winkler fue uno de los mayores exponentes
del analisis clasico, probablemente el mas completo de los
cientificos (4-5), en su época, en este campo. Tenia cierta
aversion por los métodos fisico-quimicos de analisis,
posiblemente porque consideraba a la quimica analitica
como un arte antes que una ciencia, y opinaba que las artes
no pueden someterse a automatizacion. Sostenia que al
igual que un sastre necesita una maquina de coser, es
necesario disponer una cierto equipo bésica, admitiendo no
obstante que el equipo mas fino no puede sustituir la
destreza y la inteligencia de un quimico experto. Miembro
correspondiente de la Academia de Ciencias de Hungria en
1896, y numerario en 1922. En 1933 contrae una
neumonia y septicemia, de la cual nunca se recupera
completamente, empeorando gradualmente su salud,
falleciendo en 1939.
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Figura 4. Detalles manuscritos de una de las conferencias de Lajos Winkler (Majoros y Mazak, Acta

Pharmacéutica Hungarica 2010, 80, 81-92, p. 85).
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6. LA DETERMINACION IODOMETRICA DE
OXIGENO DISUELTO EN AGUAS

Winkler desarrolla a la edad de 25 afios, mientras
realiza su tesis doctoral sobre la determinacion de oxigeno
en agua “A vizben felodott oxigén meghatarozasa”, un
método de determinacion de oxigeno disuelto en agua,
todavia en uso (6, 53-55), y que publica en aleman en
Berichte (56). En la Figura 5 se muestra la primera pagina
del trabajo. El método se conoce como determinacion
iodométrica de Winkler. Utiliza como reactivo cloruro de
manganeso en medio alcalino, en lugar del sulfato de
hierro(Il), recomendado por Mohr. Elimina la accioén
oxidante del aire y lleva a cabo el resto de las operaciones
en recipiente cerrado. Sus resultados no concordaban con
los de Bunsen, que determinaba la capacidad del agua de
absorber el aire mediante un método manométrico.
Winkler estaba tan seguro de su método, que repitié las
experiencias de Bunsen, encontrando de esta manera que
dichos valores no eran exactos.

El método se resume en esencia en cuatro reacciones
quimicas. En primer lugar, se aflade una sal de manganeso
a la muestra objeto de estudio en disolucién de ioduro
alcalina, precipitando la sal como hidroxido conforme a la
reaccion

Mn** + 2 OH = Mn(OH),

El precipitado se oxida rapidamente por el oxigeno
disuelto en la muestra a un hidréxido de manganeso de
estado de oxidacion mas elevado

2 Mn(OH); + % O, =2 MnO(OH) + H,O

Existe cierto grado de incertidumbre acerca del estado
de oxidacién real del manganeso en esta reaccion. Esto es
irrelevante, sin embargo, dado que el manganeso es
simplemente un portador de electrones entre el oxigeno y
el iodo en el proceso global. La reaccién que debe llevarse
a cabo a pH mayor de 9, requiere tan solo de unos
segundos para completarse (57).

Tras la acidificacion de la muestra, el precipitado de
hidréoxido se redisuelve, liberandose el manganeso en
estado de oxidacion superior, que oxida el ioduro a iodo, y
en exceso de ioduro, se tiene para la reaccion neta

2MnO(OH) + 6 H" + 3T =2 Mn*" + I3+ 6 H,0

Este paso es particularmente critico en el método de
Winkler debido a la potencial pérdida de iodo por
evaporacion. El iodo formado (ion triioduro) se valora a
continuacion con disolucion patrén de tiosulfato de sodio,
utilizando almidon como indicador

Iy +28,0," =31 +8,04”

Al principio, Winkler utilizaba muestras de 1000 mL
en las experiencias. Tras modificar y mejorar la técnica
original redujo el volumen de muestra a 100 mL. Un
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importante requerimiento para lograr resultados correctos
es usar siempre material de vidrio de ajuste (esmerilado)
con tapones de vidrio, para evitar que se formen burbujas
de aire durante la determinacion, tapando las muestras
antes de que se forme el MnO(OH).

Conviene tener en cuenta (58) una serie de
consideraciones:

1. La concentracion de ioduro debe ser elevada para
asegurar la conversion rapida y completa del iodo en i6n
tridoduro, no volatil (un exceso siete veces superior al
menos).

2. El pH optimo para la reaccion (de liberacion del
yodo) se sitiia entre 2,0 y 2,6. Si el sistema es mas acido,
existe la posibilidad de que se oxide al aire parte del
exceso de ioduro a yodo

3. Los reactivos deben ser lo suficientemente puros
como para prevenir el consumo de yodo por reacciones
laterales, y deben estar exentos de oxigeno molecular.

4. La transferencia de materiales debe mantenerse
en un minimo.

Desde su irrupcion, hace unos 130 afios, el método de
Winkler se ha convertido en un procedimiento estandar
para la determinacion del oxigeno molecular disuelto en
agua. El método es sensible, cuantitativo y relativamente
simple, lo que explica su enorme popularidad a lo largo de
los afios. Sin embargo el método no estd exento de
problemas (59-61), y entre sus inconvenientes se encuentra
la necesidad de disponer de muestras relativamente
grandes, el hecho de que el procedimiento es lento, y no
puede utilizarse para monitorizar el oxigeno disuelto de
forma continua. Varias especies disueltas interfieren con
las reacciones expuestas, entre ellas, Fe(Il), Fe(IlI), sulfito,
tiosulfato, politionato, cloro, hipoclorito y compuestos
organicos diversos.

El nitrito de las muestras de agua causa interferencia
(62) al oxidar el ioduro

2NOy, +2T' +4H =1, + N0, +2 H,0

El N,O, es oxidado durante la valoracion por el

oxigeno que contiene la muestra
N202+1/202+H20:2N02_+2H+

Como resultado, se obtienen resultados errdneos
elevados, y no es posible la determinacion del punto final.
En la modificaciéon con azida, se afiade NaNj; con el
reactivo alcalino, destruyéndose el nitrito si se encuentra
presente

NaN; +H" = HN; + Na’
HN; + NO, +H' =N, + N,0 + H,0
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9848

526, Ludwig Wilhelm Winkler: Die Bestimmung des
im Wasgser geldsten Saunerstoffes.

(Vorgelegt in der k. ung. Akademio der Wissenschaften durch
Herrn Prof, C. v. Than, am 16. April 1888.)

[Eingogangen am 2. October; mitgetheilt in der Sitzung von Hrn, Sell)

Die zur Bestimmung des im Wasser gelisten Sauerstoffes ange-
wandten Methoden, als Bunsen’s!) gasometrisches Verfahren oder
die Bchiitzenberger’sche Titrirang?) mit Natriumbydrosulfit, sind
ibrer schwierigen Ausfihrbarkeit wegen fiir die Praxis nicht gut ge-
eignet.

‘ Das von Mohr empfohlene Verfahren3) mit Ferrosulfat ist wohl
" einfach, allein nach vergleichenden Untersuchungen verachiedener
 Forscher!) %) 6) nicht geniigend pricis.

In Anbetracht dieser Umstiinde machte mich Hr. Prof. v. Than
darauf avfmerksam, dass es werthvoll wire, eine Methode ausfindig
zu machen, mit deren Hiilfe sich im Wasser geldster Sauerstoff rasch
und pinktlich bestimmen liesse. Mit seiner Unterstiitzung arbeitete
ich zu genanntem Zwecke die unten beschriebene Methode aus, die
wesentlich im Folgenden besteht:

Man oxydirt durch den in einer gewogenen Menge Wasser go-
lésten Sauerstoff iiberschiissiges Manganohydroxyd in Gegenwart von
Alkali su Manganihydroxyd. Hernach setzt man zur Flissigkeit Jod-
kalium und Salzstiure, wobei sich eine dem geldsten Sauerstoff dqui-
valente Menge Jod ausscheidet. Dieses titrirt man mit Natrinmthio-
sulfat-Lisung, woraus sich die Sauerstoffmenge genau berechnen lisst.

Zur Ausfithrung wendet man eine ungefihr zweimal normale
Mauganochlorid-L:6sung an (in 100 ccm 40 ¢ MnCly . 4H20).” Man
achte darauf, dass das Manganochlorid nicht mit Eisen verunreinigt
sei, Aus einer angesiinerten Jodkaliumlosung scheide es hchstens .
Spuren von Jod aus.

) Bunsen, Gasometrische Mathoden, II. Aufl,, 8. 18, Zur Auskochung
der im Wasser goldsten Gase construirten auch Reichardt, Jacobsen und
B!ehfreps Apparate. Zeitschr. f. analyt. Chem. XI, S. 271 und Journ. f,
prakt! Chom. (N. F.) XIX, 8S.409.

Compt. rend. 75, 879. Bull. Soc. chim. Par. XIX, 152 und XX, 145.

3) Mohr-Classen, Titrirmethode VI Aufl., S. 255.

4) Kénig und Mutschler, diese Berichte X, 2017.

%) Tiemann und Preusse, diese Berichte XII, 1768.

%) Kénig und Krauch, Zeitschr. f. analyt. Chem. XX, 259—282.

Figura 5. Primera pagina del trabajo publicado por Lajos Winkler sobre la determinacion de oxigeno en agua (L.J.

Winkler, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1888, 21(2), 2843-2854).

La importancia del oxigeno para la vida acuatica se
conoce desde hace mucho tiempo (63). Una desventaja del
método es que la valoracion final hay que hacerla en el
laboratorio, dado el equipo necesario para llevarla a cabo.
En consecuencia, en el trabajo de campo, las muestras
conteniendo el MnO(OH) tienen que transportarse tan
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rapidamente como sea posible al laboratorio en vasijas
cerradas, sin llegar a tardar nunca mas de tres horas, para
concluir el trabajo (63).

Winkler es famoso también por introduccion el uso de
la disolucion de acido borico en el atrape del amonio
desprendido en la etapa de destilacion del método de
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Kjeldahl (64-65), previo a la posterior valoracion del
borito amoénico formado con una disolucion patron de
acido clorhidrico.

Elemér Schulek (1893-1964) fue asistente de Winkler a
partir de 1918, y en 1926 becado por la Fundacion
Rockefeller (6) hace un viaje de estudios por EEUU y
algunos paises europeos investigando sus industrias
farmacéuticas. Llega a la jefatura de la Division Quimica
del Instituto Nacional de Salid en 1927, y “Professor” de
Quimica Inorganica y Analitica en la Universidad de
Budapest en 1944. Contribuye a crear s6lidas bases para el
analisis actualizado de los farmacos.

7. LA QUIMICA ANALITICA DE LOS
HALOGENOS UNA CIENCIA HUNGARA: EL
INDICE DE 10DO

La determinaciéon del nimero de yodo de los acidos
grasos insaturados es simular en muchos aspectos (66-67)
a los métodos de bromacion. El primer método propuesto
fue ideado por Hiibl (68-70), y suponia el tratamiento de la
muestra disuelta en cloroformo con yodo en presencia de
cloruro de mercurio como catalizador, valorandose el
exceso de yodo con tiosulfato de sodio. Aunque la
velocidad de adicion de yodo es mucho mas lenta que la de
bromo, salvo uno o dos casos aislados, es el reactivo mas
ampliamente utilizado para llevar a cabo la determinacion
de la instauracion. Los resultados se expresan
generalmente como los indices de yodo.

A Winkler se debe el método mas general para la
determinacion del indice de yodo-bromo (4). Debe notarse
que la determinacion de los indices de bromo fue abordada
antes de que el yodo fuera usado para la determinacion,
pero debido a la apariciéon de reacciones de sustitucion
laterales, era muy dificil la obtencion de resultados
reproducibles. Las condiciones experimentales no fueron
cuidadosamente examinadas por lo que se considero que el
método no era muy satisfactorio. El primer método
propuesto de determinacion para el indice de bromo era
gravimétrico. Knop (71-73) propone un método
volumétrico, en el que afiade una disolucion de bromato de
potasio patron a las grasas fundidas, junto con el bromuro
de hidrégeno, valorando el exceso de bromo por retroceso
con tiosulfato de sodio hasta decoloracion de la disolucion.
Define el indice de bromo como la cantidad de bromato de
potasio en cg consumido por 1 g de grasa.

Debido a las determinaciones de ioduro y bromuro, la
quimica analitica de los haldgenos ha sido considerada (6)
una rama distintiva de la ciencia hiingara. Winkler oxida
con cloro el ioduro a iodato, elimindndose por ebullicion el
exceso de cloro, midiéndose la cantidad de iodato (seis
veces superior a la de ioduro) por iodometria. El método
propuesto es por consiguiente un método de amplificacion
(74-77). Este principio se utiliza (50) en analisis organico,
en los métodos microiodométricos de determinacion de
grupos funcionales metoxilo y etoxilo, midiendo Ia
cantidad de CHsI o C,H;sl..

8. COMENTARIOS FINALES
A pesar de situarse en la periferia, las conexiones con
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Viena, consecuencia de la pertenencia de Hungria al
imperio austro-htingaro y las relaciones internacionales
fruto de la movilidad individual y de la importante tarea
llevada a cabo reflejada en publicaciones prestigiosas y en
la creacion de Centros de Investigacion evocan una
Escuela cientifica emergente (6, 78), de excelencia, que
encuentra eco a nivel internacional. Than se forma con dos
de los cientificos mas destacados de su época, Bunsen y
Wurtz y de regreso a Budapest se convierte en un impulsor
de la quimica cientifica y de la educacion farmacéutica en
Hungria, objetivos que comparte su discipulo Winkler (4-
5). Than propone el bi-iodato potasico para la
estandarizacion de tiosulfato de sodio, problema complejo
en aquella época, dada la dificultad que se tenia para
obtener iodo de wuna elevada pureza. Winkler,
farmacéutico, desarrolla un método iodométrico para la
determinacion del oxigeno disuelto en aguas, de uso (63)
hoy dia. El uso del dicromato de potasio por Zulkovsky (4-
5, 36) despeja el camino para las aplicaciones analiticas de
las oxidaciones con dicromato en iodometria. Las
determinaciones de ioduro, bromuro, indice de iodo y
otras, la quimica analitica de los haldogenos es susceptible
de considerarse como una rama distintiva de la ciencia
hungara. El viaje de estudios de Schulek, discipulo de
Winkler, becado por la Fundacion Rockefeller abre las
puertas al desarrollo del andlisis y de la industria
farmacéutica en Hungria.
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