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Y A FINAL DE ANO LLEGO LA ESPERANZA...

AT THE END OF THE YEAR HOPE CAME...

Mercedes Salaices Sanchez' y José Carlos Menéndez Ramos?
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*corresponding author: anales@ranf.com

Editorial

Acaba un aiio en el que han sucedido acontecimientos
que jamds pudimos imaginar. Ni siquiera percibimos el peligro
que corriamos aquel 31 de diciembre del 2019 cuando las autori-
dades sanitarias de Wuhan (China) comunicaron la existencia de
unas decenas de casos de neumonia de etiologia desconocida, ni
tampoco cuando en enero de 2020 se confind a foda esa poblacion
de 11 millones de habitantes. Estdbamos muy lejos de China y eso
no nos iba a pasar en Europa, al menos eso es lo que pensdbamos
muchos.

iQué equivocados estdbamos! Desde esa primera notifi-
cacion, los casos no dejaron de multiplicarse, lo que hizo que el 11
de marzo la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declarara
esta infeccion como pandemia mundial. Lo que ocurrié después lo
sabemos todos, la saturacion de los sistemas sanitarios, el confi-
namiento, la paralizacion social y econdmica a nivel mundial, las
curvas, la desescalada, las fases, los rebrotes, las tasas, las cuaren-
tenas, las sucesivas olas, las restricciones de movilidad, el teletra-
bajo, las PCR, las mascarillas, el lavado de manos, la distancia
social, la ventilacion,... A fecha de 31 de diciembre de 2020 nos
encontramos inmersos en lo que se puede decir ya que es la fercera
ola; se han notificado mas de 84.000.000 de casos y, lo que es peor,
mds de 1.800.000 muertos en todo el mundo, como causa directa
de esta infeccion.

Nada ha sido fdcil en este afio tan insdlito y sobre todo
tan doloroso. Sin embargo, la comunidad cientifica se puso de in-
mediato en marcha y, tanto a nivel piblico como privado, se han
invertido cantidades ingentes de dinero en la investigacion de esta
infeccion; nunca se ha publicado tanto y en tan poco tiempo acerca
de una enfermedad. El agente causal fue identificado rdpidamente
como un virus de la familia Coronavidae, desconocido hasta en-
tonces, y al que se denomind SARS-CoV-2 y el cuadro clinico aso-
ciado se denomind COVID-19. En enero no sabiamos casi nada de
este virus, pero se fenian muchos conocimientos previos que posi-
bilitaron que enseguida se avanzara en la investigacion del mismo.
Asi, ya a en enero, se publico la secuencia completa de 29.903 ri-
bonucledtidos del ARN del coronavirus SARS-CoV-2 (1) y la secuen-

cia de aminodcidos de la glicoproteina S (del inglés spike, de la
espicula de la corona del virus), responsable de la infectividad de
éste. También rdpidamente estuvieron disponibles los test para
diagnosticar la infeccion, que posteriormente se fueron ampliando
y sofisticando. Ademds, durante el tiempo que llevamos de pan-
demia los investigadores han conocido numerosos aspectos del
virus y de su infectividad y los clinicos han aprendido mucho de la
enfermedad; saben ahora como tratarla mejor y se han desarro-
llado numerosos ensayos clinicos para probar la eficacia de nume-
rosos fdrmacos, ya conocidos por ser utilizados para otras
enfermedades. Desgraciadamente, los ensayos no han dado los re-
sultados esperados, por lo que todavia no disponemos de farmacos
suficientemente eficaces para controlar los sintomas mds graves
de esta enfermedad. Afortunadamente, no ha ocurrido los mismo
con las vacunas.

Los rdpidos esfuerzos mundiales para desarrollar y pro-
bar vacunas contra el SARS-CoV-2 han llevado a que un nimero
sin precedentes de vacunas candidatas hayan comenzado los en-
sayos clinicos durante 2020. Entre los diferentes prototipos de va-
cunas que se estdn desarrollando para desarrollar inmunidad
frente al coronavirus SARS-CoV-2 se incluyen: 1) Vacunas de virus
inactivados o debilitados. 2) Vacunas que utilizan fragmentos in-
ofensivos de proteinas o capas proteicas que imitan al virus. 3) Va-
cunas de vectores virales, que utilizan virus que ha sido modificado
genéticamente para producir proteinas de coronavirus. 4) Vacunas
de ARN o ADN, un enfoque nuevo que utiliza ARN o ADN del virus,
genéticamente modificado para generar proteinas del virus que
provocan la respuesta inmune. A finales de diciembre, la OMS ha
contabilizado 172 prototipos de vacunas en investigacion preclinica
y 60 que se encuentran ya en evaluacion clinica (2). Varios de los
ensayos clinicos han demostrado una buena respuesta inmunitaria
en humanos, algunas vacunas han demostrado ya su eficacia clinica
y seguridad en ensayos de fase 3 y una de ellas se ha empezado
ya a administrar antes de finalizar el afio 2020 en Espaiia y en el
resto de Europa, entre ofros paises. Las Agencias reguladoras de
todo el mundo estdn autorizando estas vacunas en “un plazo de
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tiempo acelerado”, debido a la emergencia sanitaria, aunque han
remarcado que solo se dard la autorizacion condicional si los datos
presentados son suficientemente sélidos para demostrar la segu-
ridad y eficacia de la vacuna.

A continuacion se comentan algunos aspectos y resultados
de los ensayos clinicos de las vacunas, desarrolladas por Pfizer/BioN-
Tech, Moderna y AstraZeneca/Universidad de Oxford, que ya han
recibido o recibirdn en breve la autorizacion de la EMA (European
Medicines Agency), para ser administradas a los ciudadanos euro-
peos. Ademds, la Union Europea (UE) tiene también comprometida
la compra de vacunas con ofras cuatro empresas (Sanofi/GSK, Cu-
revac, Janssen/Johnson & Johnson, y Novavax), si reciben la perti-
nente autorizacion, previsible a lo largo de 2021. Con estas vacunas
se pretende vacunar a unos 900 millones de personas, mds del doble
de la poblacion de la UE.

VACUNA DE PFIZER/BIONTECH

El pasado 9 de noviembre la farmacéutica Pfizer y la bio-
tecnoldgica alemana BioNTech anunciaron en un comunicado de
prensa (3), los resultados del ensayo clinico en fase 3 de su vacuna,
que indicaban que tenia una eficacia de mds del 90% para prevenir
la enfermedad COVID-19'y un buen nivel de seguridad. Una semana
después comunicaron un aumento de la eficacia hasta el 95%, coin-
cidiendo con el anuncio de la misma eficacia por parte de vacuna
de Moderna. Solo el primer comunicado de Pfizer, sin aun poder
ver los resultados, que todavia tardarian un mes en ser publicados
en una revista cientifica (4), hizo que el entusiasmo fuera general,
lo que se tradujo en un incremento desmesurado de las cotizaciones
en bolsa y, por desgracia, una confianza excesiva con un descuido
de parte de la poblacion en las medidas de proteccion.

Tras el anuncio, Reino Unido se convirtio el primer pais
occidental en aprobar (2 de diciembre) y en empezar a utilizar (8
de diciembre) esta vacuna para inmunizar a su poblacion contra
este coronavirus; seguirian Estados Unidos, tras la aprobacion por
la Agencia de Alimentos y Medicamentos (FDA, en inglés) y otros
paises. EI 21 de diciembre esta vacuna fue aprobada por la EMA y
el domingo 27 de diciembre de 2020 se empez6 a administrar en
Espaiia y en el resto de los paises de la UE, empezando por la po-
blacion mas vulnerable. Fue realmente emocionante ver a Araceli,
una mujer de 96 afios, residente en un centro de mayores de Gua-
dalajara, y a Ménica, una trabajadora de 40 afios de la misma re-
sidencia, recibir la primera dosis de la vacuna en Espaiia; la segunda
la recibirdn 21 dias después.

La vacuna desarrollada por las empresas Pfizer/BioNtech
tiene como nombre técnico BNT162b2, la denominacion comdn in-
ternacional es Tozinameran y el nombre comercial Comirnaty. Se
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trata de la primera vacuna autorizada que utiliza una tecnologia
basada en ARN, cuya ciencia bdsica llevaba investigandose desde
hace afios, pero que ha necesitado una situacion de emergencia,
como en la que nos encontramos, y que se invierfan enormes re-
cursos economicos para desarrollarlas adecuadamente y reducir el
tiempo de evaluacion de los ensayos clinicos. EI mismo dia 27 de
diciembre en que se iniciaba la vacunacion en nuestro pais, el Dr.
Lluis Monteliu explicaba muy bien en un articulo, publicado en su
blog "Gen-ética", las caracteristicas principales de esta vacuna (5).
En resumen, se trata de una molécula modificada del ARN mensa-
jero, que porta la informacion de una de las proteinas del corona-
virus SARS-CoV-2, la glicoproteina S. Este ARN mensajero se
combina con una mezda de lipidos para darle la forma de nano-
particula lipidica, que envuelve a la molécula de ARN, permitiéndole
asi penetrar en el interior celular, donde la informacion genética
que transporta se traduce en glicoproteina S, utilizando la maqui-
naria ribosomal. La proteina S asi fabricada, y fragmentos de esta,
formados tras su procesamiento por proteasas celulares, son los que
acaban exponiéndose en la superficie celular, nuestro sistema in-
munitario las reconoce como extraiias, y se desencadena la produc-
cion de anticuerpos y de linfocitos contra estas proteinas. Una vez
activado el sistema inmunitario, la proxima vez que la persona va-
cwunada se vea expuesta al coronavirus SARS-CoV-2 el sistema in-
munitario recordard que tiene anticuerpos y linfocitos contra la
proteina S, conseguird inactivar al coronavirus y se impedird asi que
|a infeccion progrese. Al producirse anticuerpos contra diferentes
partes de la proteina S, se garantiza que, aunque aparezcan nuevas
mutaciones en ella, siempre habrd otras partes de la proteina que
seguirdn siendo diana de la respuesta inmunitaria. Asi, la variante
del virus conocida como B.1.1.7, aparecida en el Reino Unido y que
se estd expandiendo por Europa, se caracteriza por una mayor in-
fectividad y por la presencia de ocho mutaciones en la proteina S.
Aunque estos estudios estdn todavia sin completar, parece haberse
demostrado que la mutacion N501Y, la primera en investigarse, no
parece afectar significativamente a la respuesta inmune causada
por la vacuna de Pfizer/BioNtech (6).

Aunque es tedricamente muy simple, el Dr. Monteliu nos
recuerda en su articulo la gran cantidad de ciencia bdsica que hay
detrds de esta vacuna. Ciencia desarrollada por muchos grupos, in-
cluidos los investigadores de BioNtech y muchos otros estudios pre-
vios desarrollados por otros grupos, que finalmente en 2020 han
servido para completar con rapidez los ensayos pre-clinicos y clinicos,
que han demostrado la seguridad y la eficacia de la misma. Por
otro lado, las tecnologias de vacunas basadas en ARNm ya habian
sido desarrolladas previamente como estrategias frente al cncer,
lo que ha permitido el "reciclaje" y la readaptacion de desarrollos
tecnoldgicos ya existentes.
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En el ensayo dinico (7), que ha demostrado la eficacia y
seguridad de la vacuna BNT162b2 han participado 43.448 volun-
tarios de 16 afios o mds de seis paises (Estados Unidos, Argentina,
Brasil, Sudfrica, Alemania y Turquia), reclutados entre el 27 de
julio y el 14 de noviembre de 2020. Los voluntarios se dividieron
aleatoriamente en dos grupos, 21.720 participantes recibieron dos
dosis de BNT162b2 (30 g por dosis), separadas por 21 dias, y
21.728 participantes recibieron dos dosis de placebo. Los resultados
del ensayo muestran que hubo solo 8 casos de COVID-19 entre los
participantes que recibieron la vacuna BNT162b2, frente a los 162
casos que ocurrieron entre los asignados a placebo, resultado que
les ha permitido concluir que esta vacuna tiene un 95% de eficacia.
Se observo una eficacia similar de la vacuna (del 90 al 100%) en
los subgrupos definidos por edad, sexo, raza, origen étnico, indice
de masa corporal y la presencia de patologias coexistentes. Por otra
parte, entre los 10 casos de Covid-19 grave que ocurrieron después
de la primera dosis, 9 ocurrieron en los participantes que recibieron
el placebo y 1 en los que recibieron BNT162b2. En cuanto al perfil
de sequridad, los efectos adversos que aparecieron han sido leves
(dolor a corto plazo de leve a moderado en el lugar de la inyeccion,
fatiga y dolor de cabeza) siendo la incidencia de eventos adversos
graves baja y similar en los grupos de vacuna y placebo. Por tanto,
en este ensayo se demuestra que la administracion de dos dosis de
BNT162b2 confiere una proteccion del 95% contra COVID-19 en
personas de 16 aiios o mds, con un nivel de seguridad similar al de
otras vacunas virales, al menos en el tiempo que han tenido para
hacer el seguimiento. Tras el comienzo de su administracion, se han
observado algunas reacciones alérgicas a la vacuna; por ejemplo,
en Estados Unidos se han producido 21 casos de anafilaxis en las
1.893.360 dosis administradas en el periodo 14-23 de diciembre,
lo que supone 11,1 casos por cada millon de dosis (8).

VACUNA DE MODERNA

La vacuna denominada mRNA-1273, que ha desarrollado
la empresa biotecnoldgica Moderna, utiliza la misma tecnologia
que la de Pfizer, consistente en una molécula modificada del ARN
mensajero que porta la informacion de la glicoproteina Sy que se
rodea de lipidos para formar una nanoparticula lipidica, que per-
mite hacerla llegar al interior celular. Las diferencias en la formu-
lacion de esta vacuna con respecto a la de Pfizer hacen que sea mds
estable, necesitdndose solo temperaturas de -20 °C para almace-
narla, lo que sin duda puede facilitar su distribucion. Esta vacuna
recibid la autorizacion de la FDA para su uso en Estados Unidos el
18 de diciembre de 2020 y el 6 de enero de 2021 también se espera
que la autorice la EMA.

Si bien los resultados de eficacia y sequridad del ensayo

§

®

clinico que se estd realizando con esta vacuna fueron comunicados
por la empresa a mediados de noviembre (9), no fue hasta el 30
de diciembre de 2020 cuando se publico el articulo, en la revista
New England Journal of Medicine (10), con dichos resultados y las
caracteristicas del ensayo dlinico (11). El ensayo se ha desarrollado
en 99 centros de Estados Unidos con mds de 30.420 voluntarios de
18 afios 0 mds, que se dividieron de forma aleatoria en dos grupos
del mismo tamaiio, que recibieron la vacuna o el placebo. El proceso
de seleccion de voluntarios se ajustd con el fin de incluir un nimero
representativo de personas de minorias raciales y personas que por
sus circunstancias tuvieran riesgo de contraer la infeccion. Hasta el
50% de los participantes se consideraban en riesgo de enfermedad
grave y el 24,8% tenia 65 aios o mds. Se utilizaron dos dosis de
100 g de la vacuna ARNm-1273 o placebo separadas por 28 dias,
que se inyectaron entre el 27 de julio y el 23 de octubre de 2020.
Los resultados publicados muestran que, tras la segunda inyeccion,
la enfermedad sinfomdtica por COVID-19 ocurrié en 185 voluntarios
del grupo placebo y en 11 del grupo de ARNm-1273, lo que les ha
permitido concluir que esta vacuna tiene una eficacia del 94,1%.
Realmente impresiona ver la Figura 3 de este ensayo clinico, asi
como la también Figura 3 del ensayo de la vacuna de Pfizer. En
ambas se puede apreciar como, desde las primeras semanas, se se-
paran las curvas de incidencia de casos en los grupos tratados con
las vacunas y los grupos placebo. Otro resultado importante de este
ensayo fue que ningdn voluntario que recibid la vacuna desarrollo
COVID-19 grave mientras que, entre los del grupo control, se dieron
30 casos graves, uno de los cuales murid. En cuanto a la seguridad,
la mayoria de los efectos adversos de la vacuna detectados en este
ensayo fueron leves o moderados y comunes a otras vacunas, inclu-
yendo reacciones locales (dolor, hinchazén, eritema), dolor de co-
beza, fatiga y mialgia que desaparecieron en 1 a 3 dias.

VACUNA DE OXFORD-ASTRAZENECA

El 8 de diciembre se publicaron en la revista Lancet los
resultados de eficacia y sequridad del ensayo clinico de la vacuna
ChAdOx1 nCoV-19 (AZD1222), desarrollada por la empresa farma-
céutica AstraZeneca y la Universidad de Oxford (12). La Agencia Re-
guladora de Medicinas y Productos Sanitarios del Reino Unido
autorizo esta vacuna el 30 de diciembre y a partir del 4 de enero
de 2021 se empezard a administrar en este pais. Se espera que esta
primera aprobacion abrird el paso a la aprobacion de esta vacuna
también en la UE y en ofros paises.

La vacuna ChAdOx1 nCoV-19 (AZD1222) fue desarrollada
en la Universidad de Oxford en los primeros meses de 2020, pro-
bada en los primeros voluntarios en abril, y desde enfonces ha es-
tado sometida a sucesivos ensayos clinicos con miles de personas de
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18 afios o mds. Utiliza una tecnologia diferente a la de las vacunas
Pfizer y Moderna. Mientras que esas dos vacunas usan ARNm del
coronavirus, la de Oxford-AstraZeneca utiliza un “vector viral”, en
este caso un adenovirus que causa el resfriado comdn en los chim-
pancés (ChAdOx1), modificado con el gen de la proteina de la espi-
cula del virus SARS-CoV-2 (spike protein; nCoV-19) para asi
estimular la respuesta inmune.

En el articulo publicado en Lancet se muestran los resul-
tados de eficacia deducidos de los ensayos realizados con 11.636
voluntarios de Reino Unido y Brasil y los datos de seguridad de mds
de 23.745 participantes en cuatro ensayos clinicos llevados a cabo
en Reino Unido, Brasil y Suddfrica (13,14,15,16). En los estudios de
eficacia, la mitad de los participantes recibieron dos dosis estandar
de ChAdOx1 nCoV-19, conteniendo 5x10' particulas virales, sepa-
radas por un periodo de 28 dias, y la otra mitad recibieron dos dosis
de placebo. Probablemente por equivocacion, un subgrupo de los
participantes britdnicos recibio solo la mitad de la dosis de vacuna
en su primera administracion y la dosis estdndar en la segunda. La
eficacia de esta vacuna fue del 62,1 % en los participantes que re-
cibieron las dos dosis estdndar y, curiosamente, del 90% en los par-
ticipantes que recibieron una primera administracion con la mitad
de la dosis seguida de la dosis estandar. Otro resultado interesante
fue que 21 dias después de la primera administracion hubo diez
casos de hospitalizaciones por COVID-19, todos en el grupo control,
dos de las cuales fueron graves con fallecimiento de uno de los pa-
cientes. En cuanto a la seguridad, se observaron efectos adversos
leves similares a los de las otras dos vacunas; solo un paciente al
que se le administro esta vacuna tuvo un efecto indeseable grave
(mielitis transversa), susceptible de estar relacionado con la vacuna,
lo que motivd la interrupcion temporal del ensayo a comienzos de
septiembre. Una limitacion a este estudio es que menos del 4% de
los participantes era mayor de 70 afios, solo una minoria de los par-
ticipantes presentaba comorbilidades y no hubo participantes ma-
yores de 55 afios que recibieran el régimen de administracion mixto
que fue mds eficaz.

A pesar de que esta vacuna puede ser algo menos eficaz
que las dos vacunas de ARNm, tienen dos ventajas importantes. En
primer lugar, su bajo coste (2-3 euros por dosis), en comparacion
con el alto coste de las dos vacunas de ARNm (entre 17 y 30 euros
por dosis), lo cual es muy prometedor para que pueda ser adminis-
trada en paises de ingresos bajos y medianos. En segundo lugar, es
mds fdcil de transportar y almacenar. A diferencia de la vacuna de
Pfizer, que debe almacenarse en ultracongeladores a -80 °Co la de
Moderna, que requiere almacenarse a -20 °C, la vacuna de Oxford-
AstraZeneca puede ser almacenada y distribuida a temperaturas
entre 2y 8 °C. Por tanto, la aprobacion de esta vacuna puede cons-
tituir un punto de inflexion para controlar la pandemia, ya que con

At the end of the year, hope came...
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ella es mds fdcil que se pueda llegar a las personas que viven en
las regiones mds pobres del mundo. Sin embargo, existirdn otros
problemas a solucionar en muchos de los paises de ingresos bajos
y medianos, donde faltan medios para identificar, ubicar y llegar
(dos veces) facilmente a los adultos que han de ser vacunados.

Una de las limitaciones de los estudios con las tres vacunas
es el corto periodo que se ha tenido para obtener los datos de efi-
cacia y seguridad. Asi, todavia se necesita tiempo y experiencia para
estar seguros de que estas tres vacunas, y las que vendrdn, son re-
almente eficaces para controlar esta pandemia y quedan preguntas
sin responder, como la duracion de la proteccion, si se necesitardn
dosis de refuerzo, si van a prevenir las formas mds graves de la en-
fermedad, si funcionan bien en todas las edades, si realmente son
tan seguras como parece, . .. Con el seguimiento que se hard de los
participantes en los distintos ensayos clinicos, al menos durante dos
afios, y con la vacunacion a la poblacion, tendremos muchos mas
datos para confirmar y ampliar los datos obtenidos hasta ahora de
estas vacunas.

En resumen, estamos viviendo una situacion de desarrollo
de vacunas impensable hace tan solo un afio y la poblacion en ge-
neral estamos siendo testigos de cada paso que se va dando. Nunca
se habia dado tanta importancia a los cientificos y a la ciencia en
general como este afio 2020. Es dificil no entusiasmarse con los ha-
|lazgos realizados y, concretamente, con la existencia de estas tres
vacunas COVID-19 seguras y eficaces, asi como con las que se estdn
utilizando en Rusia (Sputnik V), en China (Sinopharm y otras cua-
tro) y ofros paises, asi como con muchas otras que ya estdn en en-
sayos clinicos o cerca de iniciarlos. Entre ellas, algunas vacunas
espaiiolas, como son las que estdn desarrollando los grupos del Dr.
Mariano Esteban, basada en vectores virales modificados de Vacci-
nia, un virus inactivado de viruela, a los que se le han insertado el
gen de la glicoproteina S, la del grupo del Dr. Luis Enjuanes y la
Dra. Isabel Sola, que consiste en replicones de ARN derivados del
genoma del virus SARS-CoV-2, que obtienen mediante ingenieria
genética para eliminar las partes que causan propagacion y viru-
lencia del virus y conservar aquellas que ayudan a inmunizarse
(como la proteina de la espicula), o la del grupo del Dr. Vicente La-
rraga, basada en ADN recombinante, que contiene genes de las
profeinas de la superficie del virus. Algunas de estas vacunas espa-
fiolas van a empezar los ensayos clinicos y si todo va bien, a finales
del afio 2021 o en 2022 podrian estar también listas para su co-
mercializacion, aunque para ello, como estos investigadores han
manifestado varias veces, se necesita que las grandes empresas
apuesten también por ellas.

Con esta variedad de vacunas, que previsiblemente vamos
a tener, y si hay una inversion global grande en la produccion, ad-
quisicion, distribucion y cooperacion, parece probable que en 2021
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las vacunas puedan estén disponibles para llegar a todos los paises
del mundo, al menos para vacunar a los grupos prioritarios. El
haber conseguido desarrollar, evaluar y aprobar vacunas COVID-
19 en menos de un aiio es un triunfo rotundo de la ciencia y espe-
remos que ésto haga ver a los gobernantes la importancia de la
invertir en ciencia para resolver los problemas tanto sanitarios como
no sanitarios de la poblacion.

Hace unos dias oiamos a una enfermera decir “Este aiio
nos ha tocado ser fuertes, el proximo afio nos tiene que tocar ser
felices”. Gracias a las vacunas desarrolladas en un tiempo record,
esperemos que estos deseos se cumplan y vayamos recuperando la
normalidad perdida. Para que ello sea posible, las autoridades sa-
nitarias de los distintos paises se enfrentan ahora a un plan de vo-
cunacion de unas dimensiones jamds conocidas; la ciencia ha
cumplido, ahora les toca a ellos organizar, también en un tiempo
récord, la logistica de la vacunacion. Solo si lo hacen bien y si son
capaces de que llegue a la mayoria de la poblacion mundial, quizds
para finales del proximo afio podamos celebrar el control global
del SARS-CoV-2. iOjald en 2021 podamos decir adids a esta pan-
demia y nos volvamos a quejar solo de las cosas “poco importantes”
de la vida!
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RESUMEN

Introduccion y Objetivos: En el contexto de COVID-19, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda el uso de soluciones de hipoclorito
de sodio 1 g/L, como una concentracion capaz de inactivar el SARS-CoV-2 y la gran mayoria de patdgenos presentes en el entorno sa-
nitario. En consecuencia, hay un renovado interés en realizar estudios de estabilidad de estas disoluciones. El objetivo de este trabajo

es verificar la concentracion de cloro activo en varias marcas comerciales de hipoclorito de sodio y proponer una fecha limite de uso

para soluciones de 1 g/L, obtenidas por dilucién con agua potable proveniente de diferentes fuentes.

Métodos: La concentracion de cloro activo de preparaciones comerciales con concentracion nominal entre 25-60 g/L fue valorada por ti- Palabras Clave:

tulacion iodométrica. A partir de una de las marcas comerciales se prepararon diluciones de 1 g/L usando agua proveniente de diferentes .

plantas potabilizadoras en Cordoba, Argentina. Las disoluciones se almacenaron a temperatura ambiente, tanto expuestas como pro- corgnawry’s

tegidas de la luz y fueron posteriormente tituladas a intervalos de tiempo preestablecidos. La fecha limite de uso se alcanzé cwando la desinfeccion

concentracion de cloro activo cayé por debajo del 90 % de la inicial. blanqueadores

Resultados: La concentracion de cloro activo en las soluciones comerciales estuvo dentro de los valores establecidos por la normativa vi- control de infecciones

gente. Las diluciones protegidas de la luz mostraron una disminucion menor al 10 % en la concentracion de cloro activo durante los control de calidad

primeros 10 dias de ensayo. Sin embargo, una muestra superd el limite de aceptacion luego de 14 dias. En contraste, en las muestras

expuestas a la luz, la concentracion de cloro activo cayé a 96.4 % a las 24 horas y 79.3 % después de 48 horas. No se observaron dife- Keywords:

rencias relacionadas con las fuentes de agua potable.

Conclusiones: se confirm la concentracion nominal de cloro activo en todas las marcas comerciales evaluadas. Independientemente de coronavirus

la fuente de agua potable utilizada para la dilucion, las soluciones de 1 g/L fueron estables durante 10 dias cuando se almacenaron a disinfection

temperatura ambiente y protegidas de la luz. En contraste, las soluciones expuestas a la luz mantienen la concentracion de cloro activo bleaching agents

durante solo 24 horas. infection control
quality control

ABSTRACT

Introduction and objectives: In the context of COVID-19, the World Health Organization has recommended the use of extemporaneously

prepared bleach solutions of 1 g/L, as a conservative concentration able to inactivate SARS-CoV-2 and the vast majority of other pathogens
that may be present in the healthcare setting. Consequently, there is a renewed interest in conducting stability studies of these solutions.
The goal of this work was to verify the available chlorine concentration in several bleach solutions trademarks and to propose a beyond
use date for 1 g/L bleach solutions, obtained after dilution with drinking water from different sources.

Methods: Bleach trademarks, with nominal concentrations between 25-60 g/L, were subjected to iodometric fitration fo determine the
available chlorine concentration. One trademark was used to prepare 1 g/L dilutions using water from different purification plants in
Cérdoba, Argentina. The samples were stored at room-temperature, both exposed or protected from light. The available chlorine con-
centration was determined by titration at preestablished time intervals. The beyond use date was reached when the available chlorine
concentration dropped below 90 % of its initial.

Resulfs: The concentration of active chlorine in the different frademark bleaches was within the values established by current regulations.
Diluted solutions protected from light showed a decrease of less than 10 % in active chlorine concentration during the first 10 days of
assay. However, one sample exceeded the acceptance limit after 14 days. In contrast, in the samples exposed to light, the concentration
of active chlorine dropped to 96.4 % at 24 hours and 79.3 % after 48 hours. No differences related to drinking water sources were ob-
served.

Conclusions: Compliance of the nominal available chlorine concentration in frademark bleach solutions was confirmed. Regardless the
water source used for dilution, 1 g/L bleach solutions were stable for 10 days when stored at room temperature and protected from
light. Instead, solutions exposed to light maintain their available chlorine concentration for only 24 hours.

Conformidad de lavandinas comerciales y estabilidad de diluciones

1g/1 utilizando diferentes fuentes de agua potable B‘ I
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1. INTRODUCCION

The recent emergence of severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) causing COVID-19 is a major
burden for health care systems worldwide. Consistent and correct
disinfection procedures are of enormous importance.

Bleach, also known as sodium hypochlorite solution, is a
germicidal agent, commonly used for surface disinfection. It is fast-
acting and effective against bacteria, fungi and viruses, even when
used in very low concentrations. It is also widely available at a low
cost (1-4).

Sodium hypochlorite solution is a strong oxidizing agent,
in which the CI atom of the available chlorine species, i. e. hypoch-
lorous acid (HOCI) and hypochlorite ion (0CI') behave as CI*, a
strong electrophile that reacts with substances of high electronic den-
sities (5).

The germicidal activity of sodium hypochlorite solutions
mainly depends on the concentration of HOCI species, since it can
passively diffuse through the cell wall and plasmatic membrane of
microbes, affecting both the exterior and interior of the cell. On the
contrary, the ionized OCI- has a low germicidal activity due fo its li-
mited ability o diffuse through the microbial cell wall, and mainly
acts oxidizing the cell surface (Figure 1).

The relative concentration of available chlorine species is
significantly affected by the solution pH, which is known to also affect
the chemical stability of the solution (5).
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As shown in equation 1, Cl, predominates at acid pH; ho-
wever, it easily escapes from the solution since it is a low water so-
luble gas. As the solution pH increases, the equilibrium shifts towards
the formation of the HOCI species (prevalent at pHs between 5.5-
9.5) and OCI- (pHs above 11).

Hs0* OH

(12 <= HCUO <= CLO
As can be seen in equations 2 to 5, the standard electrode potentials
for the reduction of HOC is higher than that of OCI- (5), which means
that HOCI species is more reactive; the challenge for practical use
of bleach is that although chlorine solution shelf-life is greatest at
pH>11 (pH of concentrated solutions), it is more effective in disin-
fecting ot pH <8 (pH of diluted solutions) (6,7).

equation 1

2HUO0+2H"+2¢ —(l,+2H,0 E;=1.63v equation 2
HCO+H* +2e —Cl+ H,0 E,=1.48v equation 3
0Cl+ H,0 +2e —(l+0H E,=0.81v equation 4

Concentrated frademark presentations of bleach with avai-
lable chlorine concentrations between 20 to 110 g/L are regulated
as household products.

In the context of COVID-19, the World Health Organization
(WHO) has recommended the use of extemporaneously prepared
bleach solutions of 1 g/L, as a conservative concentration able to in-
activate SARS-CoV-2 and the vast majority of other pathogens that

Plasmatic membrane

Cell wall

Mitochondrion

OCI-

Superficial action

HOCI

Penetration

Figure 1. A model that represent the mechanisms of the germicidal actions of HOCI and OCI- based on their ability to penetrate the membrane into the microbial cell.

Adapted from reference (5).

Compliance of commercial bleaches and stability of 1 g/L-dilutions

using different sources of drinking water
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may be present in the healthcare setting (8). To ensure the proper
disinfection, concentration and time of application are of great con-
cern.

Some authors have determined that bleach solutions of
0.5 g/L and 5 g/L remain stable for several days (6,9), however, the
chemical stability of 1 g/L solutions has not yet been demonstrated.

It is widely known that concentrated bleach solutions have
an expected and permitted reduction in the available chlorine con-
centration from up to 33 % during the 150 days of shelf-life (10),
which may affect significantly the concentration of diluted solutions
if they are made based on the nominal labeled concentration. In
addition, the effect of light, heat, contact with air, and the presence
of traces of metals, metal ions and organic matter can accelerate
chemical degradation (5,7, 11,12, 13).

In Cordoba City (Argentina), drinking water comes from
different sources as lakes, damps and waterholes, and is processed
in different purification plants. Although the quality of drinking
water can be guaranteed, there is a wide range of acceptable limits
in their mineral and organic content, which could affect the chemical
stability of diluted bleach.

Finally, the unusually high demand for bleach (and other
sanitary produdis) during COVID-19, may exceed the control capacity
of sanitary authorities, generating a favourable field for the appe-
arance of counterfeit or adulterated products (14—16), which sug-
gests the convenience of performing some quality controls.

The objectives of this work were to determine the com-
pliance of the available chlorine concentration in trademark bleach
solutions and to propose a beyond use date (BUD) for 1 g/L bleach
solutions obtained using different drinking water sources as diluent.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Water sources

Samples of drinking water were taken from five different
sources around Cordoba city, named from | to V (see table 1). To
avoid variations related to water storage conditions, samples were
taken directly from the drinking water network, from the tap located
at the previous entrance to the tank. Their conductivity and pH were
directly measured with a Mettler Toledo pHmeter, at 25 °C using a
2-steel poles conductivity sensor and a glass electrode of Ag/AgCl,
respectively. The Chemical Oxygen Demand (COD) was determined
by the Standard Methods for the examination of water and waste-
water (5220 D) with a detection/quantification limit of 15/42 mg/L
of 0, (17) in the Center of Applied Chemistry (CEQUIMAP; Cordoba,
Argentina). Values of pH between 6.5-8.5, conductivity below 1000
uS/em were considered acceptable. The COD levels are not establis-
hed for drinking water, however, it is known that surface waters pre-
sent values of 20 mg/L of O, or less in unpolluted waters up to more
than 200 mg/L of 0, in waters receiving effluents (18).

§

®

3. BLEACH COMMERCIAL SOLUTIONS

Three trademark bleach presentations, with expiration
dates within the next 150 days and nominal concentration between
2510 60 g/L, were used in this study. The new containers were ope-
ned on the day of the assay.

4. AVAILABLE CHLORINE TITRATION

Reagents: Potasium iodide (analytical grade; Pura Qui-
mica ®, Argentina), glacial acetic acid 99.5 % (pro-analysis quality,
Cicarelli ®, Argentina), sodium thiosulfate 0.05 M (normalized
analytical reagent Anedra ®, Argentina) and distilled water (Re-
gondi ®, Argentina). Starch solution was prepared dissolving 1 g
of soluble starch in 200 mL of water as described in Farmacopea Ar-
gentina 7 (FA7) (19).

Procedure: Immediately after reception the concentrated
bleach solutions were fitrated as described by FA 7 (19). Briefly, 1
mL of the concentrated bleach solutions was diluted 1:50 with dis-
tilled water. An exactly measured 1 mL aliquot of this dilution was
added to a glass flask containing 5 mL of distilled water and 0.5 mL
of glacial acetic acid. Then, 0.10 g of potassium iodide were added
to react with the available chlorine species producing a stoichiometric
amount of molecular iodine (equation 5) to be fitrated with 0.05 M
sodium thiosulfate (equation 6). Just before reaching the theoretical
end point, a few drops of starch solution were added. Each mL of
0.05 M sodium thiosulfate solution consumed in the reaction was
equivalent fo 3.723 mg of sodium hypochlorite. Additionally, a blank
titration was performed and the volume of sodium thiosulfate con-
sumed was discounted from the volume of the end point. The titra-
tions were performed in triplicate. The pH of the solutions before
and after fitration was 2.40 = 0.05.

0cl (uc)-|_2|_(uc)+2|-|+ _'|2(u()+C|_ (u()+H20 equution 5

25057 109 + by =21 (5954067 g equation 6

5. BUD DETERMINATION FOR DILUTED BEACH SOLUTION

The 1 g/L solutions were prepared by diluting concentrated
bleach with drinking water, based on the labeled concentration of
available chlorine. Briefly, 2.2 mL of trademark A (46 g/L of avai-
lable chlorine) were added to a 100 mL volumetric flask and taken
to final volume with drinking water coming from five different sour-
ces (I'to V, see table 1).

Conformidad de lavandinas comerciales y estahilidad de diluciones
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Table 3. Drinking water analysis

study.
Name | Sampling region |  Water source Water purification plant
| North San Roque Lake Suquia (Agua Cordobesas)
I Eastern San Roque Lake Barrio Patricios Cooperative
[] South Los Molinos Lake | Los Molinos (Agua Cordobesas)
v West Rio Icho Cruz Dam |  Coopi-Carlos Paz Cooperative
v Central San Roque Lake Suquia (Agua Cordobesas)

Water sample Condudivity (L/S/cm) pH COD (mg/L)
| 296 740 <15
Il 301 7.93 <15
i 1435 6.93 <15
v 120.7 1.73 <15
v 295 8.04 130

The diluted solutions were transferred to disinfected plastic
bottles, tightly closed and stored at room-controlled temperature
(20-25 °C) under the conditions described in table 2. In addition, a
solution obtained with drinking water number V was transferred to
a transparent container and exposed to room light.

Table 2. Conditions of preparing and storage of diluted bleach solutions

Sample number Drinking water used for dilution Type of container
1 I Opaque
2 Il Opaque
3 1] Opaque
4 v Opaque
5 v Opaque
6 v Transparent

To determine chlorine concentrations, 1 mL of each 1 g/L
solution was titrated (in triplicate) at 0, 1, 12 hours and 1, 2, 3, 5,
7,10 and 14 days, using the experimental procedure described for
the concentrated bleach solutions. The BUD of the diluted solutions
were considered achieved when the average chlorine dropped below
90 % of its initial concentration. The normal chlorine amount con-
tained in the different drinking water sources was considered negli-
gible.

6. RESULTS AND DISCUSSION

The pH, conductivity and COD values of drinking water
samples were within the limits established by international recom-
mendations (18). However, sample N° 5 has a COD value higher
than expected (table 3).

Compliance of commercial bleaches and stability of 1 g/L-dilutions
using different sources of drinking water
Marfa £. Gavelli, Laura C. Luciani, Carolina Bustos, Maria E. Olivera

The WHO has proposed the use of 1 g/L bleach solutions
for disinfection in institutional settings since it provides a large mar-
gin of safety regarding the effective concentration necessary to in-
activate the majority of microorganisms on inert surfaces.

Bleach solutions are usually prepared based on standard
procedures that consider the labeled available chlorine of the con-
centrated bleach, which is known to decrease with time. Thus, the
confirmation that nominal concentration is maintained within the
accepted range during the shelf-life period is an additional warranty
that the expected concentrations can be obtained after dilution, pro-
vided that correct procedures are followed.

Table 4 shows the available chlorine of the assayed con-
centrated solutions. As can be seen there, the values obtained are
in agreement with those declared in their respective labels and also
with the concentration decrease permitted for the time elapsed from
the date of elaboration (Argentinian regulation 7355/2019) (10).

Table 4. Available chlorine concentration in several frademark bleaches
as determined by iodometric titration.

Brand|  Labeled Experimental |Timee|  Allowed Requirement
concentration (o/L) concentration | compliance
(g/L) dedlining (%)
25 27.01 29 to3 Yes
25 27.01 78 upto7/ Yes
A % 7}/ [ 2| wphod Yes
46 49.58 14 upto3 Yes
58 5217 116 upto20 Yes
B 25 24.79 59 uptoh Yes
( 60 52.17 138 wupto25 Yes

“Time elapsed from the manufacturing date and the day of fitration
b Allowed reduction of available chlorine concentration considering the fime elap-
sed from the date of elaboration (Argentinian regulation 7355/2019).
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Figure 2. Mean available chlorine concentrations determined in 1 g/L bleach solutions studied over a 14-days period. All the samples were prepared using drinking water
from different sources around Cordoba City as diluent. All samples were stored at room-controlled temperature in opaque containers, except for sample number 6, which

was stored in a transparent container and exposed to light.

Notice that the standard iodometric titration requires acidifi-
cation of the solution in order to shift the equilibrium fowards the for-
mation of HCIO as the only species. Therefore, the results obtained
correspond fo the total available chlorine.

Since bleach dilutions are usually performed with drinking
water, which is known to contain salts, metals and organic matter, it is
important fo know if the different water sources of the city have an impadt
on the solutions’ BUDs.

Figure 2 shows the variation of available chlorine in T g/L ble-
ach solutions relative to their initial concentration.

During the first 10 days of assay all the solutions protected
from light showed less than 10 % decrease in the available chlorine con-
centrations. On the 14th day, however, the concentration of available
chlorine in sample N° 5 fell below the acceptance limit for the BUD (13.5
%). This behaviour can be related to the higher COD value observed in
its respective water sample. In addition, the differences in water pH and
conductivity could also explain the small variations observed among the
solutions protected from light (Figure 2). In fact, it is known that the pre-
sence of salts, organic matter along with metal salts with redox activity,
such as Fe, Cu or Zn can affect the stability of hypochlorite solutions.

In the sample exposed fo light (sample N° 6), a sharp decrease
of available chlorine concentration was observed, with a 3.6 % decrease
at 24 h and 20.7 % at 48 h. These results confirm the importance of light
protection to preserve bleach stability, whose BUD cannot be extended
to more than 24 h when it is not protected from light. In line with this
results, Rutala et al (20) informed a decrease in available chlorine con-
centration of 50 to 60 % after a 30 days storing period in fransparent
bottles.

These results are in agreement with those reported by Igbal
et al that recommended a maximum shelf-life of 4—6 days for bleach
solutions of 0.5 g/L and 5 g/L, prepared with drinking water and main-
tained in inactinic containers at 20-35 °C (6). Other authors informed a
longer BUD of, at least, 200 days for 5 g/L bleach solutions stored in the
darkness at 24 °C (9). This increase in stability could be related fo the
use of sterile distilled water, where the presence of organic matter or
other contaminants would be negligible.

Assigning the appropriate BUD fo chlorine solutions is essen-
tial to quality control and to ensure the expeded benefits of disinfection
in both institutional and community settings. In our work, we have de-
veloped evidence-based recommendations to assign a BUD for 1 g/L
bleach solutions prepared with drinking water. These conditions could
be extrapolated to the household or hospital level, provided that dean
and disinfected containers are used; and must be understood as a gui-
deline o assign the BUD of bleach solutions used for disinfedion purposes
that could bring several benefits.

It is important to note that degradation can be accelerated
under non-ideal conditions of preparation or storage, such as using con-
taminated water, storing solutions in open or non-opaque containers
(20), or exposing them to high temperatures (21). Moreover, improper
manipulation of the concentrated solutions or the more frequent opening
of the containers could allow the external factors to have a more subs-
tantial influence in the degradation rate. In this context, the intervention
of the Pharmacy Services is recommended, providing use protocols and
training and supervising staff (10). Their involvement in determining
active chlorine in both concentrated and diluted bleach solutions can also
provide a greater certainty for its corredt use in the health care settings.

Conformidad de lavandinas comerciales y estahilidad de diluciones

1g/L utilizando diferentes fuentes de agua potable ' I
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7. CONCLUSIONS

The compliance of the available chlorine concentration in se-
veral frademark bleach solutions was confirmed. In addition, this study
provides conclusive information on the period and storage conditions
under which 1 g/L bleach solutions can be used as a surface disinfectant.
Solutions were stable for 10 days when were stored at room femperature
and in an opaque container. Instead, solutions stored without protedion
from light, only maintains its stability for 24 hours.
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RESUMEN

Las guias ICH mds recientes en el apartado Q incluyen el concepto de Calidad por Disefio (QbD) que queda definida como
un enfoque sistemdtico para el desarrollo que comienza con unos objetivos previamente definidos y que enfatiza la com-
prension de los productos y de los procesos, y el control del proceso basdndose en el rigor cientifico y en la gestion de riesgos
para la calidad.

Aunque en esta definicion no se menciona expresamente a los métodos analiticos, desde el afio 2007 ha habido autores
que han defendido la posibilidad de aplicar los principios de la QbD al desarrollo y validacion de métodos analiticos para
asegurar su precision intermedia y su robustez, especialmente en el dmbito de los métodos fisicos y fisico-quimicos relacio-
nados con el andlisis cuantitativo de medicamentos.

Sin embargo, en nuestra experiencia, el dmbito real de aplicacion de la QbD para métodos analiticos puede abarcar no
solo el andlisis cuantitativo de medicamentos, sino también otros métodos analiticos en los que se determinan otras pro- | Palabras Clove:
piedades, como es el caso de la citoferometria, modalidad especifica de electroforesis de células y particulas en suspension, abo

con la que es posible determinar la movilidad electroforética de eritrocitos normales y patolégicos.

Los datos del desarrollo original de un método citoferométrico realizado en 1988 se han reprocesado de acuerdo con los me’rodo unu!mco
o . . . citoferometria
principios QbD actuales, y se han comparado los resultados obtenidos con la metodologia tradicional y con la metodologia
QbD.
Keywords:

Con esta comparacion se demuestra que los resultados procesados siguiendo la QbD aportan un mayor conocimiento y
control del método citoferométrico, asi como una mayor flexibilidad en el manejo de los pardmetros fisicos y fisico-quimicos | QbD
necesarios y unas herramientas adecuadas para controlar las principales fuentes de variabilidad analitica. analytical method

cytopherometr
ABSTRACT iop i

Quality by Design (QbD) is defined as a systematic approach fo development that begins with predefined objectives and emphasizes
product and process understanding and process control, based on sound science and quality risk management, according to ICH Q section
guidelines definition.

Although this definition does not specifically mention analytical methods, since 2007 there have been authors who have defended the
possibility of applying the principles of QbD to the development and validation of analytical methods in order to ensure their ruggedness
and robustness, especially in the field of physical and physicochemical methods related fo the quantitative drug analysis.

However, in our experience, the real scope of application of QbD for analytical methods can include not only the quantitative analysis of
drugs, but also other analytical methods in which other properties are determined, such as cytoferometry, a specific type of cell and
particle suspension electrophoresis, with which it is possible to determine the electrophoretic mobility of normal and pathological eryth-
rocyfes.

Data of the original development of a cytopherometric method carried out in 1988 have been reprocessed according fo current QbD prin-
ciples, and the resulfs obtained with the traditional methodology and with the QbD methodology have been compared.

This comparison demonstrates that the results processed following QbD show an enhancement in the knowledge and control of the cyto-
pherometric method, giving more flexibility on physical and physico-chemical parameters management and appropriate fools to control
the principal sources of analytical variability.

Aplicacion de la calidad por disefio (QbD) en el desarrollo de un método de analisis de eritro-
citos humanos por citoferometria: comparacion con la metodologia de desarrollo tradicional m
Fernando Ferrandiz Vindel



1. INTRODUCCION

No cabe duda de que lo que nos ha ocurrido a todos con
la pandemia y lo que ocurre en el dia a dia del trabajo analitico
estd gobernado por la sorpresa. En el dmbito analitico es la sorpresa
de obtener resultados no esperados ya sea dentro de especificaciones
o fuera, ya sea dentro de expectativas o fuera.

Y esa sorpresa necesariamente lleva a la necesidad de ob-
tener soluciones lo antes posible. El tiempo es fundamental y debe
ademds llevar implicita la sequridad de que la solucion es la ade-
cwada.

Desde que empecé a trabajar en el Laboratorio de Técni-
cas instrumentales y a lo largo de los afios transcurridos en mi ac-
tividad profesional, he ido obteniendo resultados analiticos que,
como digo, no siempre son los esperados. Esta situacion conlleva
una serie de preguntas como las siguientes:

*  iCudles son los resultados analiticos que se acercan mds
a la verdad? éLos esperados o los obtenidos?

*  Sihay discrepancia entre resultados obtenidos en ensayos
repetidos siguiendo los mismos pasos analiticos, écudl es la
causa de dicha discrepancia?

*  iQué hacer ante valores analiticos fuera de especificacio-
nes o fuera de expectativas?

*  En general, épodemos estar seguros de la validez de los
resultados analiticos incluso cuando estdn dentro de los limites
de normalidad?

. ANAlESI
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Desgraciadamente, la mayoria de esas preguntas no tie-
nen respuesta o, por lo menos, una respuesta inequivoca, pero, en
su momento, me estimularon a entrar en el mundo de la validacion
analitica como herramienta para reducir a limites razonables los
errores en los laboratorios analiticos y a estar permanentemente
en contacto con la evolucion de la normativa que se ha ido gene-
rando a este respecto.

2. LAICHY SUS GUIAS DE CALIDAD

La armonizacion de los requisitos reglamentarios, tan ne-
cesaria en el dmbito de la industria farmacéutica, fue iniciada por
la Comunidad Europea (CE), en la década de 1980 (1), ya que la
CE (actualmente Union Europea) se movid hacia el desarrollo de un
mercado Onico de los productos farmacéuticos. El éxito obtenido en
Europa demostrd que la armonizacion era factible por lo que se em-
pezaron a mantener conversaciones multilaterales entre Europa,
Japon y los EE.UU. sobre las posibilidades de armonizacion.

Sin embargo, hasta 1989 no empez6 a materializarse nin-
gun plan de accion especifico, lo que ocurri6 en la Conferencia de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de Autoridades Regu-
ladoras de Medicamentos (ICDRA) de Paris. Poco después, las au-
toridades se reunieron en el seno de la International Federation of
Pharmaceutical Manufacturers and Associations (IFPMA) para dis-
cutir una iniciativa conjunta de regulacion internacional armonizada
de la industria farmacéutica.

TIPO DE PROCEDIMIENTO ANALITICO
Identificacion Ensayo de impurezas Yaloracién
Caraderisticos
Cuantitativo Limite i,
Contenido / potencia
Exaditud - e » =0
Repetiidod + s +
Predision e
Predisidn * .
intermedia +0 B +0
Especialidad (") + + + T
Limite de deteccion - = + -
Limite de cuantificacion - L . -
Linealidad 4 = 5 % +
Intervalo - + - 4

- esta caracteristica no se evalGa normalmente
+ esta caracteristica se evalda normalmente

*

**|a falta de ESPECIFICIDAD podrd compensarse con ofro procedimiento

*okok

puede necesitarse en algunos casos

en caso de que hayan realizado las pruebas de reproductibilidad, no es necesaria la precision

Figura 1: pardmetros evaluados segdn la guia ICH Q2(R1)

Application of quality by design (QbD) approach to the development of a cytopherometric analy-
'8 tical method of human red blood cells: comparison with traditional development methodology
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El nacimiento de la ICH (actualmente International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals
for Human Use) tuvo lugar en una reunion organizada por la Eu-
ropean Federation of Pharmaceutical Industries and Associations
(EFPIA) en Bruselas en abril de 1990 en la que los representantes
de las agencias reguladoras y las asociaciones industriales de Eu-
ropa, Japon y los EE.UU. discutieron las implicaciones y los términos
de referencia mds amplios de la ICH. En la primera reunion del Co-
mité Directivo de la ICH se decidié que los temas seleccionados para
la armonizacion se dividirian en Seguridad, Calidad y Eficacia para
reflejar los tres criterios que sirven de base para la aprobacion y
autorizacion nuevos medicamentos, siendo las guias encuadradas
en el campo de la Calidad (codificadas con la letra Q) las que mds
interesan desde el punto de vista del andlisis de los medicamentos.

2.1. La gvia ICH Q2

Dentro de la categoria Q, una de las guias ICH con mayor
solera es la Q2-Validacion Analitica (2), finalizada y emitida en oc-
tubre de 1994 como “Guia Q2A-Texto”, y que identifica los pardme-
tros necesarios para la validacion de métodos analiticos, incluyendo
también las caracteristicas que deben ser tenidas en cuenta durante
la validacion de los procedimientos analiticos que vayan a formar
parte de las solicitudes de registro.

De forma andloga, en noviembre de 1996 se emitio la
“Guia Q2B-Metodologia”, en la que se incluyeron las pruebas ex-
perimentales requeridas, junto con su interpretacion estadistica,
para la validacion de los procedimientos analiticos. En noviembre
de 2005 se fusionaron ambas guias en un Gnico texto rebautizado
como Q2 (R1), sin ningin cambio en el contenido de las dos direc-
trices originales.

En la figura 1 se muestran las caracteristicas o pardmetros
que deben ser evaluados durante la validacion de diferentes tipos
de métodos analiticos, de acverdo con la guia Q2 (R1).

Esta lista no es exhaustiva ya que es de destacar que otras
caracteristicas fundamentales, como la Robustez, no aparecen en la
tabla, si bien la guia indica claramente que este tipo de pardmetros
deben ser tenidos en cuenta durante el desarrollo de un método
analitico.

A pesar de este tipo de carencias, el contenido de la guia
estd plenamente incorporado a las Farmacopeas y guias oficiales
mds importantes, lo que hace que la validacion de un método ana-
litico sea de facto y de iure, un requisito legal imprescindible en
cwalquier solicitud de registro.

Esta situacion tiene, como principal ventaja, la homoge-
nizacion global de prdcticas de validacion, con el consiguiente reco-
nocimiento por parte de las diferentes Autoridades Sanitarias. Sin
embargo, la presencia en las guias de una lista de caracteristicas

§

®

como las de la figura anterior, agravada por la extendida costumbre
de utilizar como definitivos unos criterios de aceptacion generales re-
comendados para cada uno de dichas caracteristicas, en muchos casos
ha convertido el ejercicio de validacion basada en la guia ICH Q2 (R1)
en una especie de “formulario” que hay que rellenar, sin que con ello
se llegue a un conocimiento profundo del funcionamiento de los mé-
todos analiticos y de los factores internos y externos que pueden afectar
a los resultados obtenidos.

Esto resulta especialmente importante cuando se obtienen
resultados analiticos atipicos o fuera de especificaciones (00S) ya que,
en el entorno de las Normas de Correcta Fabricacion, estos resultados
no se pueden descartar sin haber efectuado una investigacion de la-
boratorio cuyo objeto es conocer su “causa raiz”, es decir, intentando
identificar y corregir las causas profundas de los acontecimientos, en
lugar de tratar simplemente sus sintomas.

Es evidente que la investigacion de laboratorio puede llegar
aindicar que, desde el punto de vista analitico, el resultado sea correcto
y que, por lo tanto, se haya puesto de manifiesto un problema en la
muestra analizada. Pero también puede darse el caso de que la “causa
raiz” esté en la propia metodologia analitica y que, como consecuencia,
haya que poner en marcha acciones correctivas y preventivas que im-
pidan, o reduzcan de forma significativa, que el error analitico vuelva
a producirse. En muchos casos, estas acciones pasan por una modifi-
cacion del método lo que resulta especialmente grave si se ven afecta-
dos pardmetros operativos validados segin la ICH e incluidos en los
correspondientes dosieres de registros lo que, consecuentemente,
obliga a presentar variaciones ante las Autoridades Sanitarias, con la
consiguiente pérdida de tiempo y de confianza en los resultados ana-
liticos obtenidos hasta ese momento.

2.2. Nuevas guias ICH y la calidad por disefio
Alo largo del tiempo, los trabajos de la ICH en el dmbito de

la calidad han dado como resultado mds guias que han proporcionado
una nueva dimension tanto al proceso de desarrollo de los medica-
mentos como al de la produccion. Estas guias son las siguientes:

* Q8 (R2): PHARMACEUTICAL DEVELOPMENT (Step 5), de

agosto de 2009 (3)

* Q9: QUALITY RISK MANAGEMENT (Step 5) de noviembre de

2005 (4)

* Q10: PHARMACEUTICAL QUALITY SYSTEM (Step 5) de junio

de 2008 (5)

* Q11: DEVELOPMENT AND MANUFACTURE OF DRUG SUBS-

TANCES (CHEMICAL ENTITIES AND BIOTECHNOLOGICAL/BIOLO-

GICAL ENTITIES) (Step 5) de mayo de 2012 (6)

* Q12: TECHNICAL AND REGULATORY CONSIDERATIONS FOR

PHARMACEUTICAL PRODUCT LIFECYCLE MANAGEMENT (Step 5)

de noviembre de 2019 (7)

Aplicacion de la calidad por disefio (QbD) en el desarrollo de un método de analisis de eritro-

citos humanos por citoferometria: comparacion con la metodologia de desarrollo tradicional

ps
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Figura 2: ndmero de publicaciones sobre QbD en métodos analiticos (2005-2019)

* Q13: CONTINUOUS MANUFACTURING OF DRUG SUBSTAN-
CES AND DRUG PRODUCTS (Step 1) de noviembre de 2018
(8)

* 14: ANALYTICAL PROCEDURE DEVELOPMENT GUIDELINE
(Step1) de noviembre de 2018 (9).

Llamo la atencion sobre estas dos tltimas guias por estar
adn en fase de desarrollo y sobre la revision de la Q2 (R1) que se
estd llevando en paralelo.

Segn indica el Expert Working Group encargado de estas
tareas “El alcance de la revisién de la guia Q2 (R1) incluird princi-
pios de validacion que cubren el uso analitico de datos espectros-
cGpicos o de espectrometria (por ejemplo, NIR, Raman, NMR o MS)
(...). Estas pautas propuestas (Q2 (R2) y Q14) estdn destinadas a
complementar las guias ICH de la Q8 a la Q12, asi como la guia
Q13 para la fabricacién continua, actvalmente en Step 1"9).

Con respecto a la guia Q14 (9), el mencionado grupo in-
dica que “Esta nueva directriz estd destinada a mejorar la comuni-
cacion regulatoria entre la industria y los reguladores y facilitar una
aprobacién mds eficiente, sélida basada en los riesgos y en la cien-
cia, asi como la gestién de cambios analiticos posteriores a la apro-
bacién”,

Es importante destacar que estamos en un momento muy
interesante ya que, segun el plan de trabajo publicado, estd previsto
que se abra un periodo de consulta piblica a partir de enero de
2021 que permitird no sélo verificar si se ratifica el proceso de
desarrollo y validacion de métodos analiticos que se describe a con-
tinuacion, sino poder participar directamente en la redaccion final
de las guias.

En estas guias, la Calidad por Disefio (QbD) viene definida
como un “enfoque sistemadtico que comienza con unos objetivos pre-

viamente definidos y que enfatiza la comprensién de los productos
y de los procesos, y el control del proceso basdndose en el rigor cien-
tifico y en la gestién de riesgos para la calidad”. Esta definicion ya
estd incluida en el Anexo 15 de las Normas de Correcta Fabricacion
(NCF) (10).

Como se puede observar, hasta ahora la QbD ha ido clo-
ramente enfocada a los procesos productivos desde la fase de
desarrollo, pero en ningin caso las guias actualmente en vigor men-
cionan expresamente a los métodos analiticos, explicando asi la ne-
cesidad de la guia Q14 y la actualizacion de la Q2(RT).

Sin embargo, ya en el aiio 2007, Borman et al. (11) indi-
caban que existia la posibilidad de aplicar los principios de la QbD
al desarrollo y validacion de métodos analiticos para asegurar su
precision intermedia y su robustez (incluyendo las de la tecnologia
analitica de procesos — PAT), tal como se define en la guia ICH
Q2(R1) y en la USP,y proponian una metodologia que se estd apli-
cando cada vez con mayor frecuencia. Hay que indicar que los mé-
todos oficiales de Farmacopeas y los métodos microbioldgicos
quedan excluidos de esta metodologia.

En cualquier caso, cabe destacar que hay autores (12) que
hablan de Validacion de Métodos por Disefio (Method Validation
by Design— MVbD) y que citan iniciativas presentadas a la FDA en
el dmbito del proyecto “Pharmaceutical Quality for the 21st Century.
A Risk-Based Approach” (13), como puede ser el documento “Li-
fecycle Management of Analytical Procedures: Method Development,
Procedure Performance Qualification and Procedure Performance
Verification” emitido en septiembre de 2013, por un comité de la
USP creado al efecto.

En definitiva, se trata de una herramienta de desarrollo
cuyo interés en la comunidad cientifica va incrementdndose con el
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tiempo. Como aportacion personal, la figura 2 muestra una pe-
queiia revision bibliogrdfica que cubre desde el afio 2005 al afio
2019, utilizando bases de datos habituales como Embase, Medline,
Pubmed o American Chemical Society (14-25).

De su observacion resulta evidente el incremento del nd-
mero de trabajos cientificos posterior a la publicacion de las Guias
ICH @8, Q10 y Q11, aunque resultan llamativas las publicaciones
pioneras del aio 2007, de autores pertenecientes al laboratorio en
el que desarrollo mi actividad profesional, y que coinciden con la
puesta en marcha de una guia interna de manejo de la QbD en el
desarrollo y validacion de métodos analiticos.

Queda pendiente por ver si la metodologia que se describa
en la nueva guia Q14 y la actualizacion de la Q2(R1) recoge los en-
foques cientificos del desarrollo de procedimientos analitico utili-
zados hasta ahora, uno de los cuales, quizd el mds empleado, es el
que se describe a continuacion.

3. APLICACION DE LA QbD. EL METODO ANALITICO COMO
PROCESO PRODUCTIVO

El primer paso para la aplicacion de la QbD en el desarro-
llo y validacion de un método analitico es considerarlo como un con-
junto de operaciones secuenciales (preparacion de la muestra objeto
de andlisis, metodologia instrumental, calibracion, definicion de re-
sultados y de especificaciones, etc.) que, partiendo de una “entra-
das” (inputs) permiten la obtencion de unas “salidas” (oufputs) o,
en ofros términos, la obtencion de unos “productos” — los resultados
analiticos — que deben cumplir unas especificaciones para conside-
rarlos vdlidos per se, independientemente de las consecuencias a
las que puedan dar lugar (por ejemplo, la aceptacion o el rechazo
de un lofe de un medicamento).

En este sentido, como cualquier proceso productivo, la eje-
cucion de un método analitico estd sujeto a la influencia de factores
externos que pueden dar lugar a que los resultados no sean vdlidos
per se y que su utilizacion conlleve una decision errdnea.

La esencia de la QbD es el conocimiento de esos factores ex-
ternos y de sus efectos e interacciones, lo que, en principio se plantea
como una tarea casi inabarcable si se intentan conocer todos los posi-
bles factores y todas las posibles interacciones. Es lo que se denomina
el Espacio de Conocimiento que, en una primera aproximacion, puede
ayudar a definir qué partes de ese espacio tienen un efecto negativo
sobre un determinado método analitico.

Sin embargo, desde un punto de vista de desarrollo y to-
mando como base el conocimiento existente, es mucho mds otil definir
el Espacio de Disefio, es decir, el que contiene la suma de todos los
factores que dan lugar a unas condiciones aceptables en cuanto a sus
efectos sobre el método analitico.

Finalmente, desde un punto de vista pragmatico, el objetivo
final es el de definir el Espacio de Control, que se puede mover dentro
del Espacio de Disefio, y que es el que delimita las condiciones opera-
tivas normales en la ejecucion de un método analitico.

Aunque, en general, los Espacios de Conocimiento, Disefio y
Control son combinaciones e interacciones multidimensionales de los
factores considerados, la figura 3 describe, de manera grdfica y en tres
dimensiones, las relaciones entre estos tres Espacios.

La aplicacion de la QbD, por lo tanto, permite obtener evi-
dencias cientificas del desarrollo de métodos robustos, capaces de re-
sistir la influencia de esos factores externos, es decir, de producir datos
de calidad de forma consistente, siempre que el Espacio de Control se
mueva dentro del Espacio de Disefio.

Para ello, la metodologia de la QbD se basa en los siguientes
cuatro pasos secuenciales:

a) Definicion del disefio
b) Seleccion del disefio
¢) Definicion de control
d) Verificacion del control

ESPACIO DE DISENO
Suma de todas las condiciones

aceptabl

MODR (Method Operable Design Region)

ESPACIO

Sumade to

condiciones oper
normales.

ESPACIO DE CONOCIMIENTO
Todo lo que se podria hacer

'ACIO DE CONOCIMIENTO
investigada que no cumple
requisitos de disefio

Se puede mover dentro
del Espacio de Disenio.

Figura 3: Espacio de Conocimiento, Espacio de Diseio y Espacio de Control segin QbD
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Terminologia QbD

analitica (inglés)

Terminologia @bD
analitica (espariol)

Analytical Target

Cuantificacién exacta de un APl sin

Profile (ATP) Perfil Analitico Diana imerferei;n:::u c‘l;:' ::i'rjondums de
(Critical Method Pardmetros Criticos Fluio. temperatura. oH
Parameters (CMP) del Método A1 eI, B
Critical Method > ; Precision, exactitud, linealidad,
Attributes (CMA) Atfibutgs rithos del Nesouo resolucin, factor de simetria
Control Strategy Estrategia de Control pH=0,1; A£2nm

Figura 4: terminologia QbD analitica.

3.1. Definicion del disefio

Es evidente que el primer paso debe ser el propdsito del
método analitico (14), distinguiendo, por ejemplo, si se trata de un
método que se va a utilizar para la liberacion de lotes o para co-
racterizar un producto, y teniendo daro cudl es el perfil de calidad
del objeto de andlisis (QTPP) y sus atributos criticos de calidad (CQA)
segun la guia ICH Q8 (R2), incluyendo las especificaciones del pro-
ducto ya que son éstas las que definen el perfil analitico del método
(Analytical Target Profile o ATP, andlogo al QTPP en terminologia
ICH) y no al contrario (17).

En términos generales, la terminologia QbD en el dmbito
analitico puede resumirse conforme a lo indicado en la figura 4.

Para construir el ATP es necesario deferminar los indica-
dores del comportamiento del método analitico (sus CMA), que no
son otros que los pardmetros tradicionalmente utilizados en la va-
lidacion analitica (precision, exactitud, linealidad, efc.), pero, sobre
todo, hay que determinar los criterios de aceptacion aplicables a
cada uno de los indicadores en funcion del objeto de andlisis (18)
para que el método desarrollado y validado se ajuste a su propasito
(fit-to-purpose).

Si se estudian con detalle los CMA con el fin de asignarles
triterios de aceptacion, se observa que hay dos grupos daramente
diferenciados:

Atributos cuya naturaleza matematico-estadistica o cuyo
origen instrumental permite la asignacion de criterios de aceptacion
a priori (y en cierto modo, independiente del objeto de andlisis);

Atributos para los que es necesario conocer las caracteris-
ticas del producto objeto de andlisis antes de asignar criterios de
aceptacion.

En la tabla 1 se detallan los componentes de los dos gru-
pos.

Por citar un ejemplo, supongamos que se quiere establecer
el criterio de aceptacion de un ensayo de repefitividad, lo que im-

plica asignar un valor numérico al Coeficiente de Variacion (%CV).
Para ello, es posible utilizar la relacién precision-tolerancia (P/TOL),
definida por la siguiente formula:

P/TOL = 6ométodo/(Limite superior — Limite inferior)
donde O es la desviacion estandar del método analitico.

Generalmente se considera que, si P/TOL es menor o igual
a 0,3, la precision del método es aceptable, pero si P/TOL es mayor
que 0,3, dicha precision es inaceptable.

Sin embargo, no es este el punto final del proceso ya que
sus implicaciones se extienden también al equipo instrumental que
se pretenda utilizar, toda vez que no serd adecuado el empleo de
un equipo cuya precision sea peor que el mencionado Coeficiente
de Variacion.

En definitiva, la gran revolucion de la definicion del di-
sefio, como primer paso en la aplicacion de la QbD en el desarrollo
y validacion de métodos analiticos, consiste en condicionar todos los
elementos que intervienen en el andlisis a las caracteristicas del me-
dicamento que se pretende analizar, partiendo de los limites supe-
rior e inferior obtenidos a partir de los ensayos clinicos.

3.2. Seleccion del diseio

Describir la seleccion del disefio es equivalente a describir
el desarrollo del proceso analitico en si.

Es evidente que, al definir el disefio conforme a lo indicado
en el apartado anterior, el desarrollador tiene en mente una técnica
instrumental concreta, pero no la forma de realizar cada uno de los
pasos del andlisis, empezando por la preparacion de las muestras
y acabando con la expresion de los resultados finales. Por ello, es
conveniente utilizar esquemas de trabajo secuenciales que cubran
los siguientes puntos, siempre que sean aplicables:
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- Tipo de equipo instrumental

- Condiciones ambientales

- Materiales y reactivos

- Preparacion de las muestras

- Sistema de introduccion de las muestras preparadas

en el equipo instrumental

- Condiciones operativas del equipo instrumental

- Sistema de deteccion

- Sistema de obtencion y proceso de datos

Obviamente, no se trata sélo de realizar un ejercicio te6-

rico ya que cada uno de los puntos anteriores debe ir acompaiiado
del correspondiente trabajo experimental, como tradicionalmente
se ha realizado a lo largo de la historia. La diferencia con la apli-
cacion de la QbD estriba en que se debe tener siempre presente el
ATP para aceptar o descartar los resultados obtenidos durante el
desarrollo analitico, si bien, dependiendo del estadio de dicho des-
arrollo y del tipo de andlisis, no es necesario tener en cuenta todos
los pardmetros que definen el ATP. En este sentido, si se trata de un
ensayo de valoracion del componente principal de un medicamento,
se puede obviar la precision intermedia, la reproducibilidad, el in-
tervalo y los limites de deteccion y cuantificacion, ademads de la ro-
bustez, en las fases iniciales de desarrollo, incorporando estos
pardmetros en las fases finales. Algo parecido ocurre en las fases
iniciales del desarrollo de un método de andlisis cuantitativo de im-
purezas, para el que, ademds de los anteriores, se debe incorporar
el limite de cuantificacion en las fases finales (19).

3.3. Definicion de control

Describir la definicion de control es equivalente a realizar
una evaluacion de riesgos durante el desarrollo del proceso anali-
tico, evaluacion que necesariamente debe comenzar con la enume-
racion de todos los posibles factores que pueden afectar al ATP, tanto
en un sentido positivo como negativo. Estos son los denominados
“Pardmetros Criticos del Método” o CMP, andlogos a los “Pardmetros

Criticos del Proceso” o CPP descritos en la guia ICH Q8.

La utilizacion de experiencias previas en el desarrollo de
otros métodos analiticos, la bibliografia disponible y, especialmente,
las opiniones de analistas experimentados (voice of the customer)
deben ser las fuentes utilizadas para la obtencion de una lista bruta
de los CMP anteriormente mencionados. Esa lista bruta define el
Espacio de Conocimiento que, como ya se ha indicado anterior-
mente, no es viable como tal salvo como punto de partida para la
definicion del Espacio de Disefio, mediante una labor de clasificacion
razonada y sistemdtica de los pardmetros considerados.

Para ello, el primer paso consiste en tener en cuenta los
puntos descritos en el apartado anterior como componentes de un
esquema de trabajo secuencial para el desarrollo de un proceso
analitico, ya que no son casuales. Responden a una estrategia ne-
cesaria para la definicion de control ya que en cada uno de ellos
deben encuadrarse los CMP que pueden influir en el comporta-
miento de un método analitico en desarrollo. Asi habrd pardmetros
relacionados las condiciones ambientales, otros relacionados con la
preparacion de las muestras, u otros relacionados con las condiciones
operativas del equipo instrumental.

En todo caso, la lista de CMP considerados en cada apar-
tado debe ser lo mds exhaustiva posible, huyendo de listados pre-
fabricados similares a formularios, que podrian llevar a no tomar
en consideracion algin pardmetro verdaderamente importante.
Ademds, la cantidad y variedad de CMP hace necesario el uso de
herramientas de permitan ordenarlos y dasificarlos, por lo que es
frecuente el uso de un diagrama de Ishikawa.

Sin embargo, la mera enumeracion de CMP no es sufi-
ciente para definir el control, toda vez que la influencia de cada uno
de ellos no es uniforme. Asi habrd fundamentalmente tres tipos de
pardmetros, denominados factores en esta clasificacion:

a) Factores que generan un cierto “ruido” en los resul-
tados analiticos, denominados facfores N, y que estdn

QbD EVALUACION DE RIESGOS

Pardmetros
(Influentia desconodida)

T ]

| MatrizdePriorizadon |

|

| Diseiio de Experimentos |

|

Determinacion de los Pardmetros
influyentesy los intervalos
aceptables

ROBUSTEZ

,N

| Factores - Ruido |

FMEA
{Falivre Mode Effect Analysis)
|
MSA
(Mesure System Analysis)

Estimacin de la variabilidad
aleatoria y de su origen

VIQIWHILNI NOISIDINA

| ObD Métodos Analiticos ]

Figura 5: evaluacién de riesgos en el desarrollo de métodos analiticos segin QbD
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relacionados con la precision intermedia;

b) Factores que producen un efecto sustancial sobre los

resultados analiticos, pero cuya cuantificacion en tér-

minos de efectos y de los intervalos aceptables es des-

conocida. Se denominan factores Xy estdn relacionados

con la robustez;

¢) Factores que, durante la ejecucion del andlisis, deben

estar controlados para no producir ningin efecto. Se

denominan factores C

Cada uno de estos tipos de factores tiene un tratamiento

distinto, tanto desde el punto de vista del andlisis de riesgos y de-
terminacion de los mds influyentes, como desde el punto de vista
estadistico, tal como puede observarse en la figura 5.

FACTORES X — ROBUSTEZ

Son los primeros factores que hay que estudiar, ya que de
su estudio se desprenden las condiciones operativas mds adecuadas
en primera instancia para ejecutar el procedimiento analitico.

La herramienta mds Gtil para el andlisis de riesgos es la
denominada Matriz de Priorizacion, basada en la asignacion de un
valor numérico previamente definido al efecto o impacto de cada
factor sobre cada uno de los CMA.

Una vez finalizado el andlisis de riesgos, la herramienta
estadistica mds adecuada para su andlisis es el Disefio de Experi-
mentos (DoE), que es un modelo estadistico cldsico cuyo objetivo es
averiguar si unos deferminados factores influyen en una respuesta
de interés y, en caso de existir, cuantificar dicha influencia.

FACTORES N — PRECISION INTERMEDIA

El estudio de los factores N debe realizarse tras finalizar
el estudio de los factores Xy, al igual que con estos, debe comenzar
con una farea de dlasificacion de aquellos que presentan un mayor
riesgo para la precision intermedia en caso de fallo.

La herramienta mds util es el Andlisis Modal de Fallos y
Efectos, mds conocida por sus siglas en inglés FMEA (Failure Mode
Effect Analysis). La metodologia para la realizacion de un FMEA es-
tablece las siguientes etapas:

1. Identificacion de Riesgos: Identificacion de fallos ( ha-
zards) y determinacion de consecuencias para cada uno de los fac-
tores N.

2. Estimacion del riesgo para cada uno de los fallos de

tecta dos:

- Gravedad
- Probabilidad del fallo
- (lasificacion del riesgo
- Prioridad del riesgo
3. Evaluacion del riesgo y establecimiento de las medidas

. ANAlESI

RANF

de control necesarias para reducirlo.

La gravedad evalda el impacto, en caso de que el fallo su-
ceda, sobre la calidad de los resultados analiticos, en este caso en
cuanto a la precision intermedia (o indirectamente sobre la
calidad/seguridad/eficacia del producto), de manera que se esta-
blecen cinco niveles:

CATASTROFICO (nivel 5): Impacto directo sobre la calidad
de los resultados analiticos, que suponga una amenaza grave y no
evitable para las decisiones sobre la calidad/seguridad/eficacia del
producto.

ALTO (nivel 4): Impacto directo sobre la calidad de los re-
sultados analiticos, que suponga una amenaza grave y evitable para
las decisiones sobre la calidad/seguridady/eficacia del producto.

MEDIO (nivel 3): Impacto indirecto sobre la calidad de los
resultados analiticos, que suponga una amenaza grave y no evitable
para las decisiones sobre la calidad/sequridad/eficacia del producto.

BAJO (nivel 2): Impacto indirecto sobre la calidad de los
resultados analiticos, que suponga una amenaza grave y evitable
para las decisiones sobre la calidad/seguridad/eficacia del producto.

INSIGNIFICANTE (nivel 1): Ausencia de impacto.

Por otra parte, se evalia la probabilidad de que el fallo suceda con
criterios cualitativos, estableciendo los siguientes cinco niveles:

CASI SEGURA (nivel 5)

PROBABLE (nivel 4)

POSIBLE (nivel 3)

IMPROBABLE (nivel 2)

CASI NULA (nivel 1)

A partir de la probabilidad de que suceda el fallo y su im-
pacto, se determina el riesgo asociado a cada uno de los fallos po-
sibles.

Una vez finalizado el andlisis de riesgos, y utilizando
aquellos con riesgos altos y medios, la herramienta estadistica mds
adecuada para su andlisis es el Andlisis del Sistema de Medida, mds
conocido por sus siglas MSA (Measurement System Analysis) que,
partiendo de un diseiio de ANOVA, permite no sélo conocer el grado
de dispersion de los valores analiticos, sino también el porcentaje
relativo de aportacion de cada uno de los factores a la variabilidad
total. Al analizar dichos valores, se pueden dar dos circunstancias:

Que la mayor contribucion corresponda a las muestras
analizadas lo que indica que el método analitico es adecuado y per-
mite la discriminacion de muestras de diferente origen;

Que la mayor contribucion corresponda a los factores ana-
liticos (analista o equipo instrumental), lo que obliga a poner en
marcha acciones correctivas conforme al FMEA.
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ESTABLECIMIENTO FINAL DE LA DEFINICION DE CONTROL

Alo largo del estudio de los factores X y de los factores N,
puede darse la circunstancia de que los resultados obtenidos no sean
todo lo satisfactorios que cabria esperar.

Asi puede ocurrir que el DoE no muestre cambios signifi-
cativos en deferminadas respuestas (por ejemplo, obteniendo su-
perficies de respuesta planas) o que el MSA muestre que, a pesar
de poner en marcha acciones correctivas se siga observando que los
factores analiticos tienen porcentajes de aportacion elevados.

Normalmente esto significa que muy probablemente se
ha considerado como factor N uno que debia haber sido clasificado
como factor X y viceversa, por lo que serd conveniente rehacer la
clasificacion y repetir algunos de los ensayos en las nuevas condi-
ciones.

En cualquier caso, es absolutamente imprescindible que
todos los factores enumerados en el primer paso de la definicion de
control hayan tenido algun tratamiento, bien en el estudio de la ro-
bustez, bien en el estudio de la precision intermedia. Una vez rea-
lizada la verificacion correspondiente, denominada también
“Procedure Performance Qualification” y que requiere un protocolo
de trabajo previamente definido, se podrd pasar a expresar de ma-
nera completa el Espacio de Disefo que, en el caso de métodos ana-
liticos, se denomina “Method Operable Design Region” o MODR.

4. VERIFICACION DEL CONTROL

Una vez completadas las fases anteriores, e incluido el
método en el dossier de registro, hay que mantener el estado de
validacion de forma permanente en su utilizacion habitual. Para

ello, lo mds frecuente es hacer ensayos de idoneidad del sistema
(system suitability) e forma periddica utilizando patrones analiticos
o muestras completamente caracterizadas, es decir, con todas sus
caracteristicas conocidas en cuanto a identidad, composicion o pu-
reza. En este sentido, la frecuencia de realizacion podrd depender
del uso al que esté destinado el método analitico y, por lo tanto, la
criticidad de las decisiones que se puedan tomar a partir de los re-
sultados obtenidos en un andlisis con dicho método (por ejemplo,
|a liberacion o el rechazo de un lote de medicamento para uso hu-
mano), pero en ningn caso se podrdn obviar los resultados de los
ensayos de idoneidad que deberdn ser significativamente parecidos
a los obtenidos durante la fase de desarrollo y validacion, desde el
punto de vista estadistico.

Por lo tanto, cualquier desviacion implicard una investi-
gacion de laboratorio y las correspondientes acciones correctivas y,
en su caso, preventivas. Si estas requieren la modificacion de las
condiciones operativas, habrd que verificar si dichas condiciones se
mantienen dentro del Espacio de Diseio, en cuyo caso no serd ne-
cesario llevar a cabo ninguna revalidacion ni modificacion del re-
gistro original. Obviamente, si las nuevas condiciones operativas se
salen del Espacio de Diseio, habrd que repetir los pasos anteriores
para definir uno nuevo con la consiguiente presentacion de una va-
riacion del registro ante las Autoridades Sanitarias.

5. APLICACION DE LA QbD FUERA DEL AMBITO DEL ANALISIS
DE MEDICAMENTOS

Llegados a este punto en la descripcion de la aplicacion
de la QbD en el desarrollo y validacion de métodos analiticos, cabe
plantearse dos preguntas:

Electrodos

Sistema de medida

Fuente de alimentacion

Figura 6: citoferdmetro
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e (Esposible aplicar la QbD fuera del dmbito del andlisis de
medicamentos?
e (Qué aporta un desarrollo analitico siguiendo QbD frente

a la metodologia tradicional?

La respuesta a la primera pregunta es obvia ya que no
existe ningdn impedimento regulatorio para la aplicacion de QbD,
siempre que se trate del desarrollo de un método analitico fisico o
fisico-quimico.

Por otra parte, en nuestra experiencia, podemos afirmar
que el dmbito real de aplicacion de la QbD para métodos analiticos
puede abarcar no slo el andlisis cuantitativo de medicamentos, sino
también otros métodos analiticos en los que se determinan otras
propiedades. Tal es el caso de la citoferometria, modalidad de elec-
troforesis de células y particulas en suspension, con la que es posible
determinar la movilidad electroforética de eritrocitos normales y pa-
toldgicos, entre otras muestras.

Esta afirmacion estd basada en una serie de trabajos de
validacion de un programa informdtico desarrollado “ad hoc” en
la fase PQ (Process Qualification o Cualificacion de Proceso) segin
la Guia GAMP 5 (26). En estos trabajos se reprocesaron datos del
desarrollo original de un método citoferométrico realizado a partir
del afio 1986 como parte de mi tesis doctoral, de acuerdo con los
principios QbD actuales de manera que fuera posible verificar el co-
rrecto funcionamiento del programa informdtico.

Los datos analiticos originales se obtuvieron con un cito-
ferometro Zeiss, equipo instrumental que se muestra en la figura 6
y que consta de las siguientes partes:

*  Un microscopio de eje ptico horizontal, uno de cuyos
oculares presenta una lente reticulada que permite
medir el tiempo que tardan los eritrocitos en recorrer
una determinada distancia.

*  Una cdmara de electroforesis de 1,4 cm de longitud
y 7,6 x 10-2 cm de profundidad introducida en una
cdmara fermostatizada que permite variar la tem-
peratura de trabaijo.

*  Una fuente de alimentacion capaz de generar una
diferencia de potencial entre 0y 900 V.

*  Dos electrodos de platino.

*  Un conmutador que permite la inversion del campo
eléctrico generado.

Para realizar las medidas de movilidad electroforética se
aplico un potencial determinado y se midi6 con un cronémetro de
precision el tiempo que tardan los eritrocitos en recorrer 0,0032 cm
(dos intervalos de reticulo) en las dos direcciones del campo eléctrico
aplicado, cuando se encuentran en una solucion salina isotdnica
cuya resistencia especifica se conoce previamente.
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Puesto que la movilidad electroforética i se define me-
diante la expresion matematica,

UT
H=Txr
hXxt
siendo: | = distancia recorrida (cm)

T = tiempo empleado (s)

i = intensidad de corriente aplicada (A)

r = resistencia especifica del medio de suspension (Q x m)
h = longitud de la cdmara de electroforesis (cm)

t = profundidad de la cdmara de eleciroforesis (cm)
es evidente que se puede frabajar directamente con las medidas de
tiempo (inversamente proporcionales a los valores de movilidad
electroforética) para seguir la metodologia QbD de una manera rd-
pida y eficaz.

Adicionalmente, los nuevos resultados se compararon con
los obtenidos mediante la metodologia tradicional de manera que
se pudo responder a la segunda pregunta planteada al comienzo
de este apartado.

Como punto de partida, y segin el desarrollo del método
citoferométrico original (27), la metodologia mds conveniente con-
siste en la aplicacion de un campo eléctrico de 10 mA a eritrocitos
recién lavados (conservados a 4 °C si es necesario), suspendidos en
solucion salina fisiolégica (pH = 5,65, fuerza idnica resistencia =
0.1 M) y medidos dentro de una cdmara termostatizada a 25-30 °C,
con el fin de obtener resultados analiticos con una precision y una
selectividad adecuadas.

Por su parte, para el desarrollo y validacion del método
analitico segin la QbD se siguieron los siguientes pasos secuenciales
(steps) descritos en las guias internas del laboratorio donde des-
arrollo mi actividad profesional:

e Step 1: desarrollo del método (method development), en
el que habitualmente se diseia el método, se establece
el ATP los CPM y los CMA basados en la guia ICH Q2(R1)
(2), asi como los correspondientes criterios de aceptacion
que deben ser comprobados experimentalmente.

e Step 2: evaluacion del riesgo (risk assessment), en el que
se determinan todos los factores que potencialmente pue-
den tener un impacto en el comportamiento del método
analitico, y se establece su nivel de prioridad y su posible
efecto sobre la robustez (factores X) y la reproducibilidad
(factores N).

e Step 3: robustez del método (method robustness), en el
que se emplea el Disefio de Experimentos para definir el
Espacio de Disefio que es la zona en la que los factores X
permiten el cumplimiento de los criterios de aceptacion
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de los CMA (zona también denominada MODR o Method

Operable Design Region) y el Espacio de Control, que es

la zona en la que se obtienen los mejores resultados en

el cumplimiento de dichos criterios y que, en principio, es
la que define las condiciones normales de uso del método
analitico.

o Step 4: reproducibilidad del método (method rugged-
ness), en el que se emplean técnicas de MSA (Measure-
ment System Analysis) para definir el % de contribucion
a la variabilidad total del método analitico por parte de
factores relacionados con el sistema de medida, con los
analistas y con las muestras objeto de andlisis.

Otras etapas, como el Step 5 (definicion del control del
método), el Step 6 (validacion del método) y el Step 7 (mejora con-
tinua y control de cambios) quedan fuera del dmbito del presente
trabajo.

5.1 Step 1. Desarrollo del método

Los resultados se muestran en las tablas 2y 3. En esta Gltima
se muestran los criterios de aceptacion de los CMA, indicando su apli-
cabilidad, los valores propuestos en funcion de los trabajos iniciales
de desarrollo por QbD, y los aplicados en el desarrollo original.

Con respecto al criterio de aceptacion del error, se tuvieron
en cuenta las pautas del documento CEA-ENAC-LC/02 de enero de
1998 (30), ya que, al disponer de 20 valores experimentales, se
pudo realizar una evaluacion de la incertidumbre Tipo A que dio
como resultado UA = 0,149715055 = 0,15 s (para 19 grados de
libertad y un nivel de confianza del 95,45 %).

Como dicha incertidumbre supone un 3,4 % del valor
medio, inicialmente se consideré como % error admisible la dife-
rencia entre el valor de tiempo para la movilidad electroforética de
la bibliografia (28), que corresponde a 4,00 s y el experimental
(4,37s), lo que da 9,3 %, superior a la incertidumbre y, por lo tanto,
detectable.

5.2 Step 2. Evaluacién del riesgo

En cuanto al Step 2, el andlisis de riesgo inicial, realizado
mediante una matriz de priorizacion, permitio la construccion de
un diagrama de Ishikawa y la determinacion de los factores X sus-
ceptibles de ser incluidos en los disefios de experimentos correspon-
dientes y que, tras una serie de ensayos realizados aplicando
revision bibliogrdfica, comparaciones de medias o andlisis OFAT,
quedaron definitivamente clasificados como se indica en la tabla 4.

Overlay Plot
Overlay Plot
0.20 50,00 ¥
DESIGN EXPERT Plot DESIGN EXPERT Plot
Actual Fadors: 0.18_| Adual Factors: 4375_|
8- X=ntensidad -
Y=F-iénica - s Y=Temperatura E
] Mo S T
a) = b) =
L Pt
013_| 3125_|
MODR
w55 w0 95 8o 1000 125 125 1375 1500
pH Intensidad
Factor Name Level Low level High level
A Almacenamiento No No Si
B Temperatura 14,50 4,00 25,00
C Lavado No No Si
Prediccion Se Mean 95% Cl low 95% (I SE Pred high 95% Pl low 95% PI high
%CV 7,625

Figura 7: ensayos de robustez. a): dos factores numéricos (pH y Fuerza I6nica) y una respuesta medida (% Error); b) dos factores numéricos (temperatura e Infensidad
de corriente) y dos respuestas (%o Error y %CV); ¢) dos factores categdricos (almacenamiento y lavado), un facior numérico (tfemperatura de conservacién) y una respuesta

(% CV).
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5.3 Step 3. Robustez del método

Como consecuencia de lo anterior, los resultados obtenidos
en los experimentos diseiiados, aplicando los correspondientes cri-
terios de aceptacion son los mostrados en la figura 7.

En el primer caso - Rama Método (core): dos factores nu-
méricos (pH y Fuerza l6nica) y una respuesta medida (% Error) -,
se considera que el MODR se define por la utilizacion de un medio
isotonico con un pH entre 5,00 y 5,75, con una Fuerza Ionica entre
01y02M.

En el segundo caso - Rama Método (core): dos factores nu-
méricos (Temperatura e Intensidad de corriente) y dos respuestas
(% Errory %(V) -, se considera que el MODR que cumple los crite-
rios de aceptacion de ambas respuestas medidas se define con una
T entre 25 °Cy 31 °Cyy una intensidad de corriente entre 10y 15
mA.

En el tercer caso - Rama Materiales: dos factores categdricos
(almacenamiento y lavado), un factor numérico (temperatura de
conservacion) y una respuesta (% CV) -, se considera que las condi-
ciones experimentales optimas consisten en la utilizacion de eritro-
citos frescos y no lavados. En cuanto a la temperatura de conservacion,
en caso de ser necesaria, el sistema informdtico indica una
T = 14,50 °C pero, al ser esto inviable desde un punto de vista prdc-
tico (atendiendo a una posible dimatizacion del laboratorio o a una
posible cdmara de conservacion con ese punto de consigna), se con-
sidera mds adecuado conservar los eritrocitos a una T =4 °C. No es
posible establecer un MODR al haber valores categoricos y no nu-
méricos, por lo que estos pasan a ser factores C.
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5.4 Step 4. Reproducibilidad del método

Una vez identificados los factores X, N y C en los pasos ante-
riores, y habiendo estudiado el efecto de los factores X, se centro la
atencion en los factores N para su estudio por MSA (Step 4).

Las causas potenciales de variabilidad pueden ser:

*  debidas a las muestras, para las que hay que determinar su
estabilidad;

* debidas al instrumento, que pueden afectar a la repetitividad
y a la estabilidad;

*  debidas al operador.

Se estudiaron los factores N determinados en el Step 1 para
determinar cudles afectan a la repefitividad y cudles afectan a la re-
producibilidad. El resultado de ese estudio es el siguiente:

*  EQUIPO: mantenimiento, historia de uso, tipo de filtros uti-
lizados. Estos afectan a la repetitividad.

*  AMBIENTE: temperatura del laboratorio, HR del laboratorio,
localizacion del equipo. Estos afectan a la reproducibilidad.

*  INLET: introduccion de muestras. Afecta a la repetitividad.

*  DETECTOR: estado de la ldmpara. Afecta a la repetitivi-
dad.

*  PERSONAL: formacion, competencia, precision, patrones
de trabajo, procedimientos. Estos afectan a la reproduci-
bilidad.

*  MUESTRA: lipidos, TG, indices eritrocitarios, sexo del pa-
ciente, grupo sanguineo. Estos afectan a la repefitividad
y a la reproducibilidad.

ANOVA Analysis
Source _ % Tol % Proc %Pp/PpK
Equipment 11.62 9.68 538 19.36
Appraiser 88.38 26.7 14.83 53.39
GRR 100 284 1578 56.79
Parts 0 0 0 0
Total 100 284 1578 56.79
Parts Equipment
0,00% 1162%

Appraiser__/"/
88,38%

W Equipment
u Appraiser
W Parts

Figura 8: andlisis MSA
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Figura 9: andlisis de distribucién de datos por “appraiser” en estudio MSA

Con esto datos se procedio a la realizacion del FMEA agru-
pando los factores por niveles de riesgo. Los resultados se muestran
en la tabla 5y en ellos se observa que conviene estudiar personal
y equipo por ser los de riesgo ALTO y MEDIO.

Se planted un protocolo estdndar de trabajo de 5 muestras
x 2 operadores x 2 replicados para estudiar el efecto de la formacion
y experiencia del operador y del cambio de ubicacion de equipo y,
con los resultados de este estudio (figura 8), se pudo constatar la
poca capacidad de discriminacion de muestras debido especialmente
a la muy elevada influencia del personal (88% appraiser).

Este aspecto merece una consideracion especial ya que
aporta informacion muy interesante que puede ser aplicada en el
dmbito académico. Hay que partir del hecho de que se tomaron
datos del frabajo experimental de una tesis doctoral, obtenidos en
momentos diferentes, es decir, al principio del doctorado (aproxi-
madamente tras un afio de experiencia, con el equipo ubicado en
un laboratorio) y al final del doctorado (aproximadamente tras mds
de tres afos de experiencia, con el mismo equipo ubicado en otro
laboratorio). En ambos casos las muestras consideradas fueron del
mismo fipo (eritrocitos humanos del mismo donante) y sin aporta-
cion porcentual a la variabilidad total. Analizando especificamente
la representacion grdfica de la variacion por “appraiser” o analista
(figura 9) donde Appraiser 1 corresponde a datos iniciales y Ap-
praiser 2 corresponde a datos obtenidos varios afios después, resulta
evidente que los resultados de Appraiser 2 presentan una dispersion
menor que los de Appraiser 1y que la experiencia adquirida no
deja de ser el resultado de un proceso de formacion andlogo al men-
cionado en la tabla FMEA. A esto hay que afiadir que, al revisar los
datos de la propia tesis doctoral, los resultados sobre la evidencia
de subpoblaciones eritrocitarias mediante histogramas de frecuen-
cias en muestras patoldgicas estdn mds definidos tras varios afios
de experiencia, lo que es un daro reflejo de este proceso formativo.

Asi pues, una importante aportacion de la utilizacion de
la metodologia QbD en el dmbito académico es la de plantearse
una repeticion periodica y planificada de determinados ensayos a
lo largo de la realizacion de un trabajo experimental prolongado
en el tiempo, como puede ser una tesis doctoral, andlogamente a
lo que es una prdctica habitual de la industria farmacéutica, como
forma de verificacion constante de cumplimento de las condiciones
idoneas de formacion para la realizacion de ensayos analiticos y,
consecuentemente, para la obtencion de resultados analiticos vali-
dos.

5.5 Comparacién del desarrollo analitico siguiendo qbd
frente a la metodologia tradicional

A modo de resumen de los datos presentados en los apar-
tados anteriores, se muestran dos tablas (una para factores X —
tabla 6 - y ofra para factores N- tabla 7) en la que se comparan
ambas metodologias.

Se observa que los resultados obtenidos siguiendo QbD
aportan un mayor conocimiento y control del método citoferomé-
trico, asi como una mayor flexibilidad en el manejo de los factores
fisicos y fisico-quimicos necesarios y unas herramientas adecuadas
para controlar las principales fuentes de variabilidad analitica.

6. CONCLUSIONES

Independientemente de como quede redactada la nueva
Guia ICH Q14 y de que la metodologia descrita tenga cabida en
dicha redaccion, no cabe duda de que se han podido vislumbrar las
ventajas de la aplicacion de la QbD en el desarrollo y validacion de
métodos analiticos frente a las prdcticas tradicionales, tanto en el
dmbito del andlisis de medicamentos como en ofros dmbitos anali-
ticos.
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Para la industria farmacéutica, es evidente que poder de-
mostrar como se han identificado los pardmetros criticos de un mé-
todo analitico y como estos estdn controlados en el trabajo habitual,
constituyen el fundamento de una inferaccion necesaria entre ana-
listas y estadisticos y de una relacion productiva y bidireccional de
la Industria con las Autoridades Sanitarias y con la Universidad,
desde un punto de vista cientifico.

Sin embargo, como se ha pretendido demostrar en esta
disertacion, no hay que limitar esta vision a la actividad de la in-
dustria farmacéutica ya que, al tratarse la QbD de una metodologia
de trabajo muy rigurosa desde el punto de vista cientifico, su utilidad
en el dmbito académico en general, y universitario en particular, es
extremadamente grande.

La incorporacion de nuevos métodos analiticos desarro-
llados con la metodologia QbD conlleva un esfuerzo adicional, pero
“a posteriori” aporta un significativo ahorro de tiempo, tanto en la
investigacion bdsica como en la 1+ D aplicada, lo que es especial-
mente importante cuando se trata de poner nuevos medicamentos
a disposicion de los pacientes y mds en las circunstancias que nos
estd tocando vivir.

No olvidemos que los pacientes no pueden esperar. Mu-
chas gracias.
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ANEXO I. TABLAS

Tabla 1: determinacion de criterios de aceptacion para CQA

ATRIBUTOS
SEGUN GUIA ICH Q2(R1) RERRAER R
Exadtitud Mpnose YoError = ?
producto
2z Dependiente  de
= ?
Repetitividad - %N =7
Precisidn Precision Dependiente  de )
intermedia producto '
Resolucidn de picos cromatogrdficos = 1,5
Especificidad Instrumental
Pureza espectrol
Relacion sefial rvido (3:1 6 2:1)
e o e Instrumental : pony ey
Limite defeccion (*) o Evoluacion por lo desviacion tipica de lo
Estadistica ;
respuesta ¥y lo pendiente
LDD = 3,3 STD/Pendiente
Relacidn sefial ruido (10:1)
” g Instrumental " e 3
Limite cvantificacion (*) c Evoluacién por lo desviacidn fipica de lo
Estadistico :
respuesta y lo pendiente
LDC = 10 STD/Pendiente
Coeficiente de correlacion = 0,999
Linealidod Estadistica
Ordenada en el origen <2.0%
T Dependla’nre de|
ofros pardmetros

RANF

(*) A'su vez, se tiene que demostrar la precision y la exactitud en el nivel de concentracion determinado mediante este atributo.

Tabla 2: terminologia analitica segin QbD

Terminologia QbD analitica (inglés)

Terminologia QbD
analitica (espaiiol)

Comentarios

Analytical Target Profile (ATP)

Perfil Analitico Diana

Determinacién precisa y exaca de lo movilidad eledroforética de
eritrocitos  humanos por citoferometria, con copacidod de
discriminar  enfre  eritrocitos normales y patoldgicos, y sin
interferencias de otras particulas en suspensidn.

Crifical Method Parameters (CMP)

Pardmetros Criticos del
Método

«  Fuerza idnica del medio de suspension
*  pH del medio de suspensidn

*  |ntensidad de corriente

*  Temperatura de trabojo

*  (Otros por determinar

Critical Method Attributes (CMA)

Atributos  Crificos  del
Método

Precisién (dispersion de valores), Exaditud, distribucion de célulos
(histogramas de frecuencin)

Control Strategy

Estrategia de Control

Pendiente de determinar segin los resultados obtenidos

Application of quality by design (QbD) approach to the development of a cytopherometric analy-
zsz tical method of human red blood cells: comparison with traditional development methodology
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Tabla 3: comparacién de criterios de aceptacion segén la metodologia aplicada

Si/ CRITERIOS DE | CRITERIOS DE
ATRIBUTOS COMENTARIOS ACEPTACION ACEPTACION DEL
NO DESARROLLO POR QbD | DESARROLLO ORIGINAL
Se dispone de datos publicados
Exactitud | en lo bibliografia respecto a la %Error < 9,3% No considerado.
movilidad electroforética de
eritrocitos normales (28).
0, 0,
V< 7,16% %CV< 10%
Repetitividad SI .
Se trata de una determinacion Busudo‘en m;t:ldus Basado en bibliografia (29)
Precisién de un valor cuya dispersion D —
puede ser critica para distinguir
: : %0V=7,16% 4 .
Precisiéa ” poblaciones de células. V= 10%
intermedio Busudo’m medidos Basado en bibliografia (29)
experimentales
Se determinard la
R presencia de
vulit:g:l:r‘;::(n::::l::e]‘::los subpoblaciones de Se determinard lo
2 3 eritrocitos por medio de presencio de
22 de ofras células sanguineas y 1 )
Espexificidad SI i i i histogramas de subpoblaciones de
Ung p:'ble s j’::n Ie.o frecuencio. Los eritrocitos por medio de
i h;_;o e frameml!u eritrocitos normales histogramas de frecuencia.
istog 1 deben tener una énica
poblacion.
. " No se trato de una valoracion
Limite deteccion NO iy N/A N/A
= = g No se trata de una voloracion
Limite cuontificacion NO et N/A N/A
— No se trata de una voloracion
Linealidod NO ——— N/A N/A
No se trata de una valoracion
Intervalo NO oxsliialioa N/A N/A
Tabla 4: factores X
Rama Método (core) Rama Materiales

Fuerza iénica del medio de suspension

Temperatura de almacenamiento de la muestra

pH del medio de suspension

Lavado de eritrocitos

Intensidad de corriente

Temperatura de la cdmara
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Tabla 5: tabla FMEA
Proceso Posible error Consecvencias Frebeiilidn sorived Riesgo Acciones commedivas
(14a5) (1a5)
Personal no
::::::::"“:;‘ | Ao dispesion_de
Formacién  del g resultados (%CV Formacion intensa
preparacion  de 3 4 12
personal elevado)- del personal
muestras y en el e
: .| Reproducibilidad
manejo del equipo
instrumental
Mantenimiento
inadecuado del
equipo Alta dispersion de s
Equipo instrumental. resultados  (%CV 9 4 8 MEDIO :::'r::;?:m
instrumental Estado defectuoso | elevado)- cabotiing & Bheit
de lo lémpara o | Repefitividad P
nimero de horas
de uso excesivo.
Localizacion
;F:r:;ur:i:;l § Alta dispersion de Localizacion
_Eqmpo Homadad Relativa resultados (%CV 5 4 2 udefuadu del
instrumental .| elevado)- equipo.  Control
del  laboratorio & s ]
. Reproducibilidad ambiental.
inadecuadas  por
excesivas.
Incorrecta T
z : Alta  dispersion de
Introducion  de | "OLON 98| rocndos  (vCV
muestras ton 1 2 2
muestras : elevado)-
formacion de Repetitividad
burbujas 4
Tabla 6: comparacién de resultados para factores X
Fadores X ORIGINAL ESTUDIO SEGUN QbD
Condiciones de trabajo Espacio de | Espacio de
diseiio control
(MODR)
pH medio de suspension 5.65 5.00-575 5.65
Fuerza iénica del medio 0.1 M 0.1-02 0.1M
Temperatura de la camara 25-30°C 25-31°C 25
Intensidad de corriente 10 mA 10-15mA 10 mA
Temperatura de almacenamiento de las muestras (en caso | 4°C 4°C -
necesario)
Lavado de eritrocitos No No -
Uso de eritrocitos frescos (sin almacenamiento) Si Si -
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Tabla 7: comparacion de resultados para factores N

Factores N

ORIGINAL

Relacionados con el equipo

Sélo se analiza la precision del
equipo (CV = 5.27%).

Se analiza el % de contribucion
a la variacion total (11,62%).

Relacionados con el personal

No se analizan.

Se analiza el % de contribucion
a la variacién total (88,38%).
Es el factor que mds influye y

demuestran la  existencia de
subpoblaciones eritrocitarias.

que requiere acciones

correctivas predefinidas.
Relacionados con las muestras Se analizan indiredamente a través | Poca capacidad de
de histogramas de frecuencias que | discriminacidn de  muestras,

corregible por la aplicacion de
las acciones correctivas descritas
en el apartado de personal.
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RESUMEN

La desnutricion relacionada con la enfermedad es una patologia frecuente en el mundo desarrollado. Afecta a 30 millones de personas
en Europa y fiene un coste asociado de ciento setenta mil millones de euros anuales. En Espafia ataiie en torno a 1,7 millones de
adultos, lo que supone el 4,4% de la poblacion. La desnutricion aqueja a uno de cada cuatro pacientes en el ingreso hospitalario. Se
estima que los pacientes hospitalizados que se encuentran en estado de desnutricion a lo largo de su estancia oscilan entre un 23,7%
y un 37%; agudizdndose estas cifras en el caso de pacientes pluripatoldgicos mayores de 70 afios, y casi un 10% se desnutre durante
su estancia hospitalaria. Todo ello supone un aumento de las estancias hospitalarias y de los costes asociados; en concreto, los costes
directos de la desnutricion hospitalaria se estimaron en 1,143 millones anuales en 2009, lo que supone el 1,8% del gasto sanitario
del sistema nacional de salud. Los avances en tecnologia e infraestructuras han facilitado la transferencia de servicios complejos de
hospitales al hogar. Acualmente, la tendencia infernacional apunta a un desarrollo cada vez mayor del domicilio como centro de cui-
dados. Un mefa-andlisis de 61 ensayos de asignacion aleatoria y confrolados, publicado en 2012, evidencié que los pacientes atendidos
en el domicilio tenian una tasa de mortalidad a los seis meses entre un 19% y un 38% menor que los hospitalizados. La nutricion ar-
tificial domiciliaria (NAD) es la administracion a domicilio de los nutrientes y demds agentes terapéuticos adjuntos a través de la via
digestiva -nutricion enteral domiciliaria (NED)- o infravenosa -nutricion parenteral domiciliaria (NPD)-, con la finalidad de mejorar
o mantener, en el dmbito domiciliario, el estado de nutricion de un paciente. Esta modalidad de prestacion facilita al paciente poder
sequir con los compromisos familiares, sociales y laborales. El entorno en el que trabajan los profesionales sanitaros del siglo XXI estd
cambiando de manera significativa. Son mdltiples las innovaciones en gestion por procesos, fadilitadas por el creciente potencial que
ofrecen las nuevas tecnologias en los cuidados a distancia. Todo ello favorece la permanencia del paciente en su casa, en su comunidad
0 en un entorno mds familiar, es decir, en un ambiente mds humanizado. Por Gltimo, se demuestra que la NPD es una alternativa
coste-efectiva en relacion con la atencion hospitalaria cldsica, lo que redunda en la adopcion del criterio de eficiencia como ele-
mento de priorizacion en sanidad.

ABSTRACT

Disease-related malnutrition is a common pathology in the developed world. It affects 30 million peaple in Europe and it has an associated cost of
one hundred and seventy billion euros per year. In Spain, around 1.7 million adults, 44% of total population, are negatively affected. Malnuirition
affects one out of four patients on hospital admissions. It s estimated that hospitalized patients who are malnourished throughout their stay range
from 23.7% to 37%; sharpening these figures for multi-patients over 70 years old, and almost 10% are disensuaded during their hospital stay. All
this implies an increase in hospital stays and associated costs; in particular, the direct costs of hospital malnutrition were estimated at 1.143 million
annually in 2009, representing 1.8% of health expenses within the national health system. Advances in fechnology and infrastructure have facilifated
the transfer of complex hospital-fo-home services. Nowadays, the international trend points fo the increasing development of the domicile as a care
center. A meta-analysis of 61 randomized and controlled trials, published in 2012, showed that patients treated at home had a six-month mortality
rate between 19% and 38% lower than those who were hospitalized. Home artificial nutrition (HAN)) is the nutrients home-administration, among
other therapeutic agents, administered through the digestive fract -home enteral nutrition (HEN)- or intravenously -home parenteral nutrifion
(NPD-), with the objective of improving or maintaining, at home, the patient's nutritional status. That reports into a benefit for the patient as being
able to continue the family, social and work commitments. The environment, in which 21st century health professionals work, is changing significantly.
There are multiple innovations in process management, given by the growing potential offered by new fechnologies in remote care. If supports the
patient’s home stay, either in the community or in a more familiar environment, that is, in a more humanized environment. Finally, HAN is shown
fo be an effective-cost alternative in relation to classical hospital care, resulting in the adoption of the efficiency criterion as an element of prioritization
in healtheare.
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1. INTRODUCCION Y CONCEPTOS

La European Society of Parenteral and Enteral Nutrition
(ESPEN) define la Nutricion Clinica (NC) como la disciplina que se
ocupa de la prevencion, diagndstico y tratamiento de los cambios
nutricionales y metabdlicos relacionados con enfermedades agudas
o cronicas y con condiciones causadas por un exceso o falta de ener-
gia (1).

El Soporte Nutricional (SN) es la provision de los nutrien-
tes necesarios para cubrir las necesidades (basales y/o derivadas de
la situacion patoldgica del paciente) por via oral, enteral o paren-
teral, con el objetivo de mejorar o mantener el estado nutricional.

El Soporte Nutricional Especializado (SNE) incluye la in-
tencion terapéutica, es decir, que no se limita a la Nutricion Enteral
(NE) o Parenteral (NP) para mantener y/o restaurar el estado de
nutricion optimo y la salud. EI SNE estd considerado como una fe-
rapia de alta complejidad, cuyo empleo se asocia con un riesgo ele-
vado de aparicion de complicaciones. Algunas de ellas son
extremadamente graves y pueden llegar a tener consecuencias fa-
tales para el paciente, mientras que otras, con cardcter menos grave,
tienen el riesgo de interferir con los objetivos nutricionales de los
pacientes (2).

. ANAlESI
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La NE consiste en el aporte de nutrientes al organismo a
través de la via digestiva, mediante una formula definida. Incluye
|a via oral y la administracion directa al tubo digestivo, via naso-
gdstrica, nasoentérica o percutdnea. La NP es la administracion de
los nutrientes por la via intravenosa, y ésta puede ser parcial o
total en funcion si cubre o no respectivamente el 100 % de los re-
querimientos de macro y micronutrientes (Figura 1).

Cuando un paciente necesita NE o NP, ya sea de forma
transitoria o definitiva, y no requiere de permanencia en el hospi-
tal, se puede realizar la administracion de la nutricion en el do-
micilio del paciente siempre que sea posible. La utilizacion de la
nutricién artificial fuera del dmbito hospitalario (NAD) ha demos-
trado su efectividad y seguridad a lo largo de los aiios, ya que per-
mite una mejora de la calidad de vida de algunos pacientes que
de ofra forma estarian obligados a una estancia hospitalaria pro-
longada, con los riesgos y costes asociados a la misma (3). La NAD
puede administrarse tanto por via parenteral (NPD) como por via
enteral (NED) fuera del entorno hospitalario, pero siempre con los
controles oportunos.

En los paises occidentales, hasta el 50% de los pacientes
hospitalizados estdn malnutridos, y sélo el 8% reciben un diag-
ndstico de malnutricion durante su estancia hospitalaria (4).

8 —

Tubo digestivo funcionante

— NO

!

Ingesta suficiente (>50-60% RD)

N
Dieta ORAL
+ SUPLEMENTOS

<7dias / Ymias

Nutricion
Parenteral
Central

Nutricion
Parenteral
Periférica

<6 Semana/ \6 Semanas

Sonda Nasoentérica

Riesgo de aspiracion

51/ \co

Sonda Nasoduodenal Sonda Nasogastrica

Sonda Nasoyeyunal

Riesgo de aspiracion

s / \NO

Gastrostomia

Figura 1: Algoritmo de decision para el tratamiento, oral, enteral o parenteral. Se decide el tipo de alimentacion oral, enteral o parenteral dependiendo de la integridad
del tracto gastrointestinal. i el tracfo no es funcionate se aporta Nufricién Parenteral. La Nutricion Parenteral serd Periférica cuando se alargue menos de 7 dias (menor
requerimiento de nuirientes, siendo la via de acceso es de menor calibre); la Nutricion Parenteral serd Central, para tratamientos mds largos que requieren mds nutricion,
mds osmolaridad). Si e tracto es funcionante se selecciona la Nutricion oral o la Enteral. Si la ingesta cubre mds del 60% de las ingestas recomendadas de energia y nu-
trientes y puede darse por boca se elige dieta oral con suplementos. Cuando la Ingesta sea insuficiente (<50% RDA): Nutricién Enteral. Para periodos menores de 6 se-
manas se aportard la nutricion enteral con Sondas Nasoentéricas, bien Nasogdstricas (nariz-estémago) si no hay riesgo de aspiracién o nasoduodenales (nariz-duodeno)
y Nasoyeyunal (nariz-yeyuno) cuando haya riesgo. Para una Nutricién Enteral de mds de 6 semanas, se empleardm Ostomias (acceso directo quirdrgico de la sonda) que
se conocen por Gastroctomia (aporte directo a estémago) o Yeyonostomia (acceso directo a Yeyuno).

Holistic management of home artificial nutrition: hu-
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En Espaiia se realizo en el aiio 2010 el estudio PREDyCES
(5) (Prevalencia de la Desnutricion y Costes Asociados en Espaiia),
en el que participaron 31 hospitales e incluyé una muestra de mds
de 1500 pacientes. Utilizando como test de cribado nutricional el
NRS 2002, el MNA y marcadores antropométricos y bioquimicos,
este estudio mostro que 1 de cada 4 pacientes hospitalizados en Es-
paiia (23,7 %) estd en riesgo de desnutricion, de los cuales un 37%
son mayores de 70 afios. Este simple hecho implica, en primer lugar,
una recuperacion suboptima de muchos pacientes y, en segundo
lugar, un aumento del tiempo en la estancia hospitalaria, de los
reingresos, de las tasas de infeccion y de mortalidad, especialmente
en los mayores de sesenta y cinco afios.

La medicina hoy estd cambiando intensamente y a un
ritmo vertiginoso, debido entre otros factores, a razones demogrd-
ficas y por los formidables avances cientifico-técnicos que se estdn
produciendo. Cada vez existen mds pacientes complejos, cuyos re-
sultados finales en términos de la medicina que se puede practicar
en ellos, la experiencia que reciben en su proceso asistencial y los
recursos econdmicos que se emplean en cubrir lo anterior, son me-
jorables o presentan aun recorrido de mejora.

Son muchos los profesionales que prestan asistencia y cui-
dan a estos pacientes complejos y la realidad en Espaiia es positiva.
Sin embargo, la no priorizacion de la nutricion y una prestacion en
un modelo organizativo fragmentado en general, indican que hay
margen de mejora. Los profesionales sanitarios no pueden ser
meros espectadores ante este hecho, y su rol estd cambiando de
forma inexorable. Ya no es suficiente con obtener resultados finales
en salud con el excelente ejercicio de las competencias profesionales
cldsicas, sino que su rol y dmbito precisan ser ampliados con aspectos
relacionados con la gestion, reingenieria de procesos, innovacion y
aplicacion de las nuevas tecnologias. Por lo tanto, podemos afirmar
que el profesional sanitario de alto valor en el antropoceno inme-
diato debe construir una organizacion mds operativa y holistica,
pero sobre todo enfocada a las necesidades individuales de cada
paciente. Por ejemplo, deben liderar equipos complejos y optimizar
|a eficiencia para hacer que su tarea clinica sea sostenible en el
tiempo y mejorar asi la experiencia de los pacientes en todo su re-
corrido asistencial.

El entorno en el que trabajan esos clinicos estd cambiando
de forma importante y se hace necesario, por ejemplo, usar todo el
potencial disruptivo que ofrecen las Tecnologias de la Informacion
y Comunicacion (TICs) para ofrecer cuidados a distancia, facilitando
al enfermo su permanencia en casa, en la comunidad o en un en-
torno mds familiar. Por ofro lado, la tendencia internacional apunta
a un desarrollo cada vez mayor del domicilio como centro de cui-
dados. En 2012, un metaandlisis de 61 ensayos de asignacion ale-
atoria y controlados encontrd que los pacientes hospitalizados en

el hogar tenian una tasa de mortalidad a los seis meses entre un
19 % y un 38 % menor que los hospitalizados (6). Todo esto hace
que el rol de los profesionales sanitarios sea mds complejo en este
entorno, y slo los mds capacitados serdn definitivamente los que
podrdn co-crear con sus pacientes la modalidad de prestacion sani-
taria y de salud que satisfaga de forma adecuada a éstos y a ellos
mismos para, finalmente, poder implementar dichas mejoras.

2. EPIDEMILOGIA Y CONSECUENCIAS DE LA DESNUTRICION
RELACIONADA CON LA ENFERMEDAD

El concepto de desnutricion se refiere a una situacion cli-
nica provocada por un déficit de nutrientes (proteinas, nutrientes
energeéticos, oros nutrientes), que conlleva cambios en la composi-
cion corporal de los sujetos (pérdida de peso, de masa magra y
masa grasa) que van a afectar a la funcion de los distintos tejidos y
organos del individuo y que repercuten negativamente en la evo-
lucion clinica de los sujetos (7). El origen de ese déficit de nutrientes
puede deberse a una ingesta inadecuada (pérdida de apetito, pro-
blemas socioecondmicos), a un aumento de las pérdidas (diarrea,
sindromes malabsortivos) o a un aumento de los requerimientos
(ligados a la enfermedad).

De acuerdo con el documento de consenso de definicion y
clasificacion de la desnutricion entre la ESPEN y la ASPEN (American
Society for Parenteral and Enteral Nutrition), es importante conocer
la existencia de inflamacion para poder clasificar de forma adecuada
la desnutricion . Esto nos sirve para distinguir la desnutricion por
ayuno (caracteristica de los paises subdesarrollados o de los pacien-
tes con anorexia nerviosa) en la que la causa de la desnutricion es
el déficit de nutrientes, de la desnutricion relacionada con la enfer-
medad (DRE) mucho mds prevalente en nuestro enforno sanitario,
de etiologia multifactorial y en la que siempre estd presente un
componente inflamatorio mds o menos importante.

En los pacientes con DRE crénica (insuficiencia respiratoria,
renal, cardiaca, hepdtica, obesidad sarcopénica, artritis reumatoide,
cdncer de pdncreas, efc.) existe una inflamacion cronica de grado
leve a moderado, mientras que en aquellos con DRE aguda (infec-
ciones graves, politraumatismos, quemaduras, efc.) existe un com-
ponente inflamatorio agudo de grado importante.

La DRE ocurre en todos los niveles de atencion sanitaria
(atencion primaria, especializada, residencias y hospitales). Es un
problema que afecta a todos los paises y se calcula que en Europa
el 5% de la poblacion estd desnutrida o en riesgo de desnutricion
y este porcentaje aumenta al 10% entre los ancianos. En el estudio
PREDyCES, la prevalencia de DRE fue mayor en los pacientes con
enfermedades neopldsicas (35 %), del sistema circulatorio (29 %)
y respiratorias (28%). La prevalencia de DRE también varia segin

Gestion integral de la nutricion artificial domiciliaria:
humanizacion e innovacion al servicio del paciente

| , 253
José Manuel Martinez Sesmero



el nivel asistencial. Asi se calcula que afecta al 2 % en ancianos
sanos en residencias publicas espaiolas, al 5-8 % de los ancianos
en domicilio, al 50 % de los ancianos enfermos institucionalizados,
a un 44% de los ancianos ingresados en hospital por patologia mé-
dica y hasta un 65 % de los ancianos ingresados por patologia qui-
rirgica (5).

La DRE altera la respuesta inmunitaria facilitando la apa-
ricion de infecciones, ademds de favorecer la aparicion de tlceras
por presion. Todo ello retrasa la recuperacion del paciente y, por lo
tanto, se prolonga la estancia hospitalaria. Se incrementa la tasa
de reingresos prematuros y se altera la independencia del individuo
y su calidad de vida. Lo cual contribuye a aumentar la morbimor-
talidad y repercute negativamente en los costes sanitarios.

Segn los resultados del estudio PREDyCES, el coste de la
hospitalizacion se incrementa al menos un 50 % en los sujetos con
desnutricion (5). Un porcentaje destacado de pacientes (10%) se
desnutren durante su estancia hospitalaria, y este subgrupo repre-
senta los costes mds elevados. Asimismo, en este estudio se pudo
observar que el coste se multiplicaba por dos en los pacientes des-
nutridos (12.237 € vs. 6.408 €). Los costes directos de la desnutricion
hospitalaria se estimaron en 1,143 millones anuales en 2009, lo
que supone el 1,8 % del gato sanitario del sistema nacional de
salud (8).

3. NUTRICION ARTIFICIAL DOMICILIARIA: TIPOLOGIA E
INDICACIONES

Segun las guias de la ASPEN, las indicaciones del soporte
nutricional especializado domiciliario son las mismas que las del hos-
pitalario (9). Se considera a un paciente candidato al soporte nutri-
cional domiciliario cuando cumple criterios de inclusion derivados de
su enfermedad de base y unas condiciones sociales que permiten un
mantenimiento adecuado en el medio no hospitalario (10) (Tabla
1).

En el caso de la NPD, los pacientes candidatos presentan
un sindrome de intestino corto con capacidad funcional absortiva in-
testinal, debido a una escasa longitud intestinal o a una afectacion
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de las dreas absortivas. Algunos ejemplos son: pacientes con molti-
ples resecciones infestinales por enfermedad de Crohn, casos de en-
teritis rddica o trombosis mesentérica. Por tanto, la NPD estaria
indicada cuando el tracto gastrointestinal no es funcional o accesible,
en los casos de fallo intestinal y en pacientes malnutridos con mala
respuesta al tratamiento con NE, asi como en aquellos casos en que
es imposible utilizar la nutricion enteral por imposibilidad de obtener
un acceso al tubo digestivo.

La NPD se utilizo por primera vez en 1967 en EE.UU. Los
primeros pacientes europeos se localizan en Dinamarca en 1970. En
Espaiia, los primeros casos datan de 1984, indicada, en un principio,
para el fallo intestinal sin enfermedad maligna de base. En relacion
con el paciente oncoldgico, la NPD ha experimentado, en siete aios,
un incremento de un 43 % (11).

Son candidatos a la NED aquellos pacientes que no pueden
cubrir sus necesidades nutricionales mediante la alimentacion oral,
pero mantienen una capacidad funcional intestinal suficiente para
ser alimentados por via digestiva (Figura 1). Ademds de la indicacion
por la patologia de base, se deben valorar ciertos criterios para el
mantenimiento del soporte nutricional en el domicilio del paciente.
La situacion clinica del paciente debe ser apropiada para permitir su
traslado al domicilio y debe encontrarse estabilizada la enfermedad
de base. Antes de que el paciente se traslade a su domicilio, hay que
asegurarse que folera perfectamente el tratamiento, manteniendo
las mismas caracteristicas respecto a volumen, formula y tiempos de
infusion que se pretende aplicar en el domicilio. En el caso de la NED,
si el paciente presentara diarrea o molestias abdominales, y en la
NPD, trastornos hidroelectroliticos o metabélicos (fundamentalmente
hiperglucemia), se deberia retrasar el momento del alta hasta la es-
tabilizacion del paciente (9) (Tabla 2).

El entorno familiar y social del paciente debe ser favorable,
asi como las expectativas de mejora de la calidad de vida, ya que
una de las principales finalidades del soporte nutricional domiciliario
es mejorar la calidad de vida de los pacientes, ademds de restaurar
o mantener un adecuado estado nutricional. En el caso de la NPD,
se debe estimar una duracion del tratamiento de 4-5 semanas, como
minimo, y una expectativa de vida igual o superior a 3 meses (10).

Tabla 1. Criterios de Seleccion de pacientes candidatos a Nutricion Parenteral Domiciliaria

*  Posibilidad de trasladar al paciente a su domicilio
*  Entorno social y familiar favorable

*  Expectativas de mejoria de calidad de vida

*  Tolerancia demostrada al tratamiento nutricional (nutricion artificial)

*  Comprension por parte del paciente y/o cuidadores del programa educativo

Fuente: Martinez MA, Arbones MJ, Bellido D. Nutricion artificial domiciliaria. Endocrinol Nutr 2004;51(4):173-8
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Tabla 2. Conocimientos del paciente y/o cuidadores imprescindibles en la Nutricion Enteral Domiciliaria

*  Qué es la Nutricion Enteral

*  (udl es la via de administracion

*  Qué material necesitard

*  (omo utilizarlo y conservarlo

*  (omo preparar y conservar la dieta

*  (6mo administrar la Nutricion Enteral
*  Qué complicaciones pueden surgir

e (omo prevenir dichas complicaciones

*  Qué actitud tomar ante la aparicion de complicaciones: resolverlas, contactar con equipos de apoyo

*  Qué controles deben realizar: temperatura, diresis, deposiciones, control de peso

*  Manejo de aparatos que puedan necesitar: bombas y equipos de infusion

Fuente: Martinez MA, Arbones MJ, Bellido D. Nutricion artificial domiciliaria. Endocrinol Nutr 2004;51(4):173-8

La composicion de la NP que el paciente se administrard
en su domicilio debe establecerse antes del alta, cuando esté ingre-
sado en el hospital, y las modificaciones se realizardn en funcion
de la situacion dinica y los resultados analiticos (12). Las necesida-
des nutricionales de cada paciente se deben individualizar, consi-
derando la enfermedad de base y el estado nutricional. Lo mds
frecuente es que la NPD se utilice durante un periodo de tiempo
prolongado, por lo que se debe asegurar un aporte completo de
todos los nutrientes esenciales, a fin de evitar deficiencias posteriores
(3). En el caso de la NED, las formulas de NE son productos consti-
tuidos por una mezcla de macro y micronutrientes que se adminis-
tran por via digestiva. Se dispone en el mercado de distintos tipos
de dietas, como se especifica a continuacion: formulas completas
generales, formulas especiales, suplementos, mdulos y productos
dietéticos. Estas formulas y productos se clasifican en funcion de la
complejidad de los nutrientes, contenido de proteinas y calorias, asi
como su contenido en fibra y su osmolaridad.

4. SOPORTE NUTRICIONAL ARTIFICIAL EN UN CONTEXTO DE
ATENCION SANITARIA LIQUIDAY TRANSFORMACION
DIGITAL

El modelo asistencial en el que se presta la NPD estd or-
ganizado en silos, lo que provoca fragmentacion de cuidados, con
un problema afiadido, por la existencia de una enfermedad de base
a manejar clinicamente. La evidencia indica que la fragmentacion
del sistema incrementa el gasto en un 77,6 % (13).

Los planes de nutricion parenteral para los pacientes on-
cologicos y quirdrgicos complejos son, en general, bien implemen-

tados mientras el paciente estd en el hospital. Sin embargo, no
existe una buena comunicacion con los prestadores de atencion pri-
maria, bien por ser insuficiente o por estar poco estructurada, con
lo cual, puede ocasionar un impacto negativo para su fratamiento
y recuperacion nutricional. Desafortunadamente, el paciente no
transita de la mejor forma posible por el sistema, ya que los sistemas
de salud siguen sin poner el foco en el paciente, sino en las enfer-
medades concretas. El paciente es quien mds sufre la fragmentacion
de cuidados; asi pues, el propio enfermo debe convertirse en el ele-
mento integrador necesario en la trayectoria de cvidados (Figura2).

Es evidente que esto se corregird, en parte, con la imple-
mentacion entre niveles. En estos momentos, no toda Espaia dis-
pone de esta herramienta y, fundamentalmente, las interconsultas
hospitalarias actdan como mecanismo de coordinacion entre servi-
cios. Es por ello que la propia HCE, alli donde estd implantada, es
un elemento integrador esencial para facilitar la comunicacion.

En la Gltima década se ha acuiiado el concepto de “hospi-
tal liquido”, que pretende sacar la atencion sanitaria de las cuatro
paredes fisicas del hospital mediante el uso de diferentes herra-
mientas de base tecnoldgica, por ejemplo, las TICs. De esta forma,
se mejora la interrelacion profesional sanitario-paciente y también
las que existen entre los diferentes profesionales sanitarios impli-
cados, teniendo como principales obijetivos facilitar la atencion de
los pacientes y la promocion del intercambio de conocimientos entre
profesionales. Los elementos que forman parte de la iniciativa hos-
pital liquido son, entre otros: e-Salud (e-Health), las redes sociales,
los portales temdticos y los espacios virtuales (14) (Figura 2).

Ningin proyecto de transformacion digital seria compren-
sible sin tener en cuenta a las personas involucradas, aquellas que
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deben necesariamente llevarlo a cabo: personal sanitario y pacientes.
Asi, serdn los propios trabajadores de los centros sanitarios quienes
tengan que poner en prdctica las estrategias diseniadas para derribar,
metaféricamente hablando, las paredes de los centros y para ello
deben recibir la formacion necesaria. Ademds, se debe ser capaz de
demostrar las ventajas de estas nuevas formas de proceder, para im-
plicarles en ellas a fin de que formen parte de los procesos de mejora
necesarios para afinarlos. Deben sentirse escuchados, que se les tiene
en cuenta, que son parte del proceso y no meros ejecutores.

Respecto a los pacientes, no se puede olvidar que sin ellos
nada de este proyecto de transformacion tendria sentido y, por lo
tanto, sus opiniones y solicitudes deben formar parte también de los
procesos de transformacion. Deben ser ellos quienes marquen las
prioridades, identifiquen sus necesidades y participen en la puesta
en marcha de las iniciativas tendentes a extender los procesos mds
alld de los limites fisicos de los centros.

Un nuevo modelo basado en redes de informacion sobre
el cual compartimos conocimiento y que potencia la participacion y
conversacion, ha derivado en un nuevo tipo de sociedad a la que los
ciudadanos se estdn adaptando y empiezan a aprovechar todas aque-
llas herramientas que hacen la vida mas fdcil y pueden también me-
jorar su salud. De esta forma ha aparecido el movimiento de los
“e-pacientes”, que son aquellos que integran lo digital en todo lo
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que concierne a su salud o la de ofras personas de su entorno: bus-
queda de informacion, participacion en redes sociales o comunidades
de pacientes, comunicacion con profesionales e instituciones, etc. (Fi-
gura 2).

No existe un limite definido de lo que es un “e-paciente” y
lo que no, ya que tanto los grados de alfabetizacion digital como los
de empoderamiento son muy variables en cada persona. Pero si po-
demos decir que el e-paciente es en definitiva aquella persona que
quiere tener un mayor poder de participacion y desea ser responsable
en la toma de decisiones que afectan a su salud. De manera andloga,
existe el concepto de “e-profesional” de la salud, ya que éstos no
pueden quedarse atrds o actuar de forma reactiva ante las nuevas
demandas de la sociedad, sino que deben adoptar una actitud pro-
activa y aceptar las tecnologias maviles, y por tanto la TICs en gene-
ral, como una oportunidad Gnica de mejorar en su trabajo y aportar
valor a las personas que atienden (15).

5. HUMANIZACION Y MEJORA DE LA CALIDAD DE VIDA EN
EL PACIENTE CON NUTRICION ARTIFICIAL DOMICILIARIA

Segn el Diccionario de la Lengua Espafiola (16) humani-
zar es “hacer humano, familiar, afable a alguien o algo”. Es “ablan-
darse, desenojarse, hacerse benigno”. Qué duda cabe que, cuando

HOSPITAL
HOSPTALZAGION |, (RSN
FAMILIA

@

Hospital Liquido
e-Salud
e-Pacientes
e-Profesional

~

Educacion y
gestion
compartida

ATENCION \
PRIMARIA

Figura 2. Modelo asistencial en Nutricion Artificial Domiciliaria. La ufilizacion de nuevas Tecnologias de la informacion y Comunicacion mejora y agiliza la interrelacion
profesional sanitario-paciente reduce el gasto sanitario y mejores resultados de salud. Esta interaccion lleva al concepto de Hospital liquido (que fluye). Para mds datos
consultar texto. Modificado de Martinez MA, Arbones MJ, Bellido D. Nutricion artificial domiciliaria. Endocrinol Nutr 2004;51(4):173-8
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un ciudadano se acerca a un centro sanitario porque necesita asis-
tencia sanitaria, espera recibir una atencion “humanizada”. Esta
palabra la usamos habitualmente para expresar el deseo de que
algo sea bueno, se ajuste a la condicion humana, responda a la dig-
nidad de la persona. No es lo mismo ser humano, que vivir y com-
portarse humanamente.

Los profesionales de la salud deben caracterizarse por po-
seer riqueza de humanidad, manifestada especialmente por un
compromiso con los sujetos vulnerables. Se traduce también en una
predisposicion a escuchar y comprender a las personas, por su inte-
rioridad, mundo y cultura. Cuidar es una tarea fundamental de la
condicion humana (17).

Las principales barreras de la humanizacion de la asis-
tencia sanitaria son la falta de tiempo de los profesionales, la esca-
sez de recursos humanos y econémicos, la insuficiente formacion y
sensibilizacion de profesionales sanitarios, asi como la formacion
de los propios pacientes. Estos factores también deben aplicarse al
dmbito de la gestion y organizacion sanitaria relativa a la NAD, es
por ello que se debe analizar concienzudamente los procesos de
atencion a los pacientes candidatos a NAD, desde una perspectiva
de mejora de su calidad de vida y un adecuado fomento de su ex-
periencia en la cadena de cuidados sanitarios.

Un ejemplo paradigmdtico de tratamiento nutricional en
el domicilio es el del paciente oncoldgico. La NAD es una alternativa
terapéutica fdcil y asequible para aquellos pacientes oncoldgicos
con fallo oral o intestinal, que no requieran otras medidas terapéu-
ticas de dmbito hospitalario. El principal objetivo de la NAD es me-
jorar la calidad de vida del paciente oncoldgico. Ello implica un
enfoque multidisciplinario y coordinado entre el equipo responsable
del soporte, la familia y todos los profesionales implicados en el
tratamiento.

Es dificil valorar los efectos de la nutricion en este aspecto
en un paciente con cdncer avanzado: la mejoria del estado funcio-
nal, la disminucion de los sintomas y el menor ndmero de compli-
caciones son variables dificiles de medir en estos pacientes. Pero lo
que indiscutiblemente brinda un adecuado soporte nutricional es la
posibilidad de adelantar el alta hospitalaria con la consecuente rein-
tegracion del paciente a su medio. Esto repercute positivamente en
el estado animico del paciente y, en muchas ocasiones, le permite
reincorporarse a un ritmo de vida razonablemente normal. En ge-
neral, se acepta que la NAD representa un cambio positivo en la
calidad de vida de los pacientes con cdncer (18).

Un estudio reciente desarrollado en el dmbito del paciente
oncoldgico define los criterios de seleccion que permiten la identi-
ficacion de pacientes que se pueden beneficiar de la NAD. Esta in-
vestigacion, llevada a cabo por Ruggeri et al. (19), ha demostrado
que la NAD puede ser eficaz para evitar la muerte por desnutricion
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en el 73% de los pacientes, y para mantener o mejorar el estado
de funcionalidad o Karfnosky Performance Status (KPS) durante al
menos un mes en el 90% de los casos. Asimismo, se demuestra que
los beneficios proporcionados por la NAD en el grado de supervi-
vencia y de la calidad de vida dependen del grado de caquexia al
inicio de la NAD.

Los pacientes que reciben NPD requieren un estrecho se-
guimiento para comprobar la eficacia del tratamiento, realizar las
modificaciones necesarias en funcion de la evolucion clinica y de-
tectar y resolver los problemas que pudieran surgir. Este seguimiento
se realizard por todos los profesionales implicados en el proceso, la
Unidad de Nutricion, el Servicio de Farmacia y el Servicio de Hos-
pitalizacion a Domicilio, cuando sea necesario. Se deben realizar
evaluaciones linicas y analiticas con una frecuencia que se deberd
ajustar en funcion de la estabilidad del paciente, la patologia de
base y la folerancia al tratamiento (20).

6. EPIDEMIOLOGIA Y EFICIENCIA DEL SOPORTE NUTRICIONAL
A DOMICILIO

En Espaiia, solo un tercio de los pacientes con riesgo de des-
nutricion al alta reciben apoyo nutricional (suplementos orales o nu-
tricion enteral/parenteral) (21). Sin embargo, sabemos que un
adecuado soporte nutricional mejora el estado general del paciente,
aumenta la folerancia al tratamiento y su eficacia, disminuyendo asi
mismo la mortalidad; en definitiva, existen evidencias de que el estado
nutricional incide en los resultados finales de morbimortalidad, coste
y calidad de vida (22). Por otro lado, la disminucion de los costes del
tratamiento con respecto a los costes hospitalarios se estima en un
75% en los pacientes con NED y en 60-76% en pacientes con NPD
(23).

Segin los datos obtenidos del registro del grupo NADYA-
SENPE (www.nadya-senpe.com) del afio 2017 (24), se registraron 308
pacientes con NPD (54,5 % mujeres) -38 nifios y 270 adultos-, pro-
cedentes de 45 hospitales espafioles; en fotal 312 episodios, lo que
representa una fasa de prevalencia de 6,61 pacientes/millon de ha-
bitantes/afio. El diagndstico mds frecuente en adultos fue “oncoldgico
paliativo” (25,6 %), seguido de “ofros”. En nifios fue la enfermedad
de Hirschsprung, con seis casos (15,8%). El primer motivo de indica-
ion fue sindrome de intestino corto tanto en nifios (55,3 %) como en
adultos (33,7 %). El tipo de catéter mds utilizado fue el tunelizado
tanto en nifios (74,3 %) como en adultos (38,2%). Finalizaron 81
episodios; la causa mds frecuente fue el fallecimiento (62,9%) y que
pasaron a ser fratados por via oral (34,7 %). Estos datos indican que
se mantiene el incremento progresivo de centros y profesionales co-
laboradores en el registro de pacientes que reciben NPD, y que las
principales indicaciones de NPD y de motivo de finalizacion, también
se mantienen estables.
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Si comparamos el uso de NPD en Espaiia frente a otros
paises europeos, empleando como fuente de datos el registro na-
cional del Grupo NADYA (Nutricion Artificial Domiciliaria y Ambu-
latoria) de la Sociedad Espariola de Nutricion Parenteral y Enteral
(SENPE), la prevalencia de NPD presenta una tasa entre dos y cinco
veces inferior a las de otros paises europeos, mientras que las tasas
de poblacion subsidiaria de este tipo de tratamiento se estima que
podrian ser similares a las de paises como Reino Unido, Italia o Ale-
mania (25). Los estudios epidemioldgicos llevados a cabo en Europa
por el Home Artificial Nutrition Working Group de la ESPEN regis-
traron en 2011 una prevalencia de adultos con NPD de entre 3,25
y 6,6 pacientes/millon de habitantes. Respecto a la variabilidad de
uso de la NPD en pacientes con cdncer, varia del 60% en ltalia al
20-30 % en Espaiia, Francia y Bélgica y slo el 8% en Reino Unido
(22). Segun los registros NADYA-SENPE, la patologia oncolégica
ocupa el primer lugar para indicar NPD desde 2003. En 2013, el
grupo oncoldgico ocupaba el 30,7 % (en tratamiento paliativo 20,1
% y con tratamiento radical 10,6 %), seguida por otras patologias.
En el Gltimo registro publicado, de 2014, se observa un ligero au-
mento en el tratamiento de esta patologia, ya la neoplasia paliativa
ocupaba el 20,4% y la neoplasia con tratamiento radical, el 11,8
% (26).

Los estudios de coste-efectividad de la NPD son muy es-
casos y poco extrapolables a nuestro pais por estar realizados en
diferentes sistemas sanitarios. Dentro del dmbito europeo de Reino
Unido, Francia y Holanda, la evidencia cientifica disponible sugiere
que, comparada con la alternativa de trasplante intestinal, la NPD
resultd en un menor coste por afio de vida al tiempo que parece ser
claramente mds adecuada de la perspectiva de la coste-efectividad
comparada con el mismo tipo de tratamiento administrado en el
hospital (27).

7. ROL DE LA FARMACIA HOSPITALARIA EN LA NUTRICION
DOMICILIARIA

El documento desarrollado por el Grupo de Nutricion de
la Sociedad Espaiiola de Farmacia Hospitalaria (SEFH) con la pro-
puesta de estandarizacion del SNE (28) supuso una mejora en la
prdctica de esta modalidad terapéutica entre nuestro colectivo.
Estos estandares reflejan la prdctica considerada de referencia
para asegurar una atencion nutricional de calidad, segura y efi-
ciente.

La NPD se ha de preparar en condiciones de estricta
asepsia, en cabinas de flujo laminar horizontal y por un servicio
acreditado para ello, realizandose asi a través de los Servicios de
Farmacia Hospitalaria (SFH). Desde el SFH se preparan las bolsas
de NP de forma individualizada para cada paciente, en funcién
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de su patologia y requerimientos nutricionales. El farmacéutico
encargado de la ferapia parenteral ha de realizar un control de
calidad para comprobar que las condiciones de preparacion son
correctas, asi como del material de elaboracion, todo ello previo
a la dispensacion del tratamiento. La dispensacion de NPD re-
quiere tradicionalmente del desplazamiento del paciente o sus fa-
miliares al hospital una o dos veces por semana. Si el paciente
estd a cargo de la Unidad de Hospitalizacion a Domicilio (UHD),
un miembro de dicha unidad es el responsable de recoger las nu-
triciones semanalmente.

El desplazamiento del paciente al hospital, ademds de
|a recogida de la terapia parenteral, es necesario para la coloca-
cion por parte de enfermeria de las vias de accesos para facilitar
la alimentacion a lo largo de la semana, asi como para la recogida
de todo el material requerido para poder alimentarse de la mejor
manera posible y evitar complicaciones innecesarias.

Como alternativa a la elaboracion de la NP en el Servicio
de Farmacia, existen servicios de catering que elaboran las dietas
de forma individualizada de acverdo con la solicitud del SFH. El
paciente gana en comodidad puesto que se le garantiza el sumi-
nistro periodico de la NP en el domicilio del paciente, incluso en
periodo de vacaciones alli donde se encuentre temporalmente,
evitando los desplazamientos al hospital. El drea de nutricion ar-
tificial se encarga de la realizacion de un seguimiento estrecho y
monitorizacion de los pacientes, por lo que ante cualquier cambio
en los pardmetros clinicos o analiticos se valora la suplementacion
o sustitucion de cualquier nutriente que sea necesario.

La NED, a diferencia de la NPD, no se dispensa en los
SFH, sino que se recoge en las oficinas de farmacia con una receta
médica que requiere visado de inspeccion. Constituyen una excep-
cion los pacientes ingresados en la UHD, a los que si se dispensa
la NE desde el Servicio de Farmacia. En algunas CC.AA., como Ca-
taluiia y Galicia, la NED se dispensa en el SFH, donde ademds se
llevan a cabo las actividades de seguimiento y racionalizacion del
tratamiento.

Una vez establecida la necesidad de NAD, es preciso lle-
var a cabo un riguroso programa de educacion y entrenamiento
a los pacientes y/o cuidadores que permita poner en prdctica una
nutricion eficaz, reduciendo al maximo las complicaciones y pro-
curando facilitar en lo posible la independencia y autosuficiencia
de los pacientes. El programa debe comprender aspectos tales
como: conocimiento del motivo de la indicacion, método de ad-
ministracion, cuidados de la via de acceso y material necesario,
correcta manipulacion y almacenaie de la formula, mantenimiento
del equipo de administracion y normas de infusion, reconocimiento
y respuesta adecuada ante complicaciones, descripcion de la es-
tructura sanitaria de apoyo, modo de contacto ante cualquier duda
o problema y garantizar todos los aspectos éticos y legales (29).
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Los equipos multidisciplinares aportan importantes bene-
ficios a los pacientes y a los profesionales que los atienden. Estos
beneficios incluyen mejoras en los resultados en salud, mayor sa-
tisfaccion de los usuarios y un uso mds eficiente de los recursos. En
la prdctica dlinica actual, aunque cada vez el movimiento hacia un
mayor trabajo en equipo parece despertar, se detecta ain, la escasa
existencia de trabajo conjunto estructurado y continuado entre los
agentes implicados en la nutricion parenteral domiciliara. Existe re-
corrido de mejora en la coordinacion entre dichos agentes. Parece
necesaria una participacion mayor de endocrinos, nutricionistas y
farmacéuticos de hospital en las unidades multidisciplinares que
atienden a los pacientes con NAD, ademds de sequir participando
en comisiones de tumores y comisiones de nutricion pero que a veces
avanzan de forma paralelq, sin demasiada inferconexion.

El campo de la NAD no debe ser ajeno a la aplicacion del
concepto “Gestion Clinica”, entendido como la estrategia que per-
mite sistematizar y ordenar los procesos de atencion sanitaria de
forma adecuada y eficiente. Esto implica algo mds que un modelo
de administracion de nuestros servicios de salud. Se trata de un ver-
dadero cambio de actitud no sélo del personal administrativo, sino
de todo el personal asistencial, que deberd asumir el liderazgo de
las tareas administrativas garantizando el logro de los objetivos de
la institucion. Para ello tendrd como eje de todas las actividades
médicas y administrativas al paciente que acude a solicitar nuestra
atencion (30).

Finalmente, todos estos profesionales sanitarios deben ser
coparticipes del concepto “Decision Clinica Compartida”, en la que
hay dos expertos, el profesional sanitario que pone la técnica y el
paciente que pone la vida, que juntos elaboran el plan terapéutico
personalizado, en un didlogo de busqueda de las actuaciones mds
adecuadas.

8. CONCLUSIONES

Desafortunadamente, muchas veces la nutricion queda re-
legada a un segundo plano en las politicas estratégicas de salud y
en nuestras organizaciones no se integra como objetivo prioritario.
Se eclipsa el problema por la existencia de otras enfermedades de
base. Sin embargo, el problema nutricional es sistémico clinicamente
y no es drgano-dependiente.

Con los datos que disponemos en Espaiia procedentes del
registro NADYA, podemos afirmar que el empleo de la NPD es
menor respecto a otros paises de similares caracteristicas socioeco-
nomicas y sanitarias de nuestro entorno. No obstante, a fecha de
hoy no se tiene seguridad de cudl seria la tasa ideal de empleo de
la NPD.

§
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Debido a esa logica sistémica y, por lo tanto, a la necesidad
de un abordaje multidisciplinar y coordinado, es probable que la
nutricion requiera un cambio estratégico general. Es de gran im-
portancia la coordinacion del equipo de soporte, con una estructura
basica de médico y farmacéutico expertos, enfermeria especializada
y dietista, asi como la importancia de la gestion global del paciente,
es decir, aspectos no sélo clinicos, sino de organizacion y gestion
global de un proceso.

En cuanto a la transformacion tecnoldgica en el dmbito
de la salud, resaltar que debe basarse en el componente humano.
Tecnologia y experiencia de paciente han de ir siempre de la mano
para lograr mejores resultados y una gran calidad en cuanto a la
experiencia y atencion de pacientes.

Se recomienda el empleo de NPD en pacientes con enfer-
medad benigna y fallo intestinal, ya que demuestra beneficios en
el estatus nutricional, calidad de vida y supervivencia. Por otro lado,
ofros estudios sugieren que en pacientes con cdncer avanzado en
tratamiento paliativo, con expectativa de vida de mds de tres meses
y con fallo intestinal, la calidad de vida puede mejorar sensible-
mente con la NPD.

Por Gltimo, se demuestra que la NPD es una alternativa
con un balance de coste-efectividad adecuado en relacion con la
atencion hospitalaria cldsica, lo que redunda en la adopcion del cri-
terio de eficiencia como elemento de priorizacion en sanidad.

9. REFERENCIAS

1. ESPEN guidelines on definitions and terminology of clinical nutrition.
Clin Nutr. 2017 Feb; 36(1):49-64. doi: 10.1016/j.clnu.2016.09.004.
Epub 2016 Sep 14.

2. ConT-SEE. Terms, concepts and definitions in clinical artificial nutrition.
The ConT-SEEN Project Endocrinologia, Diabetes y Nutricion (English
ed.), Volume 65, Issue 1, January 2018, Pages 5-16.

3. de Cos Blanco Al, Gémez Candela C. Concepto, Objetivos, Sistematica
de trabajo y composicion del Grupo Espaiol de Nutricion Artificial Do-
miciliaria y Ambulatoria. (NADYA). En: Manual de nutricion arfificial
domiciliaria y ambulatoria. Procedimientos educativos y terapéuticos.
NADYA. Disponible en https:// nadya-senpees.sserver.es/pdf/ma-
nualn.pdf

4. Wendy Everett, Christina Badaracco, Sharon McCauley, «From hospital
to home: Why nutrition counts» Health Affairs, 2020. Disponible en
hitps://www.healthaffairs.org/do/10.1377/hblog20200117.329745/f
ull/

5. Plana Vila M et al. The burden of hospital malnutrition in Spain: methods
and development of the PREDyCES® study. Nutr Hosp. 2010 Nov-
Dec;25(6):1020-4.

Gestion integral de la nutricion artificial domiciliaria:

humanizacion e innovacion al servicio del paciente 259 I

José Manuel Martinez Sesmero



0

R

6. Caplan GA, Sulaiman NS, Mangin DA, Armanino Ricotta N, Wilson AD,
Barclay L, A meta-analysis of Hospital in the home, Med J Aust,
2012;197(9):512-9.

7. GLIM criteria for the diagnosis of malnutrition - A consensus report from
the global clinical nutrition community. Clin Nutr. 2019 Feb;38(1):1-
9.

8. Ledn-Sanz M et al. PREDyCES study: The cost of hospital malnutrition
in Spain. Nutrition. 2015 Sep;31(9):1096-102.

9. A.S.PEN. Board of Directors and the Clinical Guidelines Task Force. Gui-
delines for the use of parenteral and enferal nutrition in adult and pe-
diatric patients. JPEN 2002;26:15A-1385A.

10. Gomez Candela C, de Cos Blanco Al. Seleccion de pacientes candidatos
a Nutricion Artificial Domiciliaria y Ambulatoria. En: Manual de nutricion
artificial domiciliaria y ambulatoria. Procedimientos educativos y fera-
péuticos. ~ NADYA. ~ Disponible en  https;//nadya-senpees.
sserver.es/pdf/manualn. pdf

11. Wande-Berghe C. Cuerda-Compes C, Alvarez-Herndndez J, Pereira-Cu-
nill JL, Carabaia-Pérez F, Gomez-Candela C, Nutricion parenteral do-
miciliara en paciente oncologicos. Hos Domic 2017, vol. 1, pp. 65-72.

12. Moreno Villares JM. Composicion de las formulas de nutricion paren-
feral. Nutr Hosp Supl. 2009;2(1):8-12.

13. Frandsen BR, Joynt Ke, Rebitzer JB, Jha AK. Care fragmentation, quality
and costs among chronically ill patients. AIMC, 2015;21(5): 355-62.

14. La eSalud y el Hospital Liquido. Disponible en https://hablandoesa-
lud.wordpress.com/2017/01/09/la-esalud-y-el-hospital-liquido/

15. Los nuevos e-Pacientes y la adaptacion de los Profesionales de salud.
Disponible en https://saludconectada.com/1-3-los-nuevos-e-pacien-
tes-la-adaptacion-los-profesionales-salud/?shared = email&msg =fail

16. RAE. Diccionario de la Lengua Espafiola. In Real Academia Espafiola;
2018. Available from: http://dle.rae.es/?id =KnbmlsL

17. Plan de Humanizacion de la Asistencia Sanitaria 2016-2019: Conse-
jeria de Sanidad de Madrid. Disponible en https://www.comunidad.ma-
drid/ransparencio/sifes/default/files/plan/document/881 232 _buvem
017902 0.pdf

18. Cozzaglio L, Balzola F, Cosentino F, DeCicco M, Fellagara P, Gaggiotti
6, Gallitelli L, Giacosa A, Orban A, Fadda M, Gavazzi C, Pirovano F,
Bozzetti F. Qutcome of cancer patients receiving home parenteral nu-
frition. Italian Society of Parenteral and Enteral Nutrition (S.L.N.PE.).
JPEN J Parenter Enteral Nutr 1997,21(6):339-42.

19. Ruggeri E et al. Home artificial nutrition in palliative care cancer pa-
tients: Impact on survival and performance status. Clin Nutr. 2020 Feb
22. pii: S0261-5614(20)30084-4.

20. Gomez Enterria P, Laborda Gonzdlez L. Preparacion, métodos y pautas
de administracion de la nutricion parenteral domiciliaria. Seguimiento
de los pacientes. Educacion a pacientes y cuidadores. Nutr Hosp Supl.
2009;2(1):18-24.

Holistic management of home artificial nutrition: hu-

I ZGG manization and innovation at patient’s service

José Manuel Martinez Sesmero

. ANAlESI

RANF

21. Segura A, Pardo J, Jara C, Zugazabeitia L, Carulla J, de las Pefias R,
et al, An epidemiological evaluation of the prevalence of malnutrition
in Spanish patients with locally advanced or metastatic cancer. Clin
Nutr.2005; 24(5):801-14. S

22. Pressoir M, Desne S, Berchery D, Rossignol G, Poiree B, Meslier M, et
al, Prevalence, risk factors and clinical implications of malnutrition in
French  Comprehensive  Cancer  Centres.  Br ] Cancer
2010;102(6):966¢71.

23. C. Gomez Candela et al. Soporte Nutricional en el Paciente Oncoldgico.
Capitulo XIIT Nutricion artificial domiciliaria en el paciente oncoldgico.
Disponible en https://seom.org/seomems/images/stories/recursos/in-
fopublico/publicaciones/soporteNutricional/pdf/cap 13.pdf

24. Nutricion parenteral domiciliaria en Espafia 2017. Informe del Grupo
de Nutricion Artificial Domiciliaria y Ambulatoria NADYA. Disponible en
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo= 6718855

25. Gonzdlez Aguilera B et al. Documento de consenso de expertos de An-
dalucia y Extremadura sobre la nutricion parenteral domiciliaria. Nutr
Hosp 2017,34(4): 784-91.

26. Wanden-Berghe C, Pereira Cunill JL, Cuerda Compés C, Moreno Villares
M, Pérez de la Cruz A, Burgos Peldez R, et al. Nutricion parenteral do-
miciliaria en Espafia durante 2014. Informe del Grupo de Nutricion Ar-
tificial Domiciliaria y Ambulatoria NADYA. Nutr Hosp 2015;32:2380-4.

27. Roskott AM, Groen H, Rings E, Haveman J, Ploeg R, Serlie MJ, et al.
Cost-effectiveness of intestinal transplantation for adult patients with
intestinal failure: A simulation study. Am J Clin Nutr 2015;101:79-86.

28. Calvo MV, Sirvent M (coordinadoras). Estandares de prdctica del far-
macéutico de hospital en el soporte nutricional especializado: desarrollo
y criterios de evaluacion. Farm Hosp. 2009;33 (supl 1):5-80.

29. Curso SEFH de Nutricion Artificial Domiciliaria. Disponible en http//for-
macion.sefh.es/dpc/sefh-curso-nutricion/curso-nutricion-modulo10.pdf

30. Pérez JJ, Garcia J, Tejedor M. Gestion clinica: conceptos y mefodologia
de implantacion. Rev Calidad Asistencial 2002;17(5):305-11.

AGRADECIMIENTOS

El agradecimiento o gratitud debe estar siempre presente
en nuestras vidas, de ello se nutre nuestra alma. Asi lo reflejo el
genial Miguel de Cervantes en “El ingenioso hidalgo don Quijote
de La Mancha”. Cuando Don Quijote deja en libertad a los galeotes
que iban a las galeras y ellos se burlaron del mismo, les espetd:
“de gente bien nacida es agradecer los beneficios que reciben, y uno
de los pecados que mds a Dios ofende es la ingratitud”. Mi profundo
agradecimiento a los miembros de esta Real Academia Nacional de
Farmacia por el indescriptible honor que me hacen con este nom-
bramiento y por su amable acogida. Asimismo, quiero expresar mi
agradecimiento a la Junta de Gobierno de esta Real Academia por
haberme elegido como Académico Correspondiente, y a la Seccion



IANAI.IES I

RANF

lwww.analesranf.com

Quinta “Salud Pdblica, Alimentacion y Medio Ambiente” por ha-
berme propuesto; en especial a mi mentor y director de tesis doc-
toral, el Excmo. Sr. D. Francisco José Sdnchez Muniz. Al profesor
Sdnchez Muniz le agradezco las muchas ensefianzas que me ha
brindado, su buen humor y empatia, la importancia del trabajo en
equipo, persistir y no rendirse nunca, explorar hasta el infinito y,
sobre fodo, su amistad y confianza. Quisiera reiterar mi agradeci-
miento a esta insigne institucion por este nombramiento como Aca-
démico Correspondiente.

Doy gracias a mi familia, en particular a José Manuel, mi
padre, y a Maria del Carmen, mi madre; también a mi pareja Pilar
y a mi hija Gabriela, y a todos los amigos que me han acompaiiado
y a buen seguro me acompaiiardn en mi camino vital. La familia
es la cuna donde la vida comienza, a partir de ahora serd un honor
para mi formar parte de esta nueva familia académica.

ANEXO I. ABREVIATURAS

DRE, la desnutricion relacionada con la enfermedad;
ESPEN, European Society of Parenteral and Enteral Nutrition; HCE,
Historia Clinica Electronica; KPS estado de funcionalidad de Karf-
nosky; MNA, mini-nutritional assessment; NAD, nutricion artificial
fuera del dmbito hospitalario o domiciliaria; NADYA, Nutricion Ar-
tificial Domiciliaria y Ambulatoria; NC, nutricion clinica; NE, nutri-
cion enteral; NED, nutricion parenteral domiciliaria; NP, nutricion
parenteral; NPD, nutricion parenteral domiciliaria; NRS, nutritional
Risk Screening; SEFH, Sociedad Espaiiola de Farmacia Hospitalaria;
SFH, Servicios de Farmacia Hospitalaria; SENPE, Sociedad Espariola
de Nutricion Parenteral y Enteral; SN, soporte nutricional; SNE. So-
porte Nutricional Especializado; TICs, Tecnologias de la Informacion
y Comunicacion; UHD, Unidad de Hospitalizacion a Domicilio.

Si desea citar nuestro articulo:

Jose Manuel Martinez Sesmero

Gestion integral de la nutricion artificial domiciliaria:
humanizacion e innovacion al servicio del paciente

An Real Acad Farm [Internet].

An Real Acad Farm Vol. 86. N° 4 (2020) - pp. 257-268
DOI: http://

Gestion integral de la nutricion artificial domiciliaria:
humanizacion e innovacion al servicio del paciente
José Manuel Martinez Sesmero






IANAI.IES I

RANF

lwww.analesranf.com

LA VEGETACION ANTARTICA, CENTINELA DEL CAMBIO CLIMATICO

ANTARCTIC VEGETATION, A SENTINEL TO CLIMATE CHANGE

Leopoldo Garcia Sancho
Dpto. de Farmacologia, Farmacognosia y Botdnica. Facultad de Farmacia, Pza. de Ramon y Cajal s.n., UCM, 28040 Madrid
*corresponding author: sancholg@farm.ucm.es

REVISION
Discurso de ingreso como Académico Correspondiente en la Real Academia Nacional de Farmacia.

RESUMEN

La Antdrtida es el continente mds frio, seco, alto y ventoso; aqui, los liquenes y musgos crecen donde es mds cdlido, himedo, bajo y
protegido. En general, la produdtividad vegetal depende estrechamente de la longitud del periodo en el cwal el agua liquida estd dis-
ponible, por ello los vegetales se ven confinados a lugares con microclima excepcionalmente favorable. Es estd fuerte relacion entre
microclima y disponibilidad de agua liquida y productividad /crecimiento, lo que hace a este ecosistema potencialmente tan Gtil para
la monitorizacion del cambio dimdtico global, especialmente en lo que se refiere al incremento de temperatura. Induso un pequefio
aumento de temperatura puede suponer un marcado incremento en el drea afectada por estos periodos cdlidos produciendo alteraciones
en las comunidades vegetales. Es cada vez mds claro que existen dos Antdrtidas, la Peninsula y el continente. Se diferencian en el
factor que controla la distribucion de la biodiversidad vegetal. En la Peninsula Antdrtica la temperatura seria el factor determinante y
en el continente lo seria la disponibilidad de agua liquida. También el stress por radiacion parece limitado a la zona continental. Se
han llevado a cabo diferentes intentos de usar liquenes como monitores de cambio climdtico en regiones polares. La pristina Antdrtida
ofrece una oportunidad Gnica de estudiar el efecto del cambio climdtico a lo largo de gradientes latitudinales que se extienden entre
62°y 87°S. Tanto la diversidad de especies liquénicas, como sus tasas de crecimiento muestran correlaciones significativas con la tem-
peratura y la precipitacion anual a fravés del continente asi como con las oscilaciones climdticas de periodo corto sucedidas en la
Peninsula Antdrtica. Las inferacciones competifivas parecen ser pequefias, de modo que cada individuo se desarrolla en equilibrio con
las condiciones ambientales y, como resultado, puede indicar las tendencias en la produdividad para intervalos temporales discretos
dentro de un escenario de cambio dimdtico.

“Es todo aqui fan imponente, tan gigantescas todas las formas que las palabras no alcanzan a describirlo acertadamente. Nosotros
cwatro somos los primeros seres humanos a quienes les ha sido dado asombrarse ante estas maravillos de lo naturaleza y se nos
antoja, a veces, que habrd de pasar largo tiempo antes de que ofros pongan el pie en estos remotos parajes” (Diario de Shacklefon,
4 de Diciembre de 1908)

ABSTRACT

Antarctica is the coldest, driest, highest and windiest continent; the lichens and mosses grow where it is more warm, wet,
low and protected. Overall productivity is strongly influenced by the length of period when water is available and the plants
become, therefore, increasingly confined to areas of exceptionally good microclimate. It is this strong link between microcli-
mate, water availability and productivity/growth that makes the system so potentially useful for monitoring global climate
change, especially temperature increase. Even a small increase in temperature will markedly alter the areas over which such
warm periods occur and bring with it a marked community shift. It is becoming clear that there are two Antarcticas, the Pe-
ninsula and the main continent. These differ in the controls on biodiversity distribution, there is a probably water unlimited
but temperature-determined biodiversity cline in the Peninsula compared fo a, water controlled, temperature-independent,
fragmented vegetation in the continent. The reverse diel pattern of activity with the presence of very high light stress also
seems to be confined to the continent. Several attempts have been made to use lichens as monitors of climate change
especially in alpine and polar regions. The pristine Antarctica offers a unique opportunity to study the effects of climate
change along a latitudinal gradient that extends between 62° and 87° S. Both lichen species diversity and thallus growth
rate seem to show significant correlations to mean annual temperature and precipitation for gradients across the continent
as well as to short time climate oscillation in the Antarctic Peninsula. Competition interactions appear to be small so that in-
dividual thalli develop in balance with environmental conditions and, as a result, can indicate the frends in productivity for
discrete time intervals over long periods of time in a climate warming scenario.
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1. INTRODUCCION

La Antdrtida es conocida como el continente mds alto,
mads frio, mds seco y mds ventoso del mundo. Efectivamente, su
altura media supera los 2000 m, debido a que el continente en
si estd cubierto por un caparazon de hielo de unos dos kilometros
y medio de espesor. Ademds, en esta inmensa y elevada meseta
helada se ha registrado el record de frio en la superficie de nues-
tro planeta; -93 °C. La precipitacion media, naturalmente en
forma de nieve, es, en la mayor parte de la Antdrtida, similar a
la del desierto del Sahara. Por Gltimo, desde el interior del con-
tinente, furiosos vientos catabdticos se desploman hacia la costa,
superando con frecuencia los 300 km/h. Estas condiciones extre-
mas, que sugieren ambientes marcianos, parecen incompatibles
con la vida y en gran medida, lo son. Afortunadamente, hay épo-
cas y lugares menos hostiles que ofrecen una oportunidad para
la supervivencia. Durante el verano antdrtico la temperatura en
las zonas costeras se aproxima o incluso llega a superar el punto
de congelacion y existen numerosos lugares en la vertiente occi-
dental de la Peninsula Antdrtica o en islas cercanas, expuestos a
los relativamente templados y muy himedos vientos procedentes
del oeste, donde la precipitacion llega a superar los 700 mm
anuales, lo que supone un ambiente hiperhdmedo para estas lo-
titudes (1).

Pero, independientemente del clima, la vida vegetal en
la Antdrtida solo es posible en el escaso 0,5 % del continente
descubierto de hielo. Para una extension de 14 millones de kilo-
metros cuadrados, esto supone que la vida queda restringida a
unos 70.000 km2, una extension similar a Andalucia, aunque in-
tensamente fragmentada en un rosario de mindsculas localidades
costeras y nunataks que orla el continente. La zona mds extensa
libre de hielos, pero también la mds inhdspita, son los Valles
Secos de la region de McMurdo, que alcanzan los 14.000 km2
(2).

Asi pues, la vida vegetal antdrtica estd condicionada
tanto por factores climdticos extremos, como por la acusada frag-
mentacion de hdbitat. Los avances recientes en biologia molecu-
lar nos permiten explorar las relaciones filogeogrdficas entre
poblaciones aisladas y determinar su origen y sus migraciones a
través de los avatares climdticos y geoldgicos ocurridos desde
tiempos remotos (3). Por otra parte, las técnicas de ecofisiologia,
perfeccionadas en las dltimas décadas, ofrecen la oportunidad
de conocer el funcionamiento vegetal de forma continua, auto-
mdtica y en su ambiente natural, incluso bajo las condiciones
mds exiremas (4).
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2. LA FLORA ANTARTICA; DIVERSIDAD Y PATRONES DE
DISTRIBUCION

A pesar de las restricciones geogrdficas y climdticas, la
vida vegetal (liquenes y musgos) en la Antdrtida se encuentra
hasta en los afloramientos rocosos mds meridionales, a 87° S (5).
Sin embargo, la mayoria de los vegetales antdrticos se concentran
en zonas mucho menos extremas y relativamente templadas, fun-
damentalmente en la region denominada Antdrtida maritima,
que comprende la costa noroccidental de la Peninsula Antdrtica y
las islas cercanas (Fig. 1). Aqui la temperatura media durante el
verano llega a superar en dos o tres grados el punto de congela-
cion y llueve con relativa frecuencia. Los inviernos son frios, na-
turalmente, pero no tanto como en regiones drticas de similar
|atitud. El paisaje es, sin embargo, tipicamente antdrtico. La falta
de calor en verano impide casi por completo el desarrollo de plan-
tas vasculares y favorece la formacion de enormes glaciares que
se extienden hasta la costa. En los reducidos espacios que quedan
libres de hielo se concentran grandes colonias de focas y pingiii-
nos, las mds diversas y abundantes comunidades vegetales de
toda la Antdrtida y unas 20 bases cientificas de 12 paises, entre
ellas las dos espaiolas situadas en Isla Livingston (Juan Carlos 1)
e Isla Decepcion (Gabriel de Castilla).

A pesar de la relativa templanza de la Antdrtida mari-
tima, sélo dos especies de plantas vasculares, Deschampsia an-
tarctica (Poaceae) y Collobanthus quitensis (Caryophyllaceae) han
logrado establecerse en este rincon antdrtico. Por el contrario,
hasta 350 de las aproximadamente 400 especies de liquenes an-
tdrticos conocidos viven en esta zona, junto a la mayor parte del
cerca del centenar de especies de musgos (6, 7) (Fig. 1). Suelo y
roca aparecen con frecuencia completamente recubiertos por estos
vegetales poiquilohidricos. El humedo ambiente ocednico les per-
mite mantenerse hidratados y activos durante muchos dias al afio,
lo que explica sus tasas de crecimiento relativamente elevadas a
pesar de las bajas temperaturas (8). Cuando penetramos hacia el
continente dos factores confluyen para dificultar de forma drdstica
la capacidad de supervivencia de la vegetacion: La sequedad y el
frio extremo. Grupos enteros de liquenes, como todos aquellos
que forman simbiosis con cianobacterias, estdn por completo au-
sentes en la Antdrtida continental. Aqui, las localidades mds ricas
no superan el centenar de especies entre liquenes y musgos, aun-
que lo normal es que no lleguen ni a 50 (9, 10). La biomasa de
estas comunidades es hasta 100 veces inferior a la de la Antdrtida
maritima y ademds estdn muy localizadas; la mayor parte de los
afloramientos rocosos del continente antdrtico aparecen prdctica-
mente desprovistos de cubierta vegetal.

Antarctic vegetation, a sentinel to climate change
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Figura 1: NGmero de especies de liquenes (rojo) y musgos (negro) en diferentes regiones de la Antdrtida.

Durante un tiempo se penso que la flora antdrtica, espe-
cialmente en lo que se refiere a los liquenes, estaba compuesta en
su mayor parte (ca. 80 %) por especies endémicas. Hoy sabemos
que la situacion es mds equilibrada. Aproximadamente la mitad de
las especies de musgos y liquenes antdrticos pueden encontrarse
también en el Hemisferio Norte, bien en zonas polares o alpinas
(flora bipolar), bien en ambientes diversos no necesariamente li-
gados al frio (flora cosmopolita). La otra mitad se reparte entre es-
pecies de distribucion austral (comunes a los extremos continentales
e islas del Hemisferio Sur) y especies propiamente antdrticas, que
no suponen mucho mds del 35 % sobre el total. Estas proporciones
se mantienen tanto en la Antdrtida maritima como en la Antdrtida
continental (11).

3. LA VIDA EN EL LiMITE

El continente antdrtico, ventoso, seco y muy frio, es sin
duda una auténtica frontera para la vida, pero incluso en este am-
biente en general inhdspito hay grados y matices. En el inmenso
desierto helado se producen a veces sorprendentes concentraciones
de especies de liquenes y musgos en cierfos roquedos, con una ex-
tension de tan solo algunos cienfos de metros cuadrados. Son los
denominados microoasis antdrticos (12), un nombre de lo mds ade-
cwado, ya que su presencia depende fundamentalmente de la dis-
ponibilidad de agua liquida. Pero, éicdmo obtener agua liquida
cuando la temperatura del aire se mantiene varios grados bajo cero,
incluso en verano? La respuesta estd en la intensa radiacion solar,
reforzada en ciertas orientaciones por la radiacion reflejada desde

el mar helado o la nieve. Las laderas y acantilados costeros con ex-
posicion norte son las zonas adecuadas para que se produzcan mi-
crooasis. Durante el verano la radiacion solar incide directamente
durante mds de doce horas, lo que da lugar a la lenta fusion de los
frentes de nieve y la formacion de escorrentias y riachuelos que fun-
cionan durante algunas horas, para congelarse de nuevo cuando
quedan sombreados. En estas localidades, musgos y liquenes com-
piten intensamente por el espacio, imponiéndose los musgos en los
lugares con mayor disponibilidad de agua y los liquenes en los mds
secos (13). Por supuesto, se encuentran todo tipo de situaciones in-
termedias.

Es interesante senalar que hemos encontrado evidencias
de que el tiempo de reactivacion metabdlica después del largo in-
vierno polar es proporcional a la disponibilidad de agua en cada
localidad. De esta forma, los liquenes de los lugares mds secos y ex-
puestos alcanzan sus dptimos fotosintéticos solo dos horas después
de la rehidratacion, tras diez meses de inactividad. Sin embargo,
los musgos, que viven en zonas largo tiempo inundadas, necesitan
24 horas de actividad para volver a alcanzar su dptimo fotosintético.
Asi, los liquenes muestran una buena adaptacion a eventos espo-
radicos de hidratacion, a los que responden con rapidez, mientras
que los musgos necesitan vivir en condiciones mds estables (14).

Sin embargo, el mantenimiento de actividad metabolica
en los musgos durante dias o semanas les expone a los daiiinos efec-
tos de la radiacion ultravioleta, especialmente intensa en la Antdr-
tida continental, donde todas las primaveras se produce el conocido
agujero de ozono. Como cabria esperar, los musgos mds expuestos
al sol muestran un alto porcentaje de absorcion de luz UV, muy su-

La vegetacion antartica, centinela del cambio climatico
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Figura 2: NGmero de especies encontradas a lo largo de las Montaiias Transantdrticas, en un gradiente latitudinal desde 69 a 86 °S.

perior a los talos de sombra. Pero cuando individuos de zonas som-
breadas se exponen al sol la eficiencia de su escudo UV aumenta
hasta alcanzar valores maximos al cabo de una semana. Esta res-
puesta parece estar claramente inducida por la incidencia directa
del sol, lo que supone una activa capacidad de aclimatacion de estos
organismos al ambiente luminico (15).

Los microoasis forman un collar de joyas vivas que cir-
cunda todo el continente antdrtico y que penetran hasta latitudes
muy altas a través de las Montanas Transantdrticas. Hay una re-
gion, sin embargo, en la que incluso estas minimas fuentes de
hidratacion estdn ausentes. Se trata de los Valles Secos, la zona
mds inhospita de la Antdrtida, donde la vida retrocede hasta rin-
cones insospechados. La precipitacion es aqui inferior a 50mm
anuales, similar a la del centro del Sahara, la temperatura nunca
supera el punto de congelacion y a pesar de ello, la humedad
relativa se sita alrededor del 25 %. La sequedad es tal, que el
hielo de los glaciares que penetran en estos valles se sublima,
creando frentes muy netos y estables, colgados a mitad de ladera.
Nada parece ser capaz de sobrevivir en este desierto de polvo y
rocas esculpidas por el viento. Algunos caddveres de focas mo-
mificadas nos recuerdan que incluso los microorganismos des-
componedores escasean (16). Pero la vida, lejos de estar ausente,
aparece por doquier, s6lo que no se ve a simple vista. Para en-
contrarla es preciso romper las rocas de granito o arenisca y en-
tonces descubrimos una capa verde a algunos milimetros por
debajo de la superficie. Son asociaciones simbidticas de algas,
hongos y bacterias (liquenes s.1.) que forman una de las comu-

nidades microbianas mds extraordinarias de nuestro planeta (17,
18).
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En el interior de las rocas las extremas condiciones am-
bientales se atemperan, al menos durante los meses de verano.
En este microhdbitat la temperatura puede superar los 15 °Cen
un dia soleado, ligeras nevadas estivales actdan como fuente de
humedad, que en los intersticios rocosos se mantiene durante
mds tiempo y la estructura cristalina de estas rocas permite el
paso de suficiente luz para la fotosintesis hasta Tcm por debajo
de la superficie. Un pequeiio invernadero natural en el que de
vez en cuando se consigue un ambiente muy adecuado para la
actividad bioldgica.

Los cientificos empefiados en la bisqueda de vida en
Marte se han inspirado en estos “liquenes” endoliticos para di-
sefiar sus experimentos. Los astrobidlogos que intentan encontrar
formas de vida terrestres capaces de resistir la exposicion a las
condiciones del espacio exterior, utilizan estos organismos extre-
mofilos como objeto preferente para futuros vuelos espaciales.
Los bidlogos moleculares tratan de descubrir las secuencias ge-
néticas relacionadas con su increible resistencia a condiciones ex-
tremas (19).

En lo mds profundo de las Montaiias Transantdrticas, a
s6lo unos centenares de kilometros del Polo Sur, se encuentran
las localidades mds meridionales con vida vegetal de nuestro
planeta (Fig. 2). Aqui la nieve es abundante y las precipitaciones
durante el verano ocurren con frecuencia. Los frentes de nieve
en lenta fusion van hidratando brevemente las rocas, sobre las
que se desarrollan unas 35 especies de liquenes y un musgo
(Schistidium antarctici) (9). Muchas de ellas tienen una amplia
distribucion y es posible comparar el comportamiento fotosinté-
tico de poblaciones muy distantes. Asi (Fig. 3) Umbilicaria de-
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Figura 3: Fotosintesis neta y fotosintesis bruta medida en el liquen Umbilicaria decusata a diferente temperatura en muestras procedentes de Isla Livingston (63 °5),

tridngulos, y Mount Kyffin (84 °S), circulos

cussata de Mount Kyffin (83° 45'S) muestra 6ptimos fotosintéticos
a una temperatura similar (5-10 °C) que la poblacion de Isla Li-
vingston (62°40'S), lo que descarta que exista adaptacion de la
simbiosis liquénica a las condiciones térmicas ambientales y mds
bien supone que las caracteristicas microclimdticas de cada loca-
lidad atemperan los gradientes climdticos regionales.

4. REI;ACI()N ENTRE PRODUCTIVIDAD VEGETAL Y FACTORES
CLIMATICOS

En la Antdrtida encontramos gradientes extremos de tem-
peratura en funcion de la latitud. Hacia los 63 °S, en la Peninsula
Antdrtica y archipiélago Shetland del Sur, la temperatura media
anual es de alrededor de -2 °C; en la misma Peninsula Antdrtica,
pero a 67°S, la temperatura media baja a -5,3 °C; adn mds al sur,
en el borde continental, en la region de Cape Hallett, la media anual
es de -14 °C, mientras en los Valles Secos, a 77°S, se desploma hasta
-20 °C. En pleno casquete polar, en el Domo Concordia o en el Polo
sur, a unos 3000m de altura, la temperatura media llega a los
-50 °C, pero aqui ya no hay afloramientos rocosos y por lo tanto,
no existe la vida terrestre. Al mismo tiempo, también encontramos
marcados contrastes en cuanto a la precipitacion, desde los mds de
700mm al afio en las Shetland del Sur, hasta los menos de 50mm
de los Valles Secos. Es de esperar que factores climdticos tan varia-
bles ejerzan una poderosa influencia en la vegetacion y asi sucede.
Los sencillos ecosistemas terrestres de la Antdrtida, en comparacion
con ofros continentes, ofrecen una excelente oportunidad para mos-
trar la relacion entre los pardmetros ecoldgicos y ambientales, que

opera a nivel global. En las regiones mds humedas y cdlidas del ex-
tremo septentrional de la Peninsula Antdrtica se rednen la mayoria
de las mds de 500 especies de liquenes y musgos conocidas para
toda la Antdrtida. Esta riqueza en especies va disminuyendo con la
latitud, hasta alcanzar un minimo en las Montafias Transantdrticas,
especialmente en la zona de los Valles Secos. Pero lo mds interesante
es que al mismo tiempo observamos una disminucion en las tasas
de crecimiento anual de los liquenes, que van desde los 0,8 mm
anuales de aumento en didmetro, hasta los 0,02mm. La correlacion
entre crecimiento, temperatura y precipitacion a lo largo del gra-
diente latitudinal es casi perfecta (Fig. 4); dificilmente podrd en-
contrarse ofra mejor en alguna parte del mundo (20). Esta
correlacion nos muestra la extraordinaria sensibilidad de la biodi-
versidad y al mismo tiempo de la respuesta fisiologica individual
ante la variacion de los factores ambientales y por tanto, su capaci-
dad de adaptacion a los cambios que puedan producirse en el futuro.
Para la Peninsula Antdrtica, calculamos que una variacion arriba o
debajo de un solo grado centigrado, supone un incremento o dis-
minucion de hasta el 10 % sobre la diversidad total. En cuanto a la
productividad, hemos constatado que un grado centigrado de dife-
rencia supone un aumento o disminucion de hasta un 50% en las
tasas de crecimiento anual. Naturalmente, esto depende de cada
especie, pues las hay mds o menos sensibles a los cambios de tem-
peratura y todavia estamos muy lejos de comprender el comporta-
miento de la mayoria de ellas (21, 22).

Aunque, a grandes rasgos, sea el macroclima y principal-
mente la temperatura, lo que regula la diversidad y el crecimiento
de los liquenes y musgos, el microclima juega un papel fundamental
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en cuatro localidades antdrticas.

en el desarrollo y la estructura de las comunidades. Como regla ge-
neral puede decirse que cuanto mds extremo es el clima, mds deci-
sivo es el microclima para la supervivencia de los vegetales. Mientras
en la Antdrtida maritima, Peninsula Antdrtica y archipiélagos, prdc-
ticamente cualquier lugar descubierto de hielo y nieve es adecuado
para el establecimiento de la vegetacion, en la Antdrtida continental,
los liquenes y musgos estdn restringidos a los lugares en donde se
produzca una confluencia favorable de factores que permita su hi-
dratacion, aunque sea de forma esporddica. Normalmente, se trata
de sitios protegidos del viento, que pueden acumular radiacion en
verano y tienen cerca una fuente de agua a partir de la nieve o el
hielo. Pero que haya nieve en las proximidades no es suficiente. En
muchas ocasiones el agua helada se evapora, un proceso denomi-
nado “sublimacion”, sin pasar por la fase liquida. En la Antdrtida,
el delicado equilibrio entre sublimacion y fusion resulta crucial para
explicar la presencia de vida ferrestre. Este balance estd controlado
por la radiacion y la humedad relativa del aire. Por mucho sol que
haga en verano, si el aire es demasiado seco no habrd agua liquida
suficiente para el establecimiento de liquenes y musgos. El estudio
de los factores determinantes de la sublimacion o la fusion de la
nieve es uno de los aspectos climdticos esenciales desde el punto de
vista ecologico y sobre el que ain no existen suficientes datos. Cu-
riosamente, las mayores tasas de sublimacion parecen producirse
en latitudes no extremadamente altas, entre 70 y 80° S. Mds cerca
del Polo, el sol estd tan bajo en el horizonte que la radiacion no al-
canza para evaporar la nieve o el hielo, que asi, lentamente, se fun-
den sobre las rocas dando una oportunidad a la colonizacion vegetal
(1,23).
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En ofras ocasiones el origen de la hidratacion resulta fo-
davia menos evidente; no se ve agua por ninguna parte, a pesar
de que, a nuestros pies, podamos admirar una abundante coloni-
zacion brio-liquénica. En este caso, la fuente de hidratacion suele
encontrarse en el interior del suelo; se trata de la fusion de las capas
mads superficiales del permafrost, que da lugar a un flujo de agua
de abajo a arriba, suficiente para crear pequerios jardines de lique-
nes y musgos sobre el suelo pedregoso.

La mayor o menor duracion de la cubierta nival es otro
factor que durante largo tiempo no ha merecido la adecuada con-
sideracion. Aunque la nieve sea la principal fuente de agua para
la vegetacion, una duracion excesiva puede limitar el crecimiento
vegetal e incluso aniquilar a las especies mds sensibles. La mayor
o menor permanencia de la nieve depende tanto de la cantidad
total de precipitacion, como de la temperatura de verano. En los
primeros quince afios del presente siglo, en las Islas Shetland, se
ha observado una ligera tendencia al aumento de la precipitacion,
al tiempo que se ha medido una significativa reduccion de la fem-
peratura durante los meses de verano (Fig. 5). La consecuencia ha
sido el aumento de las dreas cubiertas de nieve y la mayor duracion
de estos neveros a lo largo de la estacion favorable, lo que ha te-
nido efectos dramdticos para varias especies de liquenes (21) (Fig.
6).

Con comunidades tan dependientes de pequefios cambios
en las condiciones climdticas, tiene mucho sentido establecer esta-
ciones de monitorizacion a largo plazo que, como en Isla Livingston
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las dltimas décadas.

o en Victoria Land, nos permitan observar como responden los dis-
tintos componentes de la comunidad a la sutil variacion de los
factores ambientales y asi poder establecer previsiones mds ajus-
tadas sobre lo que podemos esperar en el futuro (4).

Pero hay otros factores también relacionados con las
condiciones ambientales y que tienen una gran influencia en la
productividad anual de la vegetacion: singularmente, la dispo-
nibilidad de nitrogeno, que como hemos visto, resulta estrecha-
mente dependiente de la temperatura (24). Los alrededores de
las colonias de aves son lugares de especial abundancia de nu-
trientes y aqui encontramos también las especies de liquenes con
las mayores tasas de fotosintesis de la Antdrtida, como Ramalina
terebrata, con grandes individuos colgantes como guirnaldas en
los roquedos costeros. No sabemos hasta qué punto un aumento
de temperatura aceleraria las tasas de fijacion de nitrogeno y su
absorcion por la comunidad vegetal, pero es seguro que la dis-
ponibilidad de nitrdgeno y otros nutrientes aumentard con la
temperatura y actuard como un estimulo adicional para el creci-
miento y la productividad de los vegetales. Hay que tener en
cuenta que en las regiones mds templadas de la Antdrtida la
temperatura media anual se encuentra sélo un par de grados
por debajo del punto de congelacion, por lo que un ligero calen-
tamiento puede dar lugar a multitud de efectos concatenados de
resultado final impredecible.

5. LA ANTARTIDA Y EL CALENTAMIENTO GLOBAL

Una de las grandes cuestiones de la investigacion en bio-
logia antdrtica es hasta qué punto sus especies podrdn adaptarse al
proceso de calentamiento global. No es algo fdcil de responder. Cada
una de los centenares de especies vegetales y animales antdrticas re-
accionard de una forma diferenciada, lo que hace imposible las ge-
neralizaciones. Por otro lado, la Antdrtida estd planteando un
auténtico reto para los modelos climdticos que prevén diversos esce-
narios de calentamiento global para distintas latitudes. Normalmente
se considera que el aumento de temperatura serd mucho mds débil
en la zona ecuatorial y mdximo en las regiones polares. Las tenden-
cias defectadas hasta ahora en el Hemisferio Norte confirman este
modelo, pero la Antdrtida parece haber quedado fuera de cualquier
prevision. La Antdrtida continental muestra una significativa fenden-
cia al calentamiento y a la pérdida de hielo en su region occidental,
pero no asi en la mucho mayor region oriental, donde, incluso, se ha
defectado un aumento en el balance neto de hielo (Navarro et al).
En la Antdrtida maritima, por otra parte, se han medido fuertes os-
cilaciones, con décadas de marcado calentamiento, seguidas por otras
de enfriamiento (Fig. 5), que parecen responder a variaciones natu-
rales en la circulacion atmostérica (25).

El efecto mds llamativo del calentamiento climdtico en la Antdrtida
maritima es el acusado retroceso de los frentes glaciares. Pequedias
morrenas y considerables extensiones de suelo y roca han quedado
al descubierto durante el pasado siglo, disponibles para la coloniza-
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Figura 6: Imdgenes de la colonizacion liquénica sobre un blogue rocoso en una morrena reciente de Isla Livingston en 1991 (imagen superior) y 2015 (imagen inferior).
Debido a la acumulacion de afios frios y prolongada cubierta nival en verano, algunos talos han desaparecido (flecha superior, talo anaranjado de Caloplaca), mientras

otros han continuado su crecimiento (flecha inferior, talo de Rhizocarpon).

cion vegetal (2, 26). En estos auténticos laboratorios naturales es po-
sible seguir con precision fodo el proceso de colonizacion e incluso
medir la velocidad de crecimiento de las especies pioneras. Dado que
la mayoria de estas especies consisten en liquenes cosmopolitas o bi-
polares los datos sobre su tasa anual de crecimiento en la Antdrtida
pueden compararse con los procedentes de otras localidades del
mundo. Los resultados obtenidos han sido, hasta cierto punto, una
sorpresa. En esta region de la Antdrtida los liquenes pioneros mues-
tran una de las mds altas tasas de crecimiento de todo el mundo, con
valores que oscilan entre 0.5 y 1 mm de incremento anual en did-
metro (Fig. 6). Este activo crecimiento incluso se ha acelerado en al-
gunas especies durante los afios de mayor calentamiento (21, 27).
Por el contrario, la especie endémica Himantormia lugu-
bris, una de las mds abundantes en la tundra de la Antdrtida mari-
tima, muestra unos 6ptimos de temperatura para la fotosintesis entre
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0y 5°C. Con los datos actuales podemos afirmar que si el incremento
previsto de unos 3 °C en la temperatura media anual para finales
de siglo se hace realidad, supondrd una pérdida neta de carbono
para esta especie, debido al aumento relativo de la respiracion con
respecto a la fotosintesis. Esto significa que si Himantormia lugubris
no fuera capaz de aclimatarse a las nuevas condiciones mds cdlidas,
comenzaria a desaparecer en tan solo 40 0 50 afios. La misma situa-
(ion podria repetirse en otras especies endémicas tanto de liquenes
como de musgos (22).

En cuanto a las dos Gnicas plantas vasculares que viven en
esta zona (Deschampsia antarcticay Collobanthus quitensis), ya se
ha detectado un importante incremento tanto en nimero de indivi-
duos, como en la extension de sus poblaciones (28). Ademds, nuevas
colonias estdn apareciendo en varias localidades de la Peninsula An-
tdrtica y en las Islas Shetland del Sur. Esta situacion claramente ex-
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pansiva es hasta ahora la respuesta mds evidente de los ecosistemas
terrestres de la Antdrtida maritima al calentamiento global. Ahora
la cuestion es cudndo comenzardn a instalarse ofras especies, en su
mayoria procedentes de Tierra de Fuego o la Patagonia, cuyas se-
millas son relativamente frecuentes en suelo y turberas antdrticas,
pero que hasta ahora han sido incapaces de germinar.

El panorama en la Antdrtida continental es completamente
distinto. Aqui el breve periodo de actividad metabolica y la ausencia
de la mds leve tendencia al calentamiento parecen estar relacionados
con las bajas tasas de crecimiento en todos los liquenes estudiados.
En los Valles Secos, talos de Buellia frigida observados durante 23
afios muestran un aumento anual de didmetro de tan solo 0.01 mm
(29), es decir, dos 6rdenes de magnitud por debajo de lo observado
en la Antdrtida maritima. Puesto que estos talos alcanzan con fre-
cuencia un didmetro de 10 cm cabria deducir para ellos una edad de
10.000 afios, si la tasa actual de crecimiento se hubiera mantenido
durante toda su vida. Nos encontrariamos entonces ante uno de los
organismos pluricelulares mds longevos del mundo.

6. PASADO Y FUTURO DE LA ANTARTIDA

El calentamiento global no es el primer gran cambio al
que se enfrenta la Antdrtida. En realidad, este continente ha expe-
rimentado ya uno de los aconfecimientos climdticos mds dramaticos
en la historia de nuestro planeta, aunque de signo contrario. Hace
33 millones de afios, cuando se formaban los primeros casquetes
glaciares, la Antdrtida adn se encontraba en gran parte cubierta de
bosques, parecidos a los que hoy existen en La Patagonia y Tierra
del Fuego. El paulatino enfriamiento se mantuvo, los glaciares se
fueron extendiendo y los bosques dejaron paso a una tundra de
hierbas y arbustos cuyos Gltimos restos desaparecieron hace unos 5
millones de afios (1). Finalmente, la enorme extension de glaciares
y mar helado de la Antdrtida empujé a todo el planeta hacia el pe-
riodo frio, con hielo también en el Hemisferio Norte, que denomi-
namos Cuaternario. Un auténtico cataclismo para los ecosistemas
terrestres antdrticos, sin posibilidades de desplazamiento hacia la-
titudes mds cdlidas, atrapados entre el hielo y el mar.

Este proceso de extincion masiva y de extrema simplifica-
cion de los ecosistemas ha ido acompaiado por no menos especta-
culares respuestas adaptativas, que, como en el caso de los liquenes
endoliticos, muestran hasta donde puede retroceder la vida, obli-
gada por la persistencia de condiciones adversas.

La actividad humana podria invertir esta tendencia al en-
friamiento en una escala adn por determinar, pero cuyas implica-
ciones alcanzarian a todo el planeta. Los modelos de prevision a
largo plazo proponen escenarios muy distintos, pero hasta los mds
conservadores estdn de acverdo en vaticinar un calentamiento de

§

®

3°Cpara el conjunto de la Antdrtida durante los proximos 100 afios,
lo que llevaria a una situacion similar a la que sucedio hace 10 mi-
llones de afios, cuando una tundra dominada por plantas lefiosas y
herbdceas cubria las regiones libres de hielo. Por supuesto, un cam-
bio de esta magnitud supondria también una considerable dismi-
nucion en la extension y volumen de los grandes glaciares antdrticos,
con el consiguiente aumento de la extension de tierra disponible
para la colonizacion vegetal.

Pero la Antdrtida y el océano circundante no son entes pa-
sivos en los procesos de cambio global. Muy al contrario, los 14 mi-
llones de kilometros cuadrados de hielo antdrtico influyen de
manera determinante en el balance radiactivo del planeta y la ac-
tividad bioldgica del Océano Antdrtico es clave para comprender el
flujo de CO? a escala mundial. Si el incremento previsto en la tem-
peratura coincide con un aumento en la precipitacion de nieve en
el continente, la fusion de los frentes glaciares puede verse amplia-
mente compensada por la mayor formacion de hielo en la zona de
acumulacion (30). La ausencia de un calentamiento acusado en el
continente antdrtico, en oposicion a lo que sucede en el Artico, mues-
tra la poderosa capacidad de regulacion del clima antdrtico y puede
suponer un factor de amortiguacion en el clima global adn no sufi-
cientemente evaluado.

La lentitud en el crecimiento de los vegetales antdrticos,
su longevidad y la parsimonia de los cambios perceptibles en res-
puesta a la alteracion de los factores ambientales, son una excelente
base para monitorizar el efecto de las grandes tendencias dimaticas
en el continente helado.

7. FINANCIACION

Trabajos financiados por los proyectos del Plan Nacional
(GL 2006-12179-C02-01, POL2006-08405 CGL, CTM2009-12838-
(04-01, (TM2012-38222-C02-0, (TM2015-64728-C2-1-R 'y
PID2019-105469RB-(21 y de la Union Europea ESA-AQ-2000-EXO-
BIOPAN-STONE-023 y PRI-PIMBDV-2011-0874. Deseo expresar
también mi reconocimiento por el crucial apoyo financiero y logistico
para las expediciones en la Antdrtida continental facilitado por An-
tarctica New Zealand (NZ), la National Science Foundation (USA) y
el Korean Polar Reasearch Institute (South Korea).
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MINI-REVISION

RESUMEN

La relacion entre la Real Academia Nacional de Farmacia y la Sociedad Espaiola de Bioquimica y
Biologia Molecular ha sido, desde la fundacion de la Sociedad, un claro exponente del compromiso
mantenido entre un ndmero elevado de personas al pertenecer simultdneamente a ambas, en al-
gunos casos ademds desempefiando cargos de relevancia y responsabilidad. Como muestra se citan
algunas de las personas mds representativas. Palabras Clove:
La relacion entre ambas instituciones se ha visto recientemente reforzada y consolidada con la firma

el 17 de noviembre de 2020 de un Convenio de Colaboracion entre ambas. Este hecho debe estimular Eég; i

a investigadoras e investigadores jovenes y de gran valia —ya miembros de las dos instituciones- a

intervenir en las actividades promovidas por ambas. Estrechar lazos en iniciativas e intereses comunes

serd sin duda enormemente beneficioso para las dos instituciones. Keywords:
ABSTRACT RANF

The relationship between the Royal National Academy of Pharmacy and the Spanish Society of Bio- SEBBM
chemistry and Molecular Biology has been, since the foundation of the Society, a clear exponent of
the commitment that is maintained among a large number of peaple for simultaneously belonging
fo both, in some cases also occupying positions of relevance and responsibility. Some of the most re-
presentative peaple are cited.

This relationship has recently been strengthened and consolidated with the signing on November 17,
2020 of a Collaboration Agreement between both institutions. This fact should stimulate young and
valuable researchers - and members of the two institutions - fo participate in the activities promoted
by both. Undoubtedly, closing ties in initiatives and common interests will be enormously beneficial
for the two institutions
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1. INTRODUCCION

La Real Academia Nacional de Farmacia (RANF) de Es-
paiia tiene su origen en 1737, afio en el que una real cédula de Fe-
lipe V aprueba los estatutos del Real Colegio de Profesores Boficarios
de Madrid. Entre sus funciones destaca el fomento de la investigacion
en las Ciencias Farmacéuticas y afines, asi como el asesoramiento
en estas materias a las instituciones pablicas y privadas que lo re-
quieran,

Dos siglos mds tarde, en 1963, se funda la Sociedad Es-
paiiola de Bioquimica (acrénimo inicial SEB y mds tarde SEBBM co-
rrespondiente a Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia
Molecular).

El germen inicial de la SEBBM tuvo lugar en el Congreso
de Santander de 1961. Dicho evento contd con la presencia del pre-
mio Nobel Severo Ochoa que junto al gran bioquimico Alberto Sols,
el gran impulsor de la futura Sociedad, sentaron las bases para su
fundacion dos aios mds tarde. Es de destacar que en ambas reu-
niones estuvo presente la recientemente desaparecida (noviembre
2019) gran investigadora Margarita Salas, icono de la ciencia es-
paiiola, por aquel entonces doctorando de Alberto Sols.

La contribucion de la gran figura de Ochoa junto a Sols y
a través de las relaciones internacionales de ambos ademads de las
institucionales del dltimo, fueron clave para el nuevo proyecto pro-
piciando el nacimiento de una sociedad cientifica vertebradora y di-
fusora a través de sus congresos y reuniones. Sin embargo, al papel
primordial e incuestionable que desempeiiaron Ochoa y Sols, hay
que aiadir que contaron con el importante apoyo de relevantes pio-
neros como, Santiago Grisolia, Carlos Asensio, Julio Rodriguez Vi-
lanueva, Manuel Losada, Federico Mayor, Gertrudis de la Fuente
entre otros, empefiados en promover en Espaiia una sociedad cien-
tifica inspirada solamente por la excelencia.

Se puede decir que en la actualidad la SEBBM no solo
mantiene fielmente los ideales y directrices que se fijaron e impul-
saron su creacion, sino que, a fravés de la actividad cientifica de sus
mds de 3700 socios, y como generadora de ideas y propuestas al
sistema de |+ D, mantiene un elevado papel vertebrador cientifico.

2. RELACION RANF-SEBBM

La relacion entre la RANF y la SEBBM ha sido, desde la
fundacion de la Sociedad, un daro exponente del compromiso man-
tenido entre un nimero elevado de personas al pertenecer simul-
tdneamente a ambas. En algunos casos ademds desempefiando
cargos de relevancia y responsabilidad.

Ante la dificultad de mencionar a todas y cada una de las
personas citaremos algunas de las mds representativas.

Relationship between the Royal National Academy of Pharmacy

m and the Spanish Society of Biochemistry and MolecularBiology
Carmen Aragon Rueda
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Prof. Angel Santos Ruiz (1912-2005)

Uno de los bioquimicos espaiioles de gran prestigio que,
junto a Severo Ochoa, Alberto Sols y otros llevaron a cabo la reno-
vacion de la Bioguimica en Espaiia impulsando enormemente su
desarrollo.

Licenciado en Farmacia en la Universidad de Madrid y de
Medicina en la Universidad de Salamanca, realizé la tesis doctoral
bajo la direccion del Dr. Gregorio Marafidn en el Instituto de Pato-
logia Médica del Hospital Provincial de Madrid.

Realizo una etapa postdoctoral primero en el Departa-
mento de Bioquimica del prestigioso University College de Londres
y posteriormente se trasladd a Paris para continuar su investigacion.
A su vuelta a Espaiia obtuvo en 1940 la primera Cdtedra de Quimica
Biolgica (mds tarde denominada Bioguimica) de la Universidad
Espaiiola. En 1946 se trasladd con su entonces reducido grupo de
investigadores a la Facultad de Farmacia de la Ciudad Universitaria
en Madrid. El Prof. Santos llevé a cabo la creacion del primer Insti-
tuto mixto Universidad-CSIC formado por profesores universitarios,
investigadores del CSIC y personal técnico. Con el tiempo se deno-
mino Instituto de Bioquimica. Posteriormente, en otras universida-
des este modelo ha servido para la creacion de numerosos centros
mixtos impulsados en muchas ocasiones por discipulos suyos. A titulo
de ejemplo el Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa en la Uni-
versidad Autonoma de Madrid, creado en 1975 bajo la iniciativa y
tutela del premio Nobel Severo Ochoa y en el que uno de los pri-
meros discipulos del Prof. Santos, el Prof. Mayor Zaragoza, junto a
otros importantes investigadores del CSIC en el campo de la Bio-
quimica y la Biologia Molecular han tenido un papel determinante.

El Prof. Santos contribuyd en gran medida a la proyeccion
internacional de la Bioquimica espafiola, fomentando y promo-
viendo entre sus discipulos y colaboradores la asistencia a congresos,
reuniones internacionales, estancias de becarios en laboratorios eu-
ropeos y norteamericanos de referencia. Pertenecio a diversas so-
ciedades cientificas espaiiolas y extranjeras importantes como la
Sociedad Espafiola de Bioquimica (SEB), de la que fue miembro
fundacional, y a la Federacion Europea de Sociedades de Bioquimica
(FEBS), entre otras. Fruto de la actividad desempefiada por la Bio-
quimica en su pais a lo largo de su vida profesional, en 1972 se le
nombrd Socio de Honor de la SEB debido a “su ejemplar y dilatada
labor de la ensefianza de la Bioquimica en Espaiia”.

Una muestra de la estrecha relacion ya existente entre la
SEB y la RANF a fravés de sus miembros, es el hecho que el Prof.
Santos fue desde 1956 Académico de la RANF y ademds desempeiio
el cargo de Presidente de dicha Corporacion durante 15 afios, pe-
riodo en el que desplego una intensa actividad. Como reconoci-
miento a su labor, el 22 de noviembre de 2012, la RANF conmemor6
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con el patrocinio de la Fundacion Ramaon Areces, el centenario de
su nacimiento (Reinosa, Cantabria, el 18 de agosto de 1912). El acto
contd con la intervencion de numerosos bioquimicos formados bajo
su direccion.

Prof. Julio Rodriguez Villanueva (1928 - 2017)

Se doctoro en Farmacia por la Universidad de Madrid y
en Bioquimica por la de Cambridge (UK). Fue Profesor de Investi-
gacion del CSIC, Catedrdtico de Microbiologia y Rector de la Univer-
sidad de Salamanca. En la década de los afios sesenta formo y
consolidd un grupo de investigacion en el Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CIB) del CSIC, para ocupar después en 1966 una cdtedra
de Microbiologia en la Universidad de Salamanca.

Fue un gran impulsor del desarrollo de la Microbiologia
en Espaiia. Su investigacion y la de sus discipulos han dado lugar a
aportaciones fundamentales en el conocimiento de las caracteristicas
funcionales esenciales de los microorganismos patdgenos o de aque-
llos que puedan ser utilizados en biotecnologia. Todo ello realizado
y completado desde mdltiples aproximaciones y abordaijes experi-
mentales. Sus estudios pioneros sobre la pared celular de microor-
ganismos eucarioticos revelaron el importante papel que esta
estructura tiene en el efecto patogeno de algunos de ellos y por con-
siguiente la potencial diana terapéutica que representa.

La escuela de Villanueva o la escuela salmantina de Mi-

crobiologia, como también se la conoce, estd formada en la actua-
lidad por un elevado ndmero de catedrdticos y profesores de
investigacion de gran calidad que en diferentes universidades y cen-
tros de investigacion de Espaiia contribuyen de forma notable
desarrollo de la Microbiologia, Bioquimica y Biotecnologia.
Tuvo una participacion muy activa, junto con el resto de implicados
ya citados, en la creacion de la Sociedad Espaiiola de Bioquimica ,
siendo su Presidente durante el periodo 1968-1972. También pre-
sidié la Federacion Europea de Sociedades de Bioquimica (FEBS) a
la que pertenece la SEBBM.

En 1986 ingresd en la RANF y tras su jubilacion como ca-
tedrdtico fue nombrado director de la misma (1998-2000) a la que
imprimi6 un vigor y empuje extraordinarios, lo que le valié un me-
recido reconocimiento nombrdndole Presidente de Honor en 2009.
También fue Académico de Nimero de las Reales Academias de
Ciencias y de Doctores.

Desempeid importantes cargos en el dmbito cientifico,
académico y sanitario. Presidente de la Conferencia de Rectores de
Universidades del Estado (CRUE), Miembro del Consejo Rector del
Instituto Nacional de Sanidad Carlos 11, Vicepresidente del Consejo
Cientifico de la Fundacion Ramén Areces, Presidente del Patronato
de la Fundacion Jiménez Diaz, Presidente de la Fundacion “José
Casares Gil" de Amigos de la RANF.

§
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La intensa, variada y apasionante actividad desplegada
por el Prof. Julio Rodriguez a lo largo de su vida le hizo merecedor
de numerosos premios y distinciones. Entre los mds destacados, el
Premio de Investigacion Rey Jaime |, la Gran Cruz de la Orden Civil
de Alfonso X El Sabio y el Premio Nacional del Consejo General de
Colegios Oficiales de Farmacéuticos de Espaiia.

El 12 de abril de 2018, la RANF y la Fundacion José Ca-
sares Gil de amigos de la RANF celebraron la Sesion Necroldgica
en memoria del Excmo. Sr. D. Julio Rodriguez Villanueva (1928-
2017), Presidente de Honor de la RANF, Académico de Nimero y
Catedrdtico de Microbiologia.

Prof. Manuel Losada Villasante (Carmona, Sevilla 1929)

Se licencio y doctord en Farmacia por la Universidad Com-
plutense de Madrid, con Premio Extraordinario de Licenciatura y de
Doctorado. Ampli su formacion realizando varias y sucesivas es-
tancias postdoctorales, en el Instituto Botdnico de la Universidad de
Munster, Alemania (1954-1955), en los Laboratorios Carlsberg de
Copenhague, Dinamarca (1955-1956) y en el Departamento de Fi-
siologia Vegetal de la Universidad de California, Berkeley, USA
(1958-1961).

Catedrdtico de Bioguimica y Biologia Molecular de la Uni-
versidad de Sevilla y Profesor de Investigacion del CSIC. Fue Director
del Instituto de Biologia Celular del CSIC, desempenando diversos
cargos de responsabilidad y fund el Instituto de Fotosintesis de Se-
villa.

Sus importantes contribuciones cientificas se han centrado
en los mecanismos bioquimicos de transduccion de energia (bioe-
nergética), principalmente el estudio de la fotosintesis y el meta-
bolismo intermediario y su regulacion, en relacion con la asimilacion
del nitrato. Sus resultados experimentales se han publicado en nu-
merosas y prestigiosas revistas internacionales.

Pertenece a importantes sociedades cientificas internacio-
nales tales como, la Biochemical Society, la British Photobiology So-
ciety o la American Society of Plant Physiology.

Su brillante y fecunda carrera cientifica ha sido reconocida
con la concesion de numerosos premios y distinciones entre los que
destacan, Premio Nacional del Consejo General de Farmacéuticos
(1975), Premio Nacional de Investigacion en Biologia (1977), Pri-
mer Premio de Investigacion Jaime | (1989), Premio Principe de
Asturias de Investigacion Cientifica y Técnica (1995) otorgado por
“sus investigaciones sobre la asimilacion fotosintética del nitrogeno,
clave fundamental para el desarrollo de la vida". Medalla del Con-
sejo Nacional de Colegios Oficiales de Farmacéuticos (1999).

En 1966 fue elegido miembro de ndmero de la Real Aca-
demia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales. En 1997 se le nombré
Socio de Honor de la SEBBM y desde 1999 es Académico de Honor
de la RANF.

Relacion entre la Real Academia Nacional de Farmacia y

la Sociedad Espaiiola de Bioquimica y Biologia Molecular ' I
<. L

Carmen Aragon Rueda



Prof. Federico Mayor Zaragoza (Barcelona, 1934)

Licenciado y Doctor en Farmacia por la Universidad Com-
plutense de Madrid. El Prof. Santos Ruiz fue el director de su fesis
doctoral. Durante los afios 1966-67 realizé una estancia postdoctoral
en la Universidad de Oxford (Reino Unido) en el laboratorio del Pre-
mio Nobel Hans Adolf Krebs, investigando sobre procesos metabolicos
y su alteracion en situaciones patoldgicas. En 1963, con 29 afios, gand
la cdtedra de Bioquimica Estdtica y Dindmica de la Facultad de Far-
macia de la Universidad de Granada, institucion de la que poco
tiempo después y a pesar de su juventud fue nombrado Rector. En
1972 se trasladd a la Universidad Auténoma de Madrid creando el
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Ciencias. Son muy
numerosos los discipulos que han llegado a Catedrdticos en diferentes
Universidades publicas espaiolas, y que a su vez han generado se-
gundas y terceras generaciones de destacados cientificos hoy en la
Universidad o en el CSIC.

De su actividad investigadora hay que destacar por el gran
impacto cientifico, social y sanitario la dedicada al conocimiento de
las bases moleculares de las enfermedades metabdlicas hereditarias.
Esta idea del Prof. Mayor, pionera en Espaia, comenzo a desarro-
llarse en Granada y continu en la Universidad Autonoma de Madrid,
siempre bajo la direccion de una de sus doctorandas, la Profesora
Magdalena Ugarte.

La consolidacion de estas investigaciones dio lugar al Plan
Nacional de Prevencion de la Subnormalidad Infantil, actualmente
implantado en foda la sanidad publica y cuya finalidad es tratar de
evitar, mediante diagndstico precoz, enfermedades metabélicas he-
reditarias que cursan con grave deterioro mental.

Junto a Severo Ochoa y ofros pioneros desempeiid un papel
importante en el inicio de la Sociedad Espafiola de Bioquimica en
1963 de la que fue Presidente durante el periodo 1972-1976.

En la actualidad es Presidente de Honor.

En la Universidad Autdnoma de Madrid y bajo la iniciativa
y tutela del premio Nobel Severo Ochoa, el Profesor Mayor Zaragoza
fue cofundador (junto con Eladio Vifivela, David Vdzquez, Antonio
Garcia Bellido y Margarita Salas) del Centro de Biologia Molecular
Severo Ochoa (CBMSO) en 1975. Nacié por la fusion de varios insti-
tutos del CSICy del departamento universitario de Bioquimica de la
UAM dirigido por el profesor Mayor Zaragoza. Fue su primer director
(1975-1978).

Ha desempeiiado importantes cargos nacionales e infer-
nacionales en el dmbito de la politica cientifica desde los que ha im-
pulsado y promocionado la investigacion. Como Ministro de
Educacion y Ciencia (1981-82), como Presidente del grupo que pro-
movid la creacion del European Research Council (ERC, 2003-2005)
que destina fondos importantes para el fomento de la investigacion
bésica en Europa, o como Presidente del Consejo Cientifico de la Fun-
dacion Ramon Areces.
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Toda esta ingente labor del Profesor Mayor Zaragoza le ha
hecho merecedor de ser nombrado Doctor Honoris Causa por nume-
rosas Universidades espaiolas y extranjeras.

El Prof. Mayor Zaragoza es miembro de varias Reales Aca-
demias. Ingreso en la de Farmacia en 1958 como Académico Corres-
pondiente pasando a ser de Nomero en 1976, desde 2002 es
Académico de Nomero de la de Medicina y es Académico Honorario
de la de Bellas Artes de San Fernando desde 1992.

A nivel internacional su figura es principalmente conocida
por haber sido elegido en 1987 Director General de la de la Organi-
zacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la Cultura
(UNESCO) cargo que desempeiid durante 12 afios al haber sido ree-
legido en 1993. Tras 12 afios de estar al frente de la UNESCO regreso
a Espaiia en 1999 y cred la Fundacion para una Cultura de Paz, de la
que es actualmente Presidente.

Ademds de un nimero elevado de publicaciones cientificas,
el Prof. Mayor es autor de una serie de libros y poemas que afiaden
una faceta humanista a las de cientifico y politico.

Prof. Maria Cascales Angosto (Cartagena, Murcia 1934)

Licenciada en Farmacia por la Universidad de Madrid, rea-
lizd su tesis doctoral en el Departamento de Bioquimica de la Facultad
de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid siendo la pri-
mera doctoranda del Prof. Federico Mayor Zaragoza. Financiada con
una beca de la Fundacién Juan March, se trasladé al laboratorio del
Prof. Santiago Grisolia en Kansas City (USA) como postdoctoral. Pos-
teriormente y ya como colaboradora cientifica del CSIC (1971), realizé
una estancia en el Courtland Institute of Biochemistry de Londres, con
el objetivo de ampliar su formacion cientifica y trabajar sobre temas
proximos a su bagaje farmacéutico. En Londres se intereso y especia-
liz6 en el metabolismo de hepatocitos aislados lo que le llevd a iniciar,
a su vuelta a Espafia, una exitosa linea de investigacion sobre hepa-
totoxicidad.

Ha contribuido a la formacion de numerosos cientificos,
siendo su primer doctorando D. José Miguel Ortiz Melon, Catedrdtico
de Bioquimica en la Universidad de Santiago primero y posterior-
mente en la Universidad de Cantabria donde llegd a desempeiiar el
cargo de Rector de la Universidad. Al igual que su predecesora, el
Prof. Ortiz Mel6n es miembro de la SEBBM, Académico de ndmero de
la RANF y ha sido Editor Cientifico de la revista Anales.

La Prof. Cascales a desempefiado numerosos cargos y re-
cibido premios y distinciones de los que cabria resaltar algunos de
ellos. En los afios 1968-1972 fue vocal de la Junta de Gobierno de la
SEB. Durante el periodo 1983-1989 fue Directora del Instituto de
Bioquimica (CSIC-UCM) anteriormente citado. Ha sido la primera
mujer que ingresé como académica de nimero en la RANF (1987)
donde desempeiid con gran responsabilidad los cargos de Tesorera
y Vicepresidenta. Premio RANF (1982). Ha representado a la RANF
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en la Mesa del Instituto de Espaiia. Medalla de Oro al Mérito Doctoral
de la Real Academia de Doctores de Espaiia (2001), Gran Cruz de la
Orden de Alfonso X el Sabio (2005). Actualmente es socio de Honor
de la SEBBM (2013) y Académica Supernumeraria de la RANF.

La variada e intensa actividad llevada a cabo por esta bio-
quimica de excelente formacion, trabajadora incansable y de gran
determinacion es un claro ejemplo, como el de ofros que aqui se
citan, de la relacion existente entre la SEBBM y la RANF.

Prof. Rosario Lagunas Gil (Navalcarnero, Madrid, 1935)

Licenciada en Farmacia por la Universidad Complutense
de Madrid, tuvo como director de fesis al Prof. Albareda del Instituto
de Edafologia (CSIC) de Madrid. Siendo estudiante de doctorado hizo
una corta estancia en I'Ecole Polythecnique de Nancy (Francia) y al
finalizar la tesis, se uni6 al grupo del Prof. Alberto Sols en el Instituto
de Enzimologia (CSIC). Realizd una estancia postdoctoral en el Cour-
tland Institute of Biochemistry (Londres). Al regresar a Madrid formd
su grupo de investigacion independiente. Sus objetivos abarcan una
amplia temdtica bioquimica y de biologia celular (enzimologia, me-
tabolismo energético, control metaboélico, fisiologia microbiana). Es
de destacar sus valiosas aportaciones a la bioquimica analitica con
la puesta a punto de novedosas técnicas con aplicacion al estudio de
las vias metabolicas.

Su frayectoria cientifica como Profesora de Investigacion
del CSIC (1991) se caracteriza por el rigor y proyeccion. Algo que
logra a pesar de, como ella mismo dice,” mis comienzos no fueron
faciles al equivocarme al elegir la disciplina lo que supuso un retraso
de 5 afos, teniendo que empezar de nuevo”.

Otra caracteristica a destacar es su generosidad y compro-
miso al desempear cargos de responsabilidad. Dirigio el Instituto
de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols con gran dedicacion y
éxito. Ademds, fue tesorera y secretaria de la SEBBM. Es académica
correspondiente de la RANF.

Prof. Magdalena Ugarte Pérez (Ceuta, 1944)

Catedrdtica de Bioguimica y Biologia Molecular de la Uni-
versidad Autonoma de Madrid y Jefe de la linea de investigacion
“Bases Moleculares de las Enfermedades Metabélicas Hereditarias”
del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CSIC-UAM).

Licenciada y Doctora en Farmacia por la Universidad de
Granada. Su tesis doctoral fue dirigida por el Prof. Mayor Zaragoza
quien tras finalizar el doctorado, le comunicd su idea pionera de in-
vestigar sobre las bases moleculares de alteraciones metabolicas he-
reditarias. Esto suponia todo un reto que ella aceptd sin dudar al
carecer de experiencia previa, herramientas o infraestructura para
llevarlo a cabo. A la vez comenzaron a implantar las primeras prue-
bas de deteccion de algunas de estas patologias, principalmente la
fenilcetonuria, un tipo de aminoaciduria con graves alteraciones ce-

rebrales. Este proyecto que comenzo en Granada continud desarro-
lldndose en la Universidad Autonoma de Madrid al trasladarse en
1973 el Prof. Mayor Zaragoza y parte de su equipo, la Doctora Ugarte
entre ellos. Gracias a la tenacidad y gran dedicacion de la Dra. Ugarte
se funda el Centro de Diagnostico de Enfermedades Moleculares en
esta universidad, dando un gran impulso a la deteccion neonatal al
conseguir extenderla a toda la red nacional de Salud Pdblica. Con
la colaboracion de bioquimicos, ginecdlogos, pediatras y genetistas,
la Dra. Ugarte coordind el grupo de trabajo que elaboro, a finales
de los afios 70, el primer Plan Nacional de Prevencion de la Subnor-
malidad. Su nutrido grupo ha contribuido al diagnastico de mds de
5000 patologias metabdlicas utilizando metodologia bioquimica y
gendmica puntera. Su linea de investigacion es un referente nacional
e internacional en su campo.

Sus numerosas publicaciones cientificas son de un gran ca-
racter traslacional, al servir los resultados obtenidos en prevenir en-
fermedades y por consiguiente mejorando el bienestar de los
pacientes.

Es Miembro del Consejo Nacional de Prevencion de la Sub-
normalidad y Asesora permanente del Real Patronato de Educacion
y Atencion a Personas con Minusvalias. Es Académica Correspondiente
de la RANF (1992) y Socio de Honor de la SEBBM (2011).

Su relevante y pionera actividad cientifica y sanitaria ha
sido reconocida a fravés de numerosos premios y distinciones a des-
tacar, Premio Reina Sofia de Investigacion en materia de Prevencion
de la Subnormalidad (1982). Condecorada con la Encomienda con
placa de Alfonso X EI Sabio (1982), Premio de la RANF (1998) con
el trabajo “Fenilcetonuria: 30 aios de investigacion y prevencion”,
Premio honorifico de la Asociacion Espaiiola de Laboratorios de Me-
dicamentos Huérfanos y Ulira huérfanos (AELMHU, 2018) a la mejor
trayectoria cientifica en enfermedades raras.

Prot. Joan Guinovart Cirera (Tarragona, 1947)

Licenciado en Ciencias Quimicas y en Farmacia (1969) por
la Universidad de Barcelona (1969), Doctor por la misma Universidad
en 1973, realizo una estancia postdoctoral en el Departamento de Far-
macologia de la Universidad de Virginia (1974-1975).

Desde1978 a 1980 trabajo en el Hospital de Bellvitge (Bar-
celona) y de 1980 a 1985 fue jefe del servicio de andlisis clinicos de la
Seguridad Social. Catedrdtico de Bioquimica y Biologia Molecular de
la Universidad Auténoma de Barcelona (1986-1990) y de la Universi-
dad de Barcelona (1990- ), profesor visitante en el departamento de
Bioquimica y Biofisica, Universidad de California San Francisco, UCSF
(1992-93).

Su drea de investigacion se centra en el metabolismo del
glucogeno con especial énfasis en el estudio de sus alteraciones en
la diabetes e investigacion de nuevos agentes antidiabéticos asi como
en enfermedades neurodegenerativas.

Ha ocupado numerosos cargos directivos de gran respon-
sabilidad involucrdndose de forma muy activa. Director del Depar-
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tamento de Bioguimica y Biologia Molecular, Universidad de Barce-
lona (1995-2001). Director General del Parque Cientifico de Barce-
lona (2001- 2002) y desde el afio 2005 dirige el Instituto de
Investigacion Biomédica de Barcelona. Ha sido Coordinador del drea
de biologia molecular y celular de la Agencia Nacional de Evaluacion
y Prospectiva, ANEP (1988-1991). Es Miembro de la Estrategia Na-
cional de Ciencia y Tecnologia, ENCYT (2006 -). Presidente de la
SEBBM (1996-2000). Presidente del comité organizador del Congreso
Europeo de Bioquimica (FEBS 1996, Barcelona). Miembro del comité
ejecutivo de la Federacion Europea de Sociedades de Bioquimica,
FEBS, (1997-2005). Presidente del comité nacional International
Union of Biochemistry and Molecular Biology, IUBMB (2005-). Pre-
sidente de la Confederacion de Sociedades Cientificas de Espaiia
(COSCE), (2004-). Ha sido editor de la revista SEBBM (1996-) y de
la revista IUBMB Life (2006-).

Una trayectoria profesional tan amplia, activa y compro-
metida le ha merecido algunos premios y distinciones, tales como,
el premio NovoNordisk en investigacion diabetoldgica bdsica de la
Sociedad Espariola de Diabetes (1996), la Medalla de la Société Fran-
caise de Biochimie te Biologie Moléculaire (1998). Es Miembro de
Nomero de la RANF (2006) y Socio de honor de la SEBBM (2005).

Prof. M“ Teresa Miras Portugal (Carballino, Orense 1948)

Inicio sus estudios de la Licenciatura de Farmacia en Santiago
de Compostela y finalizé en la Universidad Complutense de Madrid en
1970, con la obtencion de Premio Extraordinario y Premio Nacional
Fin de Carrera.

Realizo estudios de doctorado en el Centre de Neurochimie
de la Universidad de Estrasburgo (Francia) obteniendo el Dociorado
Sciences en 1974. A su vuelta a Madrid obtuvo el doctorado en Farmacia
por la Universidad Complutense.

Catedrdtico de Bioguimica y Biologia Molecular, en las Uni-
versidades de Oviedo, Murcia y desde 1986 es Catedrdtico del depar-
tamento de Bioguimica y Biologia Molecular IV de la Universidad
Complutense de Madrid.

Su extenso trabajo investigador ha dado lugar a numerosas
publicaciones en revistas internacionales y ha estado centrado pringi-
palmente en el drea de las Neurociencias, destacando el papel de los
nucledtidos de adenosina y sus receptores purinérgicos P2X/ P2Y en la
neurotransmision sindptica, asi como la importancia de estos receptores
en el desarrollo cerebral, neuroregeneracion y neuroproteccion.

Ha sido elegida para ocupar puestos de responsabilidad
en numerosas sociedades cientificas internacionales y nacionales.
Miembro del Jurado para el Premio de Jovenes Cientificos de la Co-
munidad Europea, Jurado del Premio Rey Jaime 'y del Principe de
Asturias, en varias ediciones. Ha organizado numerosos eventos cien-
tificos tanto nacionales como infernacionales destacando en el dmbito
nacional el Congreso anual de la SEBBM en 1997 siendo la Presi-
denta del comité organizador. Es Socio de Honor SEBBM habiendo
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desempeiiado el cargo de Secretaria de dicha sociedad en el periodo
1997-2002. Doctor Honoris Causa por la Universidad Rey Juan Carlos
de Madrid.

Es Académica de Nimero de la Real Academia de Veteri-
naria y Académica de Nomero de la RANF. Ha sido editor cientifico
de la revista Anales.

Desde enero de 2007 hasta enero de 2013 fue Presidenta
de la RANF siendo la primera mujer electa como Presidenta de una
Real Academia del Instituto de Esparia, cargo que desempeiio con la
gran capacidad, empuje y entusiasmo inagotable que la caracteri-
zan.

3. CONCLUSION

La relacion de personas que aqui se detalla pone de ma-
nifiesto la estrecha relacion existente entre la RANF y la SEBBM desde
la fundacion de la sociedad en los afios 60 del pasado siglo. Es de
destacar que esta relacion se ha visto fortalecida y materializada con
la firma reciente (17 de noviembre de 2020) de un Convenio de Co-
laboracion entre ambas instituciones. Este hecho debe estimular a
investigadoras e investigadores jovenes y de gran valia —ya miem-
bros de las dos instituciones- a intervenir en las actividades promo-
vidas por ambas. Estrechar lazos en iniciativas e intereses comunes
serd sin duda enormemente beneficioso para las dos instituciones.

PARA LEER MAS
https://www.sebbm.es/revista/articulo.php?id =203
https://www.sebbm.es/revista/articulo.php?id =570
https://www.sebbm.es/revista/articulo.php?id =464
https://www.ranf.com/wp-content/uploads/noticias/2014/ho-
menaje_ranf.pdf
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EL PREMIO NOBEL EN FISIOLOGIA O MEDICINA 2020
Juan-Ramon Lacadena
Académico de Numero de la Real Academia Nacional de Farmacia.

EL PLANETA DE LOS VIRUS: EL VIRUS VHC RESPONSABLE DE
LA HEPATITIS C

Parafraseando el titulo de una famosa pelicula protago-
nizada por Charlton Heston (“El planeta de los simios”), hago mias
las palabras del periodista Juan Ochoa de Eribe que decia, a raiz
de la pandemia del coronavirus, que habitamos en el “planeta de
los virus” (E/ Mundo, 8 abril 2020, p.18). Se calcula que existen mds
de 100 millones de tipos diferentes de virus, infectando a 1.750.000
especies distintas, jugando un papel importante en nuestro ecosis-
tema. La inmensa mayoria son inocuos para la humanidad. Hasta
2012 solamente se habian identificado 219 tipos (éespecies?) de
virus capaces de infectar al ser humano, descubriéndose 3 6 4 nuevos
tipos cada afio. Al menos dos tercios serian capaces de infectar tam-
bién otros huéspedes no humanos, principalmente mamiferos y en
ocasiones aves. Unos 110 fipos de virus son capaces de transmitirse
entre personas y solamente 55 tienen capacidad epidémica. Se es-
tima que en los océanos existen 1031 particulas virales (1)

Se ha planteado muchas veces la cuestion de si los virus
son organismos vivos 0 no; para mi si lo son aunque sean poco mds
que dcido nucleico (ADN o ARN) y proteinas. No tienen todos los
ingredientes que utilizan las células para vivir, pero los utilizan en
su propio beneficio (multiplicarse). El virion es la particula viral
inerte cuando estd fuera de la célula. Los virus no pueden vivir fuera
de una célula.

Aunque parezca algo apocaliptico, las citas que hago a
continuacion sobre el ADN egoistatienen que hacernos reflexionar.
£Qué sentido bioldgico tiene una pandemia como, por ejemplo, la
del SARS CoV-2 que estamos padeciendo en la actualidad? ¢Y desde
el punto de vista evolutivo?

*  “Los virus son malas noticias envueltas en proteinas”,
decia Peter Medawar, Premio Nobel en Fisiologia o Me-
dicina 1960. Las  malas noticias pueden venir escritas
en dos alfabetos distintos, segin que su genoma sea de
ADN o de ARN. Son como “caramelos envenenados”, me
atreveria a decir yo.

“EI'ADN ni se preocupa ni conoce. EI ADN nada mds es. Y
nosotros danzamos al son de su musica, decia Richard
Dawkins (“£l gen egoistd”).

 “EI'ADN proporciona la musica; nuestras células y el am-
biente proporcionan la orquesta” (J. Craig Venter).

Segin la Organizacion Mundial de la Salud (consulta web
5/10/2020),
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* el virus de la hepatitis C (VHC) se transmite a través de la
sangre: la mayoria de la infecciones se producen por ex-
posicion a pequenas cantidades de sangre. Ello puede ocu-
rrir por consumo de drogas inyectables, prdcticas de
inyeccion o de atencion sanitaria poco seguras, fransfusion
de sangre y productos sanguineos sin analizar, y prdcticas
sexuales que conllevan contacto con sangre,

71 millones de personas con infeccion cronica de VHC, mu-
chas de las cuales sufrirdn cirrosis o cancer de higado (he-
patocarcinoma),

* en 2016 murieron 399.000 personas,

* |os antiviricos pueden curar mds del 95% de los casos,
pero el acceso al diagnostico y tratamiento es limitado
(desequilibrio mundial),

*  no hay todavia vacunas contra la hepatitis C.

Clasificacion de los virus

Hay varias formas de clasificar los virus. Desde el punto
de vista sistemdtico, el virus de la hepatitis C pertenece al género
Hepavivirus, tamilia Flaviviridae, tilo Kitrinoviricota, pero desde
una perspectiva genética me parece mds adecuado hacer una clasi-
ficacion en funcion de su organizacion genética: material hereditario
o genoma (ADN o ARN), tipo de molécula (circular o lineal), tipo
de hélice (sencilla o doble) y, finalmente, tipo de huésped al que
parasita (bacteria, animal o vegetal), tal como propuso David Bal-
timore, Premio Nobel en Fisiologia o Medicina 1975 “por sus des-
cubrimientos en relacion con la interaccion entre los virus tumorales
y el material genético de la célula”. Al final, lo que interesa es como
se llega al ARN mensajero (ARNm) en la célula para producir la
sintesis de las proteinas virales que permitan la reproduccion del
virus.

El virus de la hepatitis C (VHC), que tiene una cdpside ico-
saédrica, es un virus de ARN monocatenario (mc) de 9,6 Kb perte-
neciente al grupo IV, segin la clasificacion de Baltimore: ARNmc(+)
— ARNmc(-) — ARNmensajero — proteinas reguladoras y estruc-
turales — progenie del virus. Por la situacion pandémica actual, po-
demos recordar que también pertenecen al grupo IV los coronavirus.
El 5 de octubre de 2020, la Asamblea Nobel del Instituto Karolinska
de Estocolmo comunicaba que el Premio Nobel en Fisiologia o Me-
dicina 2020 habia sido concedido a los doctores Harvey J. Alter, Mi-
chael Houghton y Charles M. Rice “por el descubrimiento del virus
de la hepatitis C".

Como sedala la propia Institucion Nobel,

* Enladécada de los setenta del siglo pasado (1972, 1975,
1978), el Dr. Alter demostrd que la hepatitis asociada con
las transfusiones de sangre era producida por un virus
desconocido “noA, noB” (2, 3, 4, 5)

e Al final de la década de los ochenta, en 1989, el Dr.
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Houghton (6, 7) aisld el genoma del virus que denomind
“hepatitis C virus” (VHC).

*  Finalmente, en 1997, el Dr. Rice proporciond la evidencia
final de que el virus por si solo podia causar la hepatitis.
Para ello generd un ARN variante del VHC que, al inyec-
tarla en el higado de chimpancés, originaba la presencia
de particulas virales en la sangre y producia patologias
semejantes a las humanas. Era la prueba definitiva de
que el virus justificaba los casos no explicados de hepatitis
producidas por la transfusion de sangre (8).

Aqui podemos senalar también que, en 1976, el Dr. Ba-
ruch Blumberg habia recibido el Premio Nobel en Fisiologia o Me-
dicina por su descubrimiento del virus de la hepatitis B, transmisible
por la sangre.
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DE LA HEPATITIS NO-A, NO-B HACIA LA ELIMINACION DEL VIRUS DE LA

HEPATITIS C

FROM THE DICOVERY OF NON-A, NON-B HEPATITIS VIRUS TOWARDS

HEPATITIS C VIRUS ELIMINATION

Pablo Gastaminza Landart
Centro Nacional de Biotecnologia. Agencia Estatal Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.

RESUMEN

El 5 de octubre de 2020, la Asamblea Nobel y el Comité Nobel de Fisiologia o Medicina, anunciaron que tres cien-
tificos, los Dres. Harvey Later, Michael Houghton y Charles Rice serian los galardonados con el premio Nobel de
Medicina 2020 “por el descubrimiento del virus de la hepatitis C". El virus de la hepatitis C (HCV) en uno de varios
virus capaces de causar inflamacion cronica del higado y patologias potencialmente mortales como la cirrosis y
carcinoma hepatocelular. Las observaciones del Dr. Harvey Alter en el Centro Clinico de los NIH provocaron el pos-
tulado de un virus que era diferente de los virus de la hepatitis A y la hepatitis B conocidos en ese momento.
Después de muchos afios de frustracion tratando de identificar el agente infeccioso responsable del virus asociado
a la transfusion no A, no B, ufilizando técnicas viroldgicas convencionales, el Dr. Michael Houghton logr, no solo
identificar inequivocamente HCV, sino también generar reactivos esenciales para prevenir la propagacion del virus
a fravés de transfusion de lotes de sangre contaminados. Estas herramientas y las herramientas moleculares pos-
teriores que se desarrollaron tras este descubrimiento sugieren que mds de 70 millones de personas estdn actual-
mente infectadas con HCV en todo el mundo. Tras muchos afios de intentos frustrados de aislar y propagar el virus
en modelos de cultivo celular para estudiar la virologia bdsica del HCV, el Dr. Charles Rice fue pionero en muchos
estudios con el obietivo de caracterizar funciones bdsicas de las proteinas virales para las que desarrollé, entre
otros, sistemas de genética inversa y ensayos funcionales en forma de replicones, una herramienta bioldgica que
fue fundamental para desarrollar las terapias antivirales actuales. Sin embargo, sus experimentos pioneros de
genética inversa en el modelo del chimpancé, mediante los cuales rescatd viriones infecciosos a partir de material
genético viral donado, aseguraron su presencia entre los premiados. En esta breve revision, analizamos el contexto
en el que se realizaron estas contribuciones fundamentales y cémo se ha impulsado la investigacion en el campo
hasta el punto en que la OMS sugiere la erradicacion del virus utilizando las terapias disponibles actualmente.

ABSTRACT

In october 5 2020, the Nobel Assembly and the Nobel Committee for Physiology or Medicine, announced that
three scientists Drs. Harvey Later, Michael Houghton and Charles Rice were the awarded with the Nobel prize
in Medicine 2020 “for the discovery of the hepatitis C virus”. Hepatitis C virus (HCV) in one of several viruses
capable of causing chronic liver inflammation and life-threatening pathologies like cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. Dr. Harvey Alter observations at the NIH Clinical Center prompted the postulate of a virus that
was different from the hepatitis A and hepatitis B viruses known at that time. After many years of frustration
frying to identify the infectious agent responsible for the non-A, non-B, transfusion-associated virus using
conventional virological techniques, Dr. Michael Houghton succeeded not only at unequivocally identifying
HCY, but also at generating essential reagents fo prevent the spread of the virus through contaminated blood
banks. These tools and subsequent molecular tools develop after this discovery suggest that more than 70
million people are currently infected with HCV worldwide. These studies were followed again by many years
of frustrated attempts at isolating and propagating the virus in cell culfure models to study basic virology on
HCV. Dr. Charles Rice pioneered many studies aiming at characterizing basic functions of the viral proteins for
which he developed among others, reverse genetics systems and functional assays in the form of replicons, a
biological tool that was instrumental to develop the current antiviral therapies. However, its pioneer reverse
genetics experiments in the chimpanzee model, by which he rescued infectious virions from cloned viral genetic
material, granted his presence among the awardees. In this brief review, we discuss the context in which these
seminal contributions were made and how HCV research has been propelled to the point where WHO is sug-
gesting virus eradication using the currently available therapies.
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1. INTRODUCCION

El pasado 5 de octubre de 2020, la Comision de los Pre-
mios Nobel del Instituto Karolinska anuncié la concesion del Premio
Nobel de Medicina y Fisiologia a tres investigadores: el Dr. Harvey
Alter, el Dr. Michael Houghton y el Dr. Charles Rice, por las investi-
gaciones que llevaron al descubrimiento del virus de la hepatitis C,
el agente etioldgico causante de mds de 70 millones de infecciones
cronicas y de mds del 25% de los casos de cirrosis y cancer de higado
en el mundo. En este articulo se presenta el contexto en el que se
llevaron a cabo dichas investigaciones y se explicita como sus con-
tribuciones no se circunscriben al mero descubrimiento de este virus,
sino también al desarrollo de métodos diagndsticos y terapéuticos
que hacen de la eliminacion de la pandemia por el virus de la he-
patitis C un objetivo viable para las proximas décadas segin los pla-
nes de la Organizacion Mundial de la Salud.

2. LAS HEPATITIS )IiRICAS CONSTITUYEN UN IMPORTANTE
PROBLEMA BIOMEDICO A NIVEL MUNDIAL

®Las hepatitis viricas estdn causadas por un grupo diverso
de virus con genomas y estrategias de replicacion muy diferentes
que convergen en su capacidad para generar daiio e inflamacion
del higado por su tropismo hepdtico. Las hepatitis viricas causan
mds de 1,25 millones de muertes al aiio, una cifra comparable a
las muertes causadas por tuberculosis y superiores a las causadas
por el VIH (WHO, 2017). Sin embargo, mientras que la mortalidad
causada por la tuberculosis y el VIH sigue disminuyendo el nmero
de muertes por hepatitis viricas sigue aumentando y se prevé que
sign aumentando en los proximos afios (1). Este aumento se debe
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principalmente a la alta incidencia de patologias derivadas de in-
fecciones cronicas en pacientes portadores del virus de la hepatitis
B (Hepadnaviridae ) y de la hepatitis C ( Flaviviridae ). Dichas com-
plicaciones derivan de una inflamacién crénica del higado (hepatitis)
y fibrosis que puede llevar a alteraciones irreversibles de la funcion
hepdtica como la cirrosis. La cirrosis a su vez estd asociada con el
desarrollo de carcinoma hepatocelular, una enfermedad con limi-
tadas opciones terapéuticas que, junto con la cirrosis causd la muerte
de mds 1 millén de personas sélo en 2016 (1). Las hepatitis viricas
cronicas constituyen el agente etioldgico de alrededor del 50% de
los casos totales de cirrosis y cdncer de higado, por delante del con-
sumo crénico de alcohol (1). Las patologias asociadas con las infec-
ciones por virus de la hepatitis B o C derivan principalmente de una
respuesta inmunoldgica activa, capaz de eliminar hepatocitos in-
fectados, pero incapaz de erradicar la infeccion cronica del individuo,
si bien los determinantes por los que la respuesta inmunoldgica del
hospedador es ineficaz en el caso de la hepatitis B o en el caso de
la hepatitis C son diferentes (2), (3).

Ademds de las infecciones cronicas, existen infecciones vi-
ricas que cursan en forma de hepatitis aguda. El virus de la hepatitis
B, que causa graves patologias cuando establece infecciones cronicas,
es ademads la primera causa de muerte por hepatitis virica aguda,
siendo responsable del 75% de las muertes por esta causa. El resto
de muertes son asignables en su mayoria a la infeccion aguda por
el virus de la hepatitis E (Hepeviridae ) que constituye el 19% de
las infecciones de hepatitis aguday el virus de la hepatitis A ( Picor-
naviridae) que constituye el 4%. El virus de la hepatitis C sélo causa
la muerte por infeccion aguda excepcionalmente y supone el 2%
de los casos restantes (1).

Figura 1: Fotografia de los tres investigadores premiados con el Nobel de Medicina y Fisiologia 2020. De izqda. a dcha: Harvey Alter (NIH; EEUU); Michael Houghton (U.
Alberta; CAN); Charles Rice (U. Rockefeller; EEUU). Fuente: Karolinska Instiutet webpage.
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3. BREVE PERSPECTIVA HISTORICA SOBRE LAS HEPATITIS IN-
FECCIOSAS

Uno de los signos clinicos mds evidentes de la hepatitis es
|a ictericia, que se manifiesta como consecuencia de la acumulacion
de bilirrubina en piel y mucosas y es especialmente evidente en la
coloracion amarillenta del blanco del ojo o esclerdtica. El nombre
ictericia se recoge en escritos de Plinio el viejo (29-71 A.C.), donde
describe que la ictericia podria curarse observando un pdjaro de
color amarillo (Icteros). Si bien el nombre del signo clinico deriva
de Icteros, existen referencias a la ictericia ya en escritos babilonios
y chinos alld por el 3400 A.C. Por lo tanto, la ictericia y, probable-
mente las hepatitis viricas han acompaiado al ser humano desde
hace mucho tiempo. La primera referencia documentada del poten-
cial infeccioso de la ictericia se infiere de las recomendaciones que
el papa Zacarias hizo por carta a San Bonifacio en el afio 751. Entre
dichas recomendaciones se indicaba no suministrar la Comunion a
personas con ictericia v otras dolencias y dejarlos para el final, una
vez ofras personas hubieran comulgado [revisado en (4)].

Alo largo de los afios, el término ictericia epidémica o ic-
tericia de campaiia, dada la gran incidencia de este mal entre tropas
enviadas a diversas campafias, fue sustituido por el término hepatitis
infecciosa, gracias a los estudios realizados en el siglo XVIII, donde
se observo que la ictericia coincidia con la “atrofia hepdtica”. A lo
largo de los siglos, el término hepatitis infecciosa se fue asentando
para describir este mal asociado a brotes esporddicos atribuible en
algunos casos a situaciones de insalubridad, sobre todo a fuentes
de agua contaminada [revisado en (4)].

A medida que la ciencia médica fue avanzando y que fue-
ron existiendo tratamientos o intervenciones médicas que implica-
ban la inyeccion de sustancias o fluidos en personas, comenzaron a
aparecer referencias a otro tipo de hepatitis, no atribuibles a las
causas anteriormente mencionadas, ni con una epidemiologia en
forma de brotes esporddicos. Asi, el Dr. Lurmen (Brehme, 1885)
acuiio el término “hepatitis del suero” tras observar una enorme
incidencia de casos de hepatitis en una cohorte de personas inocu-
ladas con linfa de un paciente infectado por Vaccinia, como método
de vacunacion frente a la viruela, sefialando que se sospechaba de
dicho paciente como fuente infecciosa de la hepatitis transmitida
[revisado en (4)]. Unos afios mds tarde, el Dr. Stokes (USA, 1920)
informaba de una incidencia mayor de lo normal de hepatitis del
suero en la Clinica Mayo en una unidad donde se trataba a pacientes
aquejados de sifilis con inyecciones de arsfenamina (5). Por lo tanto,
la idea de que ademds de una hepatitis infecciosa, existia un se-
gundo tipo de hepatitis, la hepatitis del suero, se fue consolidando.

Durante la segunda guerra mundial, tanto los desplaza-
mientos de tropas a diversas zonas del planeta endémicas para la
hepatitis infecciosa, asi como la creciente utilizacion de vacunas, tra-
tamientos inyectables y transfusiones, los casos de hepatitis causaron
serios estragos entre las tropas de ambos bandos, promoviendo una
intensa investigacion experimental en seres humanos en la década
de los afios cuarenta. Estas investigaciones realizadas en seres hu-
manos, de dudosa calidad ética segin los criterios actuales, no hi-
cieron sino confirmar la existencia de agentes infecciosos que
provocan hepatitis aguda y autolimitada, pero también agentes in-
fecciosos que provocan un tipo de hepatitis con curso mds prolon-
gado y que parecia no ser eliminado con facilidad. [revisado en (4)].

Harvey Alter, un estudioso de la transmisién de la hepa-
titis por transfusion sanguinea

Una forma comdn de adquisicion de la hepatitis del
suero era la transfusion de sangre. En este sentido, el Dr. Harvey
Alter, del Clinical Research Center del NIH, estaba implicado en
la investigacion del origen y agente etiologico responsable del
elevado nomero de casos de hepatitis transmitidas por transfu-
sion. En la década de los 60 ya se acuiiaba el término hepatitis A
para la hepatitis infecciosa y hepatitis B para la hepatitis del
suero. Con el descubrimiento accidental de un antigeno presente
en el suero de un individuo aborigen de Australia que reaccionaba
con pacientes hemofilicos transfundidos en diversos lugares del
mundo por parte del Dr. Alter y el Dr. Blumberg, el denominado
antigeno Australiano (6), se sentaron las bases para la identifi-
cacion de un agente infeccioso transmisible por la sangre, capaz
de transmitir la hepatitis del suero. Este hallazgo, por parte del
Dr. Blumberg y sus numerosos colaboradores, resultd en el des-
cubrimiento del agente etioldgico de la hepatitis B y de un test
antigénico capaz de identificar dicho agente en los donantes de
sangre (6). Este descubrimiento, por el que el Dr. Blumberg recibi6
el premio Nobel 1976, permiti estudiar a fondo la hepatitis del
suero, transmitida por el virus de la hepatitis B. En este sentido,
el Dr. Harvey Alter implementd diversas medidas preventivas para
evitar la transmision de la hepatitis en su centro de transfusiones.
Ademds de emplear test sustitutivos, como la medida de las trans-
aminasas en el plasma de los donantes, implementd los test an-
tigénicos, basados en los hallazgos conjuntos con el Dr. Blumberg
para cribar pacientes potencialmente infectados. Esta metodologia
permitio reducir la tasa de fransmision de hepatitis, pero no eli-
minarla completamente, siendo la tasa de transmision atn de-
masiado elevada para el Dr. Alter (7).
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Unos aiios después, en 1973, el equipo del Dr. Purcell del
NIH, pudo identificar la existencia del virus de la hepatitis A, me-
diante la técnica de inmunomicroscopia electronica (8), una técnica
que también seria empleada para el diagndstico de pacientes in-
fectados y que el Dr. Alter empleo para el cribado de sus bancos de
sangre. La disponibilidad de test seroldgicos para la deteccion de
la hepatitis infecciosa (virus de la hepatitis A) y de la hepatitis del
suero (virus de la hepatitis B) parecia poner fin a las preocupaciones
del Dr. Alter, que por fin podria cribar los lofes de sangre para pre-
venir la transmision de la hepatitis. No obstante, en 1975, el Dr.
Alter publicd la transmision de, todavia, numerosos casos de hepa-
titis de sangre de donantes negativos frente a antigenos de HAV o
HBV (9). En este trabaio, por lo tanto, se infiere la existencia de un
agente infeccioso no-A, no-B capaz de transmitir la hepatitis por
transfusion, una nocion que quedd demostrada en un estudio pos-
terior mediante inoculacion experimental de chimpancés con suero
de pacientes con hepatitis no-A, no-B, que desarrollaron la enfer-
medad y establecieron el primer modelo experimental para este
nuevo agente infeccioso. Las observaciones clinicas del Dr. Alter y
otros, llevaron a identificar al virus no-A, no-B como un agente in-
feccioso responsable del desarrollo de hepatitis cronica y de su evo-
lucién hacia cirrosis (10).

Tras este éxito, siguieron afios de frustracion por la inca-
pacidad de aislar el agente infeccioso mediante su propagacion en
cultivos celulares, algo que sin duda, retrasé la caracterizacion de
lo que luego vendria a denominarse como el virus de la hepatitis C
(11). En estos afios, el inico modelo de infeccion experimental con-
tinud siendo el del chimpancé, lo que llevd a tener que emplear di-
chos animales para establecer pardmetros tan bdsicos como el
didmetro aproximado (60 nm) (12) o la presencia de una envuelta
lipidica de la particula infecciosa (13).

Michael Houghton: Técnicas moleculares para identificar
el agente causante de la hepatitis no-A, no-B

La imposibilidad de aislar el virus causante de la hepatitis
no-A, no-B llevé a los investigadores a tomar estrategias alterna-
tivas a las de la virologia ddsica para identificar inequivocamente
el agente infeccioso. Una de estas estrategias fue la tomada por el
equipo del Dr. Michael Houghton en la empresa Chiron (California,
EEUU). EI Dr. Houghton era experto en clonaje molecular y expre-
sion de genes en sistemas recombinantes, como asi atestigua su fra-
bajo sobre el gen del interferon beta humano, que cloné y expreso
de manera recombinante en bacterias (14). El Dr. Houghton estaba
implicado en el clonaie y caracterizacion de los dcidos nucleicos del
virus de la hepatitis no-A, no-B. Para ello tomaron diversos abor-
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dajes experimentales, como la hibridacion con sondas de virus de
géneros a los que se sospechaba que pertenecia no-A, no-B como
Flaviviridae o Togaviridae, sin éxito. Su experiencia en la expresion
de proteinas recombinantes en bacteria y los trabajos de Shimizu y
cols. en los que pudieron demostrar inmunoreactividad en especi-
menes histolégicos de chimpancés infectados con no-A no-B (15),
inspiraron la estrategia del equipo del Dr. Houghton para identificar
el agente causante de la hepatitis. Esta metodologia consistio en la
generacion de libreria de dcidos nucleicos, tanto RNA como DNA,
presentes en material ultracentrifugado a partir de plasma de chim-
pancés infectados con el virus no-A no-B. Estas colecciones de se-
cuencias se clonaron en un fago recombinante egt11, vector capaz
de inducir la expresion de los cDNA presentes en la coleccion en bac-
terias. La expresion de antigenos no-A, no-B seria posteriormente
defectada mediante anticuerpos de pacientes convalecientes. Este
proceso de cribado de miles de secuencias presentes en material in-
feccioso obtenido de chimpancés produjo numerosos resultados ne-
gativos, pero llevd a la identificacion de un dnico clon molecular
capaz de expresar antigenos susceptibles de ser reconocidos por los
sueros (16). En este sentido, la utilizacion de un suero de un paciente
con una hepatitis particularmente severa parecio ser la clave para
la identificacion del clon 5-1-1, que codifica el antigeno C100-3 (16).

La secuenciacion de dicho clon, asi como la de ofros clones
portadores de la secuencia, permitieron ensamblar un genoma viral
de cadena sencilla y polaridad positiva de unas 9,600 nucledtidos
de longitud, con un Gnico marco de lectura abierta flanqueado por
dos regiones aparentemente no traducidas (16). Este genoma re-
lacionaba filogenéticamente a este agente con la familia Flaviviri-
dae, que pasé a fundar un nuevo género de los Hepacivirus, bajo
el nombre de virus de la hepatitis C (16).

El descubrimiento de una secuencia codificante de antigenos
del agente responsable de la mayor parte de las hepatitis cronicas se
presentd como una oportunidad para el Dr. Houghton para poder ex-
presar dichos antigenos de forma recombinante con el objetivo de im-
plementar el diagndstico seroldgico de pacientes infectados por el virus
de la hepatitis C (17). Esta metodologia, publicada por el propio
Houghton en colaboracidn con Dr. Alter, fue empleada para demostrar
de manera retrospectiva y prospectiva que muchos pacientes de la he-
patitis no-A, no-B eran portadores de anticuerpos que reconocian an-
tigenos del recién descubierto virus de la hepatitis C (17,18). En afios
posteriores, la implementacion de tests basados en antigenos inmu-
nodominantes permitieron una notable reduccion de los casos de he-
patitis adquirida mediante transfusion (19,20), algo que se reflejé
claramente en el ndmero de casos de hepatitis aguda en EEUU. Estos
logros en los que los Drs. Alter y Houghton estuvieron implicados, mds
alld de confirmar la existencia de un nuevo virus capaz de transmitir
hepatitis cronica, permitieron un control parcial de su propagacion
mediante la implementacion de tests seroldgicos de diagnastico y cri-
bado de los bancos de sangre (19,20).
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Charles Rice: virologia molecular para la generacion de
herramientas de estudio del virus

La identificacion de este nuevo virus de gran relevancia
biomédica atrajo sin duda la atencion de numerosos investigadores
que deseaban profundizar en las funciones de los diferentes ele-
mentos de RNA viral y de sus proteinas. Sin embargo, virdlogos de
todo el mundo se foparon con el hecho de que este virus no era sus-
ceptible de propagacion en cultivos, dificultando asi el estudio de
sus funciones. No obstante, estudios basados en la sobreexpresion
de proteinas virales permitieron comenzar a entender algunos de
los aspectos fundamentales de la infeccion por HCV. Entre otros, el
Dr. Charles Rice, en la Universidad de Washington (St. Louis, Mis-
souri), un virdlogo experto en el estudio de Flavivirus (familia Fla-
viviridae) como el virus de la fiebre amarilla, fue capaz de delinear
el mapa de expresion de proteinas del virus descubierto reciente-
mente por M. Houghton y para el que no existian modelos de in-
feccion, empleando para ello sistemas de expresion basados en virus
Vaccinia o virus Sindbis recombinantes y sueros de pacientes con-
valecientes (21-25). Estos trabajos permitieron, entre otros, la iden-
tificacion de dos proteasas virales NS3/4A y NS2, pero no permitian
el estudio de elementos del genoma que no estuvieran directamente
relacionados con el procesamiento de la poliproteina viral. Para di-
chos estudios de genética inversa, es decir, estudios donde se estudia
el impacto de una mutacion introducida experimentalmente en un
gen en un determinado fenotipo, Rice disponia de la secuencia, mds
o menos completa del agente infeccioso, pero carecia de células sus-
ceptibles para el rescate de virus infeccioso, ya que el Gnico modelo
de infeccion experimental disponible era el chimpancé. Por ello, el
grupo del Dr. Rice se puso manos a la obra para poder clonar la se-
cuencia completa de virus presentes en el suero de chimpancés por-
tadores de la infeccion cronica y para ello construyeron una serie
de clones moleculares, para los que no tuvieron otra alternativa que
inocular intrahepdticamente en el higado de chimpancés no infec-
tados. Asi fue como, en 1997, el grupo de Rice y colaboradores pu-
blico el rescate (produccion de virus infeccioso a partir de DNA
recombinante) de virus del hepatitis C infeccioso a partir de clones
moleculares inoculados en forma de ARN transcrito in vitro en el
higado de chimpancés (26). Estos estudios llevaron a la propagacion
de virus infeccioso y a la transmision de la patologia (hepatitis) a
los animales inoculados logrando por primera vez la demostracion
experimental de los requerimientos estructurales del genoma del
virus de la hepatitis C necesarios para iniciar la infeccion (26). Es-
tudios muy similares fueron llevados a cabo por el grupo del Dr.
Jens Bukh (NIH), donde realizd experimentos andlogos (27). Pos-
teriormente el equipo del Dr. Bukh fue pionero en los estudios de
genética inversa, al introducir mutaciones y deleciones deseadas en

dichos clones moleculares infecciosos, demostrando la relevancia
funcional de la proteina p7 del virus de la hepatitis C (28).

Parecia evidente que la utilizacion de chimpancés para
estudios de aspectos fundamentales de la biologia de la infeccion
por HCV no permitiria avanzar de una manera razonable y eficaz.
Los fracasos a la hora de buscar lineas celulares que permitiesen la
replicacion de RNAs virales funcionales generados por diferentes
grupos se contaban por decenas, ya que ningdn grupo de investi-
gacion fue capaz de obtener y propagar virus infeccioso a partir de
los clones moleculares que si funcionaban en chimpancés. Esto llevo
a grupos como los del Dr. Rice o del Dr. Bartenschlager (Universidad
de Heidelberg) a tratar de recapitular aspectos parciales de la in-
feccion mediante la eliminacion de elementos de RNA que pudieran
ser prescindibles para la replicacion del RNA viral, como la region
correspondiente a las proteinas estructurales, presentes en el virion
y la introduccion de elementos de RNA que permitieran la seleccion
de genomas y lineas celulares capaces de replicar eficazmente me-
diante aplicacion de una presion selectiva en forma de antibidtico.
Asi, nacieron los replicones de HCV, elementos autorreplicativos de
ARN di-cistronicos basados en genomas delecionados y en la intro-
duccion de un gen de resistencia a neomicina y de un segundo cistron
bajo el control traduccional del IRES del virus de la encefalomio-
carditis. Estos ARN subgendmicos y las lineas celulares portadoras
resultantes constituyeron una auténtica revolucion en el campo por-
que permitian por primera vez disponer de un modelo de cultivo
celular para el estudio del virus de la hepatitis Cy de la identificacion
y/o seleccion de lineas celulares hipersusceptibles (29). Estos fraba-
jos de los equipos alemdn y americano fueron publicados en el aiio
1999 y 2000 respectivamente, cambiando para siempre el estudio
del virus de la hepatitis C (30) (31).

Una enorme produccion cientifica basada en éstos y otros
replicones similares hicieron avanzar el conocimiento de los aspectos
mds fundamentales de los determinantes genéticos del genoma del
virus, al menos en sus aspectos de replicacion de ARN viral y de sus
interacciones con el hospedador. Sin embargo, a pesar de la iden-
tificacion de lineas celulares que sostenian la replicacion del RNA
viral y la expresion de una replicasa funcional, la propagacion de
virus infeccioso en cultivo se resistia, con algunas excepciones en
cultivos de hepatocitos primarios humanos.

Esta situacion cambid con la identificacion de una cepa
muy particular del virus, la cepa JFH-1 (Japanese Fulminant Hepa-
titis 1) construida a partir de la secuencia consenso de los virus cir-
culantes en un paciente japonés con hepatitis fulminante. La
primera pista de que éste seria una cepa particular vino del hecho
que la tasa de replicacion del replicon subgendmico JFH-1 era ex-
cepcionalmente alta y de que los replicones podian establecerse in-
cluso en lineas celulares no hepdticas, aunque con baja eficiencia

Sesion cientifica celebrada el 26 de noviembre de 2020 para conmemorar
los premios Nobel en fisiologia o medicina y en quimica 2020 2’5
Juan Ramon Lacadena, Pablo Gastaminza, Liuis Montoliu



(32). Esto llevo al Dr. Wakita del Metropolitan Institute de Tokio y
responsable de la caracterizacion inicial de los replicones a colaborar
con diferentes equipos en el mundo para tratar de producir virus
infeccioso gracias a un clon molecular completo de JFH-1. Se toma-
ron diversas estrategias, tanto la transfeccion de genomas completos
de JFH-1 como de quimeras de la replicasa de JFH-1 con regiones
estructurales de otros genotipos (33,34). En el caso del equipo del
galardonado Dr. Rice, se empled una quimera con ofro virus del
mismo genotipo, logrando el rescate de virus infeccioso tanto en
cultivo celular como en modelos de infeccion con chimpancés (35,36).
Otros grupos publicaron simultdneamente este hallazgo, que per-
miti6 por primera vez la propagacion de HCV en cultivo celular (37).
Estos estudios animaron a otros expertos a incrementar la capacidad
replicativa de sus clones moleculares hasta forzar su propagacion
en cltivo celular mediante la introduccion de mutaciones adapta-
tivas. Gracias a estos clones moleculares infecciosos, se ha podido
profundizar en el estudio tanto de aspectos bdsicos como mds apli-
cados en el campo de la hepatitis C (38).

Si bien los clones moleculares infecciosos han sido muy
importantes para la generacion de conocimiento fundamental sobre
el virus, los sistemas de replicon puestos a punto por los grupos del
Dr. Rice y del Dr. Bartenschlager han sido instrumentales para que
en la actualidad se esté considerando la erradicacion del virus de
la hepatitis C mediante terapias con antivirales de accion directa
(39). La identificacion de las actividades proteasa y polimerasa en
NS3/4A (40) y NS5B respectivamente y la determinacion de sus es-
tructuras tridimensionales (41-43) permiti6 iniciar el camino para
el disefio de compuestos antivirales frente a estas dianas virales
(44). No obstante, los modelos de replicacion en replicones han
aportado varias ventajas adicionales. En primer lugar, permitieron
validar compuestos seleccionados en ensayos enzimaticos in vitro,
verificando que fueran efectivos en un sistema celular donde los
complejos de replicacion podrian no alcanzarse, al encontrarse en
complejos de replicacion membranosos dentro de la célula (45). En
segundo lugar, los replicones permitieron acelerar el estudio de me-
canismos de accion y de determinar los perfiles de resistencia a los
farmacos. Esto se debe a la posibilidad de imponer una doble pre-
sion selectiva de manera experimental: i) sobre el gen marcador
presente en el replicon para forzar la seleccion de replicones fun-
cionales; ii) sobre la diana terapéutica viral, en presencia de canti-
dades crecientes de compuesto antiviral, de forma que se seleccionan
replicones portadores de mutaciones de escape para dicho com-
puesto. Esto ha permitido determinar la barrera genética a resis-
tencia frente a distinfos farmacos, asi como las mutaciones asociadas
a resistencia, una informacion de gran relevancia clinica a la hora
de disefiar las combinaciones de farmacos para los tratamientos

(46).
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Ademds, nuevas generaciones de replicones en los que el
marcador del primer cistron de los replicones ha sido sustituido por
marcadores fdcilmente medibles, como el gen de la luciferasa o de
una profeina fluorescente, han permitido cribar colecciones de com-
puestos sin necesidad de conocer la diana molecular. En este sentido,
los inhibidores mds potentes en el arsenal terapéutico frente al HCV,
han sido descubiertos mediante cribado en un sistema basado en
fenotipo, no sesgado a ninguna de las dianas moleculares conocidas
(47). Por ejemplo, estudios de perfil genético a resistencia llevaron
a identificar a NS5A, una proteina multifuncional sin actividad en-
zimdtica conocida, como diana molecular de farmacos como dacla-
tasvir o ledipasvir, esenciales en el tratamiento de la hepatitis C,
pero sin un mecanismo molecular plenamente esclarecido a dia de
hoy (47).

El cambio de paradigma en el tratamiento de la hepatitis
Cvino dado por la aprobacion de un inhibidor de la actividad poli-
merasa de NS5B, sofoshuvir, en forma de precursor del principio
activo que aseguraba un enorme incremento en la eficacia de ver-
siones anteriores de los inhibidores basados en nucledsidos modi-
ficados (48). Dicho antiviral de accion directa fue el primero en ser
aprobado para su uso en ausencia de interferon en la terapia. La
concepcion y sintesis del sofosbuvir, la llevé a cabo el Dr. Sofia, lo
que le valid junto a los desarrolladores de los replicones subgeno-
micos de HCV, los Dres. Rice y Bartenschlager el Premio Lasker en
2016 (http://www.laskerfoundation.org/awards/show/hepatitis-c-
replicon-system-and-drug-development/). Sofosbuvir, en combi-
nacion con ofros fdrmacos frente a la proteasa o NS5A
anteriormente mencionados, permitio dejar atrds la era de los fra-
tamientos basados en interferdn, tratamientos largos, de baja efi-
cacia y plagados de efectos secundarios, y abrir la era de los
antivirales de accion directa (DAA), con tasas de éxito cercanas al
100% en todas las poblaciones tratadas con un tratamiento oral de
8-12 semanas (44,45). Este hecho ha llevado a la OMS a elaborar
un plan ambicioso de erradicacion del virus de la hepatitis C, con el
objetivo de reducir la incidencia en un 80% y mortalidad asociada
a hepatitis C en un 65% para el afio 2030, con un amplio arsenal
de antivirales de accion directa como Gnica herramienta terapéutica.
En Espaiia, se ha elaborado un Plan Estratégico Nacional para la
eliminacion de la hepatitis C en los que ya se han tratado unos
144,000 pacientes con una tasa de curacion del 95%
.(https://www.mschs.gob.es/ciudadanos/enfLesiones/enfTransmisi-
bles/-hepatitisC/PlanEstrategicoHEPATITISC/home.htm).

A pesar de la calidad y cantidad de los DAA disponibles,
el éxito de los planes de erradicacion de la OMS pasan por la im-
plementacion de diversas politicas sanitarias que incluyen el control
de calidad de los bancos de sangre asi como politicas activas de re-
duccion de daiio en individuos adictos a drogas inyectables, entre
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ofras (49). No obstante, entre los principales desafios a dia de hoy
se encuentra el de identificar, diagnosticar y tratar a los mds de 30
millones de personas infectadas que no han sido diagnosticadas y
que, por lo tanto, desconocen que estdn infectadas por el virus (49).
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EL PREMIO NOBEL EN QUiMICA 2020
Juan-Ramon Lacadena
Académico de Ntmero de la Real Academia Nacional de Farmacia

LA TECNICA CRISPR-Cas9: CRONICA DE UN PREMIO
ANUNCIADO

En el afio 2017 publiqué mis reflexiones sobre los aspectos
cientificos y éficos de la técnica CRISPR-Cas9 y en esa ocasion, como
en muchas otras, vaticiné que, antes o después, seria objeto del pre-
mio Nobel. Y efectivamente, asi fue: EI 7 de octubre de 2020, la Real
Academia de Ciencias de Suecia concedid el Premio Nobel en Quimica
2020 a las doctoras Emmanuelle Charpentier y Jennifer A. Doudna
“por el desarrollo de un método para la edicion gendmica”. Para-
freasando el titulo de la famosa novela “Crénica de una muerte
anunciada” del Premio Nobel Gabriel Garcia Mdrquez, se hacia re-
alidad la “cronica de un premio anunciado”.

Como profesor de Genética, la noticia me ha alegrado
mucho, pero me ha dejado un sabor agridulce porque muchos pen-
sdbamos que cuando se diera el Premio Nobel a la técnica CRISPR-
Cas9 de edicion genomica también se deberia incluir al dientifico
espaiol Francisco Juan Martinez Mojica que describio, estudio y bau-
iz6 las secuencias CRISPR en los genomas de arqueas y bacterias.
CRISPR es el acronimo de  Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (repeticiones palindromicas cortas interespa-
ciadas regularmente agrupadas) y Cas el acrénimo de CRISPR as-
sociated (asociada a CRISPR).

Por edicidn genomica se entiende un tipo de ingenieria ge-
nética en la que el ADN es insertado, eliminado o reemplazado en
el genoma de un organismo utilizando enzimas del fipo nucleasas
(denominadas “tijeras moleculares”). Las nucleasas producen roturas
de doble cadena (DSB) en lugares precisos del genoma y las dobles
roturas del ADN pueden ser reparadas por mecanismos de union de
extremos no homdlogos (NHE/) o mediante reparacion dirigida por
homologia (HDR), dando lugar a mutaciones controladas (edicidn).
La edicion gendmica se denomina coloquialmente como la técnica
de “cortay pega”. En la actualidad se dispone especialmente de cua-
tro tipos de nudeasas: meganucleasas, nucleasas de dedo de zinc
(ZF nuclease ), Talen ( Transcription Activator-Like Effector-based Nu-
dease) y el sistema CRISPR-Cos.

Con la llegada de la técnica CRISPR-Cas9 puede decirse
que se ha popularizado o “democratizado” el “tiro al blanco génico”
(gene target ). En efecto, mientras que la utilizacion de las meganu-
cleasas necesitan 4-5 afios de frabajo y un costo de 6.000 € para lle-
var a cabo una investigacion de edicion, las ZF nucleasas implican
un costo 30.000 € , las TALEN implican un tiempo de 3-4 meses y
un costo de 10.000 € , con la CRISPR-Cas9 se necesitan solamente
2-3 semanas de trabajo y un coste de 20-30 € .
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Una breve historia de CRISPR-Cas9

Aunque la primera descripcion de la existencia de las se-
cuencias CRISPR en el genoma de las bacterias se hizo en 1987 por
un grupo japonés, sin embargo se debe principalmente a los frabajos
del investigador espaiol Francisco Juan Martinez Mojica (Francis Mo-
jica) (3, 4, 5) en los afios 1993, 2000 y 2005 el estudio de unas se-
cuencias de ADN repetidas (las secuencias CRISPR) descubiertas en
bacterias y en arqueas —que posteriormente se descubrid su relacion
con el sistema inmunitario de la bacteria para defenderse de los ata-
ques de los virus que las atacan— se han convertido en una de las
herramientas biotecnoldgicas mds eficaces para modificar el genoma
(edicion gendmica) de cualquier clase de organismo. Sin embargo,
fueron Emmanuelle Charpentier y Jennifer A. Doudna quienes se
dieron cuenta que este sistema ancestral de defensa de las bacterias
contra la infeccion por virus podia convertirse en una herramienta
para la modificacion dirigida del material genético de ofros seres
Vivos.

La caracteristica mds relevante que diferencia a los métodos
de correccion del ADN por transgénesis es que el fransgén se integre
al azar en el genoma o que se produzca el reemplazamiento del gen
original. Por ofro lado, una vez producida la doble rotura en la mo-
lécula de ADN puede haber dos rutas para fijar la rotura de la doble
hélice: la NHEJ (uni6n de extremos no homélogos) que produce la
disrupcion génica (INDEL, inserciones y/o deleciones) y la HDR (re-
paracion dirigida por homologia) que da lugar a la reparacion génica
y a la edicion.

El sistema CRISPR-Cas9 consta de dos elementos: una pe-
quefia molécula de ARN (la parte CRISPR) que contiene una secuen-
tia complementaria con la secuencia diana contra la que se dirige
en el ADN, y una endonucleasa (denominada Cas9) que es una pro-
teina con actividad enzimdtica capaz de cortar el ADN y hacerlo so-
lamente donde le indique la pequeiia molécula de ARN antes
mencionada. Al producir la doble rotura en la molécula de ADN en-
tran en accion ofras enzimas existentes en las células que reparan el
daiio producido, pero que pueden generar errores al insertar o eli-
minar algunos nucledtidos en el lugar del corte; es decir, se genera
una mutacion en el gen afectado por el corte (NHEJ). Sin embargo,
si se anade un tercer elemento al sistema CRISPR-Cas9 consistente
en una molécula de ADN que tenga secuencias complementarias a
la zona donde se producird el corte y, ademds, se incorporan en esta
secuencia algunos cambios especificos que no estuvieran en el ge-
noma original, el sistema tenderd a utilizar esta molécula de ADN
como molde para restaurar el corte cambiando asi el genoma; es
dedir, editdndolo (edicién gendmica). Como si de un procesador de
textos se tratara, el sistema CRISPR-Cas9 y la molécula de ADN con-
siguen localizar un error y corregirlo en un gen o, viceversa, instaurar
un error donde antes no lo habia, reproduciendo asi en un modelo
animal experimental aquella mutacion detectada en un paciente
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afectado por una enfermedad. En otras palabras, somos capaces de
reproducir en el genoma de los animales de experimentacion las
mismas mutaciones observadas en los pacientes.

En una revision del tema, Lander (8) analizaba la contri-
bucion de diversos investigadores al desarrollo de los fundamentos
y aplicaciones de la técnica CRISPR-Cas9. Los 12 “héroes CRISPR" —
como €l los llama— son, por orden de aparicion en escena:

e Descubrimiento de CRISPR: Francisco Juan Martinez Mojica

(1993)

*  (RISPR es un sistema inmune adapatativo: FJ.M. Mojica

(2005), Gilles Vergnaud (2005), Alexander Bolotin (2005)

*  Evidencia experimental de que CRISPR confiere inmunidad

adaptativa y utiliza una nucleasa: Philippe Horvath (2007)

*  Programando CRISPR: John van der Oost (2008)
*  Dianas CRISPR en el ADN: Luciano Marrafini (2008)
*  (as9 es guiada por crRNAs y crea dobles roturas en el ADN:

Sylvain Moineau (2008)

*  Reconstituyendo CRISPR en un organismo distante: Virgi-

nijus Siksnys (2011)

o Estudiando CRISPR in vitro: V. Siksnys (2012), Emmanuelle

Charpentier (2012), Jennifer A. Doudna (2012)

* Edicion genomica en células de mamiferos: Feng Zhang

(2012, 2013), George Church (2013)

De los doce investigadores citados, hay cinco especialmente cualifi-
cados para ser merecedores del galardon Nobel que, por orden de
aparicion en escena —como se dice en los programas de representa-
ciones teatrales— son los doctores Mojica, Charpentier, Doudna,
Zhang y Church. Como las normas de concesion de los galardones
dicen que no sean mds de tres personas (a no ser que se trate de al-
guna organizacion), la Real Academia de Ciencias de Suecia, que
otorga el Premio Nobel en Quimica, se vio en le necesidad de aplicar
un juicio saloménico, a mi juicio equivocado, premiando solamente
a Emmanuelle Charpentier y a Jennifer A. Doudna. En mi opinin,
sin los descubrimientos bdsicos de la secuencia CRISPR que hizo el
Dr. Mojica, las galardonadas con el Premio Nobel no hubieran podido
desarrollar su técnica premiada y, por tanto, el Dr. Mojica deberia
haberles acompaiado en el galardon. En la historia de los Premios
Nobel, hay casos similares en los que se premiaba también la inves-
tigacion bdsica que, muchos aiios después, servia de base a los tra-
bajos de los premiados. En elegantes palabras del excluido Dr. Mojica,
“han premiado a las personas que desarrollan la herramienta. No
a quien sentd las bases [é] mismo] ni a quienes primero la aplicaron
[George Church y Feng Zhang]".

Un comentario final: la Genética y los Premios Nobel

Una vez mds, investigaciones genéticas —en este caso, afio
2020, las llevadas a cabo por los Dres. Houghton y Rice con el virus
de la hepatitis Cy las de las Dras. Charpentier y Doudna con la técnica
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CRISPR-Cas9- han sido galardonadas con el Premio Nobel. Utili-
zando palabras similares a las que usé en anteriores ocasiones se-
mejantes a ésta, puedo sefalar globalmente que investigaciones
genéticas han sido galardonadas con el Premio Nobel en 56 ocasio-
nes, correspondiendo el premio a 110 cientificos del campo de la Ge-
nética o ciencias afines. De los 56 premios considerados, 42
pertenecen al dmbito de la Fisiologia o Medicina, 13 a la Quimica y
1 de la Paz. De los 110 cientificos galardonados, 83 corresponden a
premios de Fisiologia o Medicing, 26 de Quimicay 1 de la Paz. Sdlo
hay 10 mujeres entre los galardonados.

Me siento orgulloso de pensar que en los veinte afios que
van transcurridos del siglo XXI se ha premiado la investigacion ge-
nética en 22 ocasiones, a saber: 2001, 2002, 2004, 2006, 2006, 2007,
2008, 2008, 2009, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013, 2013, 2016, 2017,
2018, 2018, 2019, 2020, 2020.
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PREMIO NOBEL DE QUIMICA 2020: UN PREMIO QUE SURGIO EN ESPANA Y QUE

PASO DE LARGO

NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY 2020: A PRIZE THAT AROSE IN SPAIN AND PASSED BY

Lluis Montoliu José

Centro Nacional de Biotecnologfa (CNB-CSIC) y Centro de Investigacion Biomédica en Red en Enfermedades Raras (CIBERER-ISCIII)

RESUMEN

Las investigadoras Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna han recibido el Premio Nobel
de Quimica del aio 2020 por “el desarrollo de un método de edicion genética”, tal y como pro-
clama la escueta pero suficiente justificacion aportada por la Academia Sueca de Ciencias, res-
ponsable de la seleccion y eleccion de los premiados en esta categoria. La palabra CRISPR
(acrénimo en inglés de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) que corres-
ponde, en espaiiol, a las repeticiones cortas palindrémicas agrupadas y regularmente espaciadas,
descritas por el microbidlogo espafiol de la Universidad de Alicante, Francisco Juan Martinez
Mojica, no aparece en la frase resaltada del galardon pero, inmediatamente, el mundo entero
supo que este premio Nobel de Quimica se lo llevaban las “CRISPR”, las famosas herramientas
de edicion genética, descritas inicialmente por Mojica como elementos de un complejo y eficaz
sistema de defensa en procariotas y que, gracias al talento y la vision de estas dos investigadoras,
fueron propuestas para ser utilizadas, fuera de contexto, para la edicion de cualquier gen de
cualquier ser vivo. En esta revision sealaré los puntos clave que permitieron a Charpentier y
Doudna obtener, merecidamente, este premio y, por supuesto, subrayaré el papel que han jugado
muchos otros investigadores, como el propio Mojica.

ABSTRACT

Two researchers, Emmanuelle Charpentier and Jennifer Doudna, have received the 2020 Nobel
Prize in Chemistry for "the development of a genetic editing method", as proclaimed by the brief
but sufficient justification provided by the Swedish Academy of Sciences, responsible for the se-
lection and election of the winners in this category. The word CRISPR (acronym for Clustered Re-
gularly Interspaced Short Palindromic Repeats), described by the Spanish microbiologist at the
University of Alicante, Francisco Juan Martinez Mojica, does not appear in the highlighted phrase
of the award but, immediately, the whole world knew that this Nobel Prize in Chemistry was won
by the "CRISPR", the famous gene editing tools, initially described by Mojica as elements of a
complex and effective defense system in prokaryotes. And, thanks to the talent and vision of
these two researchers, CRISPR were proposed to be used, out of context, for editing any gene of
any living organism. In this review I will point out the key points that allowed Charpentier and
Doudna to deserve this award and of course | will underline the role that many other researchers
have played, including that of Mojica himself

Palabras Clave:

CRISPR

edicion genéfica
CRISPR-Cas
terapia génica
nucleasas

Keywords:

CRISPR
genome editing
CRISPR-Cas
gene therapy
nucleases
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1. INTRODUCCION

Emmanuelle Charpentier, microbidloga francesa que tra-
bajé desde diversos laboratorios hasta recabar como directora de
un centro Max-Planck en Berlin (Alemania), y Jennifer Doudna,
bioquimica norteamericana, de la Universidad de California en
Berkeley, no se conocian personalmente a principios del aiio 2011.
En marzo de ese afio tuvo lugar una reunion internacional sobre
“Regulacion por ARN en Bacterias” en San Juan, Puerto Rico
(EE.UU.), y alli fue donde coincidieron estas dos investigadoras por
vez primera. Charpentier, mds joven que Doudna, que ya era una
investigadora senior, con prestigio y reconocimiento, fue quien se
acercd a proponer una colaboracion cientifica para descifrar el me-
canismo de accion de uno de estos sistemas CRISPR-Cas (Cas se re-
fiere al acronimo en inglés CRISPR-associated protein), en el que
las dos habian estado investigando, desde un punto de visto de
microbiologia molecular (Emmanuelle Charpentier) y desde un
punto de vista de bioquimica estructural (Jennifer Doudna). Quince
meses después el resultado de esa colaboracion aparecia publicado
en la revista Science (1), en el primer y Gnico articulo cientifico en
el que estas dos investigadoras colaboraron como co-titulares de
la investigacion. El articulo que las llevd, ocho afios y unos meses
después, a consequir el Premio Nobel de Quimica.

El articulo de Charpentier y Doudna (1) describia la sim-
plicidad estructural y funcional del mecanismo de accion del sistema
CRISPR-Cas9 de la bacteria Streptococcus pyogenes, patégena para
los seres humanos, causa frecuente de otitis y laringitis. En el citado
estudio, publicado en el mes de junio de 2012, las dos investiga-
doras galardonadas, junto a sus colaboradores, describieron que
la nucleasa Cas9 cortaba, in vitro, guiada por una molécula de ARN
(crRNA), descrita por el laboratorio de John van der Oost (2), y
que, a su vez, se apareaba con otro ARN de pequefio tamafio (tra-
crARN) que era quien atenazaba a la proteina Cas9. Este dltimo
ARN habia sido descrito un afio antes por el laboratorio de Em-
manuelle Charpentier (3). El articulo seminal de las dos investi-
gadoras (1) aporté un detalle especial, que muy probablemente
contribuyé al éxito inmediato y a la expansion internacional de
estas herramientas. Charpentier y Doudna optaron por fusionar
las dos moléculas de ARN en una sola, a través de una secuencia
de union (linker) y el resultado fue el denominado sgARN (guia
sintética de ARN) o, simplemente, gARN (guia de ARN) que con-
vertia al sistema CRISPR-Cas9 en binario (1). Solo dos componen-
tes eran necesarios para trasladar los posibles beneficios de las
nuevas herramientas CRISPR-Cas9 a cualquier entorno: la nucleasa
Cas9 y la guia de ARN (sgARN). El articulo de Charpentier y
Doudna terminaba con una frase premonitoria del éxito que acom-
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paiiaria al nuevo método que lanzaban en 2012: “Proponemos
una metodologia alternativa basada en la proteina Cas9 progra-
mada por ARN que puede aportar un potencial considerable para
las aplicaciones de inactivacion y edicion génica”. No se equivoca-
ban. En efecto, ocho afios mds tarde ese articulo las llevé al mds
alto reconocimiento que puede recibir un cientifico: el Premiop
Nobel de Quimica.

Es relevante indicar que el celebrado articulo de 2012
fue, en realidad, la Onica ocasion que colaboraron experimental-
mente Charpentier y Doudna, en igualdad de condiciones. Dos afos
mds tarde Charpentier colabord en un articulo de biologia estruc-
tural del laboratorio de Doudna, que determinaba cdmo la prote-
ina Cas9 cambiaba de conformacion al interaccionar con las
moléculas de ARN (4). Posteriormente aparecieron juntas en dos
de las primeras revisiones que se publicaron sobre el tema (5, 6),
y en una obra colectiva adicional de posicionamiento sobre el im-
pacto de la edicion genética (7), pero lo cierto es que se trata en
esta ocasion de un Premio Nobel basado en un tnico trabajo ex-
perimental, una Gnica publicacion (1), que obviamente ha tenido
un impacto enorme en biologia, biotecnologia y biomedicina. De
ahi se desprende la justificacion del galardon conseguido conjun-
tamente por estas dos investigadoras, la primera vez que se otorga
un Premio Nobel a dos investigadoras.

Todo lo anterior es cierto. Pero no es menos cierfo que
Charpentier y Doudna propusieron, pero no demostraron, que los
sistemas CRISPR-Cas9 de procariotas podrian ser utilizados como
herramientas de edicion genética. Este honor les corresponde, con-
juntamente, a los laboratorios de Feng Zhang (Instituto BROAD,
del MIT) y de George Church (Universidad de Harvard) quienes
publicaron sendos manuscritos en enero de 2013 precisamente lle-
vando a la prdctica la propuesta de las investigadoras. En efecto,
en dos publicaciones que aparecieron en la revista Science a prin-
cipios de 2013 estos dos investigadores de Boston compartieron
con el mundo el éxito que habian tenido editando células de raton
y células humanas (8, 9). Fue entonces cuando empezd la revolu-
cion CRISPR, cuando el resto del mundo empez6 a descubrir las
poderosas herramientas CRISPR, para editar cualquier gen de cual-
quier organismo (10).

Sin embargo, junto a Charpentier, Doudna, Zhang y
Church, siguen faltando muchos investigadores. Siguen faltando
todos aquellos microbidlogos moleculares que, durante mds de
veinte aiios, antes que se descubriera la potencial aplicacion de los
sistemas CRISPR-Cas como herramientas de edicion genética, se
entretuvieron a describir este peculiar, fascinante, complejo y muy
eficaz sistema de defensa que usan los procariotas para defenderse
de moléculas de ADN invasoras, sean virus o pldsmidos (11).
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2. EL ORIGEN PROCARIOTA DE LOS SISTEMAS CRISPR-CAS

Realmente la historia de este Premio Nobel de Quimica
2020 se remonta al afio 1987. Fue entonces cuando un equipo de
microbidlogos japoneses se percato de la existencia de unas curiosas
repeticiones en el genoma de la proteobacteria Escherichia coli es-
paciadas por secuencias diversas (12). Cuatro afios mds tarde otros
microbidlogos holandeses también las reportaron en el genoma de
Mycobacterivm tuberculosis, las micobacterias que causan la tuber-
culosis en personas y en animales (13). Pero no fue hasta 1993
cuando aparecié el primer trabajo publicado de un microbiologo
espaiiol, Francisco Juan Martinez Mojica, también conocido como
Francis Mojica, quien, desde la Universidad de Alicante, junto a su
grupo de investigacion, localizo estas mismas repeticiones y espa-
ciadores en el genoma de ofro procariota, de la arquea Haloferax
mediterranei, microorganismo habitual de las salinas, aislado an-
teriormente por su laboratorio en las Salinas de Santa Pola (Ali-
cante). En esta primera publicacion, Mojica describia repeticiones
similares a las reportadas por los equipos japoneses y holandeses,
pero esta vez en una arquea (14).

A diferencia de los microbidlogos japoneses y holandeses,
Mojica se dio cuenta de la relevancia de que tres procariotas muy
alejados evolutivamente, y con hdbitats tan dispares (intestinos,
pulmones y salinas, respectivamente), compartieran un patron de
repeticiones de secuencias en su ADN, en sus genomas. Descartada
por fisicamente improbable la transmision horizontal tan solo que-
daba suponer una evolucion convergente en tres linajes, posible
pero altamente improbable. O asumir que aquella insdlita organi-
zacion de un fragmento del ADN de todos estos microorganismos
respondiera a que lo habian heredado de un ancestro comdn. Sin
embargo, la consulta del drbol filogenético de los procariotas su-
giere que el ancestro comin mds proximo de las tres especies era
verdaderamente las primeras células que aparecieron en nuestro
planeta, probablemente hace mds de 3.500 millones de afios. Y, de
todo ello se deducia que una peculiar estructura gendmica que se
habia mantenido tanto tiempo tenia que ser necesariamente fun-
cionalmente relevante para estos seres vivos. Y por fodo ello Francis
Mojica decidio dedicar su carrera profesional a investigar cudl podria
ser la funcion de estas repeticiones de secuencias de ADN (15).

La primera idea de Mojica fue pensar que estas repeticio-
nes podrian tener algo que ver con la replicacion y la particion de
replicones en la arquea Haloferax mediterranei (16), algo que des-
pués se comprobd que no era una hiptesis correcta, aunque esta
publicacion recoge las primeras evidencias de que estas secuencias
repetitivas eran activas, se transcribian a ARN. Mojica siguid reco-
pilando la presencia de estos elementos repetidos en el genoma de
muchos procariotas cuya secuencia se empezaba a conocer y publico

el primer listado de secuencias repetidas de diversos microorganis-
mos, en el que incluia algunos elementos descritos en el genoma
de las mitocondrias de leguminosas (relacionado con el origen pro-
cariota de estos orgdnulos subcelulares) (17). Hasta entonces, cada
grupo que reportaba secuencias repetidas de estas caracteristicas
las denominaba de una forma distinta. Pero en noviembre de 2001
Francis Mojica le propuso a Ruud Jansen una palabra: CRISPR
(acrénimo en inglés de Clustered Regularly Interspaced Short Pa-
lindromic Repeats) que inmediatamente hizo fortuna y se usé por
primera vez en un articulo de Jansen en el que describia la existen-
cia de genes colindantes a las repeticiones, que intuia debian estar
relacionados, y que, por ello, las proteinas codificadas se nombraron
como Cas (acrénimo en inglés de CRISPR associated protein) (18).

La contribucion esencial de Mojica para descifrar el signi-
ficado de las repeticiones CRISPR y de los espaciadores con secuen-
cias Gnicas que habia entre aquellas no tardaria en llegar. En verano
de 2003 Mojica se percatd de que algunos espaciadores eran frag-
mentos de genomas de virus que infectan a bacterias (bacteriéfa-
gos). Y que, cuando esto sucedia, la bacteria que portaba ese
fragmento del virus era resistente a la infeccion por ese mismo virus.
Habia encontrado la razon de ser de los sistemas CRISPR. Se trataba
de un sistema inmunitario de los procariotas de base genética, de
defensa contra los virus, que se podia transmitir entre generaciones
y que era adaptativo, pues al ir afiadiendo fragmentos de nuevos
virus podia conferirles resistencia a las bacterias y arqueas a todos
esos nuevos invasores. Le costd casi tres afios encontrar una revista
que publicara estos resultados sorprendentes, que la comunidad
cientifica recibio con escepticismo e incredulidad, pero finalmente
aparecieron publicados en 2005 en la revista Journal of Molecular
Evolution (19), convirtiéndose, afios después, en su pasaporte para
ser nominado también a los Premios Nobel, tal era la relevancia
de su descubrimiento.

La explicacion propuesta por Mojica para dar sentido fun-
cional a los sistemas CRISPR fue confirmada experimentalmente
dos aios después, por dos investigadores Rodolphe Barrangou y
Philippe Horvath, y sus colaboradores, quienes pudieron llevar a la
prdctica los experimentos que Mojica hubiera deseado hacer, con-
firmando que al afiadir una nueva repeticion CRISPR con un espa-
ciador derivado de un virus la bacteria se volvia resistente al mismo,
y al eliminar ese mismo espaciador se tornaba sensible a la infeccion
(20).

Las contribuciones esenciales de Mojica al universo CRISPR
todavia tuvieron otra aportacion fundamental al ponerle nombre
a la secuencia que aparecia conservada justo al lado de la secuencia
de reconocimiento del fragmento del genoma del virus, que Mojica
denomind como motivo adyacente al protoespaciador, o PAM (acré-
nimo en inglés de Profospacer Adjacent Motif ). Ese era el truco ge-
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nético que usaban las bacterias para diferenciar el ADN del virus,
contra el que debian atacar, del fragmento del ADN del virus inser-
tado en el genoma de la bacteria entre las repeticiones CRISPR, que
no debian atacar (21). La existencia de estas sefiales presentes di-
rectamente en el genoma de los virus, adyacentes a la secuencia de
reconocimiento, ya habia sido intuida por otros investigadores (22),
que eran diversas segun qué bacteria o arquea, o qué nucleasa Cas
se tratara. Y esta es la razon bioldgica por la que a la hora de di-
sefiar las guias de ARN para dirigir los sistemas CRISPR-Cas a nues-
tro gen favorito debamos escoger no cualquier secuencia al azar
sino solamente aquellas adyacentes a la sefial PAM que requiere la
nucleasa que vayamos a utilizar, una labor bioinformdtica de la que
se encargan la mayoria de programas que disefian guias de ARN
para dirigir las nucleasas Cas a los genes de eleccion (23, 24).

Las aportaciones de Mojica al campo de las CRISPR vinie-
ron acompaiiadas de otros hallazgos, igualmente relevantes. El in-
vestigador Luciano Marraffini, de origen argentino pero afincado
en EE.UU., demostrd en 2008 que los sistemas CRISPR-Cas no solo
iban dirigidos contra el genoma de los virus sino también contra
pldsmidos (25). El grupo de John van der Qost descubrid las peque-
fias moléculas de ARN (crARN) que dirigian a las nucleasas a la se-
cuencia que debia ser cortada (2). El mecanismo de actuacion se fue
descubriendo paulatinamente, con contribuciones importantes de
la propia Jennifer Doudna, que describio la actividad ADNasa en
las nucleasas Cas asociadas a CRISPR (26) y el procesamiento del
ARN transcrito de las agrupaciones CRISPR en fragmentos de menor
tamaiio (27). Sin embargo, probablemente el trabajo fundamental
que dio la pista del mecanismo de accion de los sistemas CRISPR-
Cas en procariotas surgio en 2010 del laboratorio del investigador
canadiense Sylvain Moineau, quienes demostraron, por vez primera,
que el mecanismo de defensa que aplicaban las bacterias para in-
activar los virus y pldsmidos invasores mediante los sistemas
CRISPR-Cas estaba basado en el corte de sus ADNs, derivado de la
actividad Cas de las nucleasas asociadas (28). El mecanismo de ac-
cion se completd con el trabajo de Emmanuelle Charpentier, quien
en 2011 describio la otra molécula de ARN necesaria para que la
guia de ARN acabara interaccionando con la endonucleasa Cas, que
denoming tracrARN (3). El colofén final de todos estos mds de veinte
afios de investigacion bdsica sobre los sistemas CRISPR-Cas lo puso
el articulo conjunto de las premiadas Charpentier y Doudna (1),
aparecido en verano de 2012, por el que recibieron el Premio Nobel
de Quimica del afio 2020.

Son muchos pues los investigadores que, capitaneados por
Francis Mojica, participaron en la exploracion y bisqueda de expli-
caciones funcionales para el sistema CRISPR-Cas, antes que Emma-
nuelle Charpentier y Jennifer Doudna (11). Y muchos mds los que
comprobaron y usaron profusamente su propuesta de convertir este

Scientific session held on november 26, 2020 to commemorate

3”. the nobel awards in physiology or medicine and in chemistry 2020
Juan Ramdn Lacadena, Pablo Gastaminza, Liuis Montoliu

. ANAlESI

RANF

sistema de defensa en una eficaz herramienta de edicion genética
(10, 11). Por ello el premio, merecido, que recibieron estas investi-
gadoras llegd acompaiiado de decepciones, al ver que el comité de
seleccion de la Academia Sueca de Ciencias habia desestimado com-
partir el galardon con alguno de los otros investigadores mencio-
nados, probablemente ante la dificil disyuntiva de tener que optar
por uno frente a los demds. Y, con ello, Espaiia vio pasar de largo
la oportunidad sofiada de que Francis Mojica fuera el tercer dientifico
espaiiol galardonado con un Premio Nobel, tras Santiago Ramén y
Cajal (1906) y Severo Ochoa Albornoz (1959).

Mencion especial merece un microbidlogo lituano, Virgi-
nijus Silknys, de la Universidad de Vilnius, que, con su grupo, hizo
también aportaciones fundamentales. En 2011 logro transferir con
éxito un sistema CRISPR-Cas desde la bacteria gram-positiva Strep-
tococcus thermophilus a Escherichia coli, una bacteria gram-negativa
y evolutivamente muy alejada de la primera (29). La magnitud del
experimento quedo eclipsada probablemente al tratarse del infer-
cambio de secuencias entre dos microorganismos, sin reparar que
estos tenian una distancia evolutiva enorme, de centenares de mi-
llones de afios, tantos como los que separan un eucariota unicelular
como la levadura Saccharomyces cerevisiae de nosotros. Silknys tam-
bién se percatd del posible uso de los sistemas CRISPR-Cas de pro-
cariotas como posibles herramientas de edicion genética y asi lo
plasmé tras realizar un estudio in vitro (30) andlogo al realizado
por las investigadoras Charpentier y Doudna. Sin embargo, Silknys
uso el sistema CRISPR-Cas de Streptococcus thermophilus y las in-
vestigadoras usaron el sistema CRISPR-Cas de Strepfococcus pyo-
genes, del que conocian todos sus componentes, incluido el tracrARN,
que desconocia y no utilizé el trabajo del investigador lituano (30).
Este trabajo, que se envid a publicar antes del de las investigadoras,
finalmente acabo publicado en la revista PNAS, en su ndmero de
septiembre de 2012 (30), tres meses después del articulo seminal
de Charpentier y Doudna en la revista Science (1). Ambos trabajos
describian el mecanismo de accion de sendos sistemas CRISPR-Cas
en dos especies distintas del género Streptococcus. Ambos articulos
predecian que el corte de secuencias especificas de ADN guiado por
pequeiias moléculas de ARN podria tener utilidad en un sistema de
edicion genética universal, pero solo el trabajo de las dos investi-
gadoras incluia la totalidad de los elementos de los sistemas
CRISPR-Cas: la proteina Cas9, el crARN y el tracrARN. Esta dltima
molécula faltaba en la receta metodoldgica de Silknys. Sin embargo,
creo que es necesario acreditar que fueron tres, por lo menos, los
investigadores que, a lo largo de 2012, se percataron del uso de los
sistemas CRISPR-Cas como herramientas de edicion genética: Em-
manuelle Charpentier, Jennifer Doudna y Virginijus Siksnys (11,
15).
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3. LAS HERRAMIENTAS CRISPR-CAS DE EDICION GENETICA:
APLICACIONES, VENTAJAS Y LIMITACIONES

El escueto mensaje que anunciaba el Premio Nobel con-
cedido a Charpentier y Doudna referia que la motivacion de tan
alta distincion se justificaba por el desarrollo de “un” método de
edicion genética. La eleccion del articulo indeterminado “un” y no
su correspondiente determinado “el” por parte de la Academia de
Ciencias Sueca no era baladi. Implicito en ese mensaje se trasladaba
la informacion de que el sistema CRISPR-Cas por el que las dos in-
vestigadoras iban a recibir el Premio Nobel no era el dnico sistema
de edicion genética que la comunidad cientifica conocia. En efecto,
por lo menos tres sistemas andlogos adicionales, totalmente dife-
rentes en su modo de accion, habian aparecido descritos antes que
las herramientas CRISPR-Cas. En primer lugar, las meganucleasas
de levaduras, descritas en 1995, seguidas de las nucleasas asociadas
a dominios proteicos de dedos de cinc (ZFN, acrénimo en inglés de
Zinc-finger nucleases), que aparecieron en 2001, y finalmente las
TALEN (acronimo en inglés de Transcription activator-like effector
nuclease) cuyo uso se popularizé a partir de 2011 (10, 31, 32). Sin
embargo la irrupcion de las herramientas CRISPR-Cas en 2013, fras
las primeras demostraciones funcionales por parte de Zhang (8) y
Church (9), seguidas de muchos otros investigadores como la propia
Jennifer Doudna (33), y el laboratorio de Rudolf Jaenisch, que de-
mostrd el uso de las CRISPR para la edicion de ratones (34), y mu-
chos ofros investigadores (10, 11), rdpidamente demostrd su
versatilidad, asequibilidad y facilidad de uso, propiedades que lle-
varon a las herramientas CRISPR-Cas de edicion genética a deshan-
car a todas las anteriores. En apenas ocho aiios ya se han publicado
22.000 articulos cientificos que usan estas herramientas CRISPR-
Cas, unos 6.000 solamente en el tltimo afio contabilizado, 2020.
Las anteriores herramientas se siguen utilizando, y en algunos casos
han permitido resolver barreras insalvables que no habian podido
superar las herramientas CRISPR, como la edicion del ADN mito-
condrial. Recientemente, David Liu, investigador del Instituto
BROAD-MIT, ha conseguido editar el genoma de mitocondrias a fra-
vés de una estrategia parecida a los editores de bases, combinando
la actividad citidina deaminasa con TALEN lo cual permite llevar el
complejo al interior de la mitocondria y editar especificamente su
genoma (35).

Todas las herramientas de edicion genética, en sus dife-
rentes versiones, realizan esencialmente la misma funcion: cortar
el ADN en secuencias especificas. Dicho corte dispara los mecanismos
endogenos de reparacion. Las dos rutas mds importantes para res-
taurar la continuidad fisica del cromosoma son la unidn de extremos
no homdlogos, que ocurre en todas las células, estén dividiéndose
0 no; y por otro lado la reparacion dirigida por homologia, en la

que se puede aportar al sistema un molde (un oligonucledtido de
ADN de cadena sencilla, o un fragmento bicatenario de ADN) con
homologia a derecha e izquierda del corte realizado y con la posi-
bilidad de insertar secuencias de novo, que no existian en el genoma
original. Esta segunda ruta de reparacion solamente opera en ¢é-
lulas que estdn en division. La resolucion del primero de los meca-
nismos progresa al azar, afiadiendo (insertando) y eliminando
(delecionando) nucledtidos hasta que se logra alguna microhomo-
logia que permita reconstituir la continuidad fisica del cromosoma.
Normalmente el resultado de la reparacion mediante union de ex-
tremos no homélogos es la inactivacion génica, y el resultado de la
reparacion dirigida por homologia la edicion génica (5, 6, 10, 15).

Las aplicaciones de las herramientas CRISPR-Cas en bio-
logia, biotecnologia y biomedicina son muy numerosas. El limite de
las mismas estd en la imaginacion de los investigadores (15). Con
ellas se pueden generar deleciones, inserciones, substituciones, in-
versiones, duplicaciones, traslocaciones y cualquier otro reordena-
miento cromosomico que deseemos modelar en células en cultivo o
en organismos vivos. La obtencion de nucleasas Cas9 con los centros
activos de corte de ADN mutados, en una de las cadenas, las llama-
das “nicasas”, son en las dos cadenas, las llamadas Cas9 “muertas”
0 dCas9 (del inglés dead Cas9) ha abierto igualmente un campo in-
menso a las modificaciones epigenéticas, al combinarlas con domi-
nios activadores o supresores de la transcripcion, o a la modificacion
directa de las secuencias de ADN, combinando las Cas9 modificadas
con actividades quimicas deaminasas, capaces de cambiar las bases
nitrogenadas, de citosinas a timinas, o de adeninas a guaninas, sin
necesidad de cortar el ADN, que son las variantes denominadas edi-
tores de bases. O incluso combinando las dCas9 o las nicasas con
dominios de transposasas o transcriptasas reversas, para unas nu-
cleasas Cas9 inactivadas pero con propiedades excepcionales y po-
tencialmente muy interesantes para aplicaciones biotecnoldgicas o
biomédicas (36, 37).

En biologia, las aplicaciones de las herramientas CRISPR
han permitido analizar funcionalmente el genoma no codificante,
que representa la mayoria del genoma en mamiferos (alrededor
del 98%), y estd lleno de secuencias repetidas, elementos moviles
(transposones y retrotransposones) y fambién de secuencias de ADN
reguladoras. La presencia de repeticiones inhabilita el uso de es-
trategias tradicionales, basadas en recombinacion homéloga, como
las que les permitieron a Evans, Capecchi y Smithies desarrollar la
técnica de inactivacion dirigida de genes en células pluripotentes
embrionales de raton, por la que recibieron el Premio Nobel de Fi-
siologia o Medicina en 2007 (38). Sin embargo, las herramientas
CRISPR-Cas apenas necesitan veinte ribonucledtidos para aparearse
con los nucledtidos complementarios del gen deseado y promover
el corte a través de la endonucleasa Cas9. Y si se combinan dos com-
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plejos CRISPR-Cas9 para que acten en cis se puede fomentar la
delecion de las secuencias que hay entre medio, siendo posible la
eliminacion especifica de elementos reguladores, y el estudio de sus
consecuencias en la expresion génica y el fenotipo del animal. Este
tipo de estrategias ya ha sido aplicado con gran éxito en el estudio
de los elementos reguladores del locus de la tirosinasa del genoma
de raton (39, 40, 41).

La posibilidad de inactivar multiples genes es otra de las
versatilidades de las herramientas CRISPR. Recientemente unos in-
vestigadores australianos consiguieron disefiar antidotos mds efec-
tivos contra el veneno de una medusa extremadamente venenosa,
llamada avispa de mar, capaz de matar a una persona en 10 mi-
nutos al entrar en contacto con sus fentdculos. Expusieron su veneno
a células humanas a las que previamente les habian transducido
una biblioteca de lentivirus portadores de Cas9 y de guias ARN con-
tra la prdctica totalidad de los genes humanos (>18.000), de tal
manera que cada célula tenia un gen inactivado. El veneno matd
la mayoria de las células exceptuando aquellas en las que el sistema
CRISPR habia inactivado la ruta de entrada del veneno, lo cual po-
sibilité descubrir posibles antidotos (42).

Las aplicaciones de las CRISPR en investigacion biomédica
también han permitido generar los llamados ratones “avatar”, en
los que con el uso de estas herramientas de edicion genética se
puede reproducir exactamente la misma mutacion encontrada en
un paciente de una enfermedad congénita en el gen homdlogo del
genoma de raton (15). Este nombre refiere a la pelicula de ciencia
ficcion que con el mismo nombre dirigio James Cameron en 2009,
en la que unos seres azules estaban de alguna manera conectados
con las personas. El nombre avatar aprovecha la metdfora de esta
conexion y con estos modelos animales se puede validar la seguri-
dad y eficacia de tratamientos experimentales antes de exponerlos
directamente a los pacientes.

En biotecnologia animal las herramientas CRISPR se han
utilizado ya con éxito en diversas infervenciones sobre genomas de
animales de granija, para dotarles de caracteristicas beneficiosas.
La eliminacion de un dominio del receptor (D163, que es el que
usa el virus porcino del sindrome respiratorio y reproductor para
entrar en las células y causar estragos en las granjas de cerdos, pro-
duce animales que ya no son infectables por este peligroso virus,
que cada afio provoca pérdidas millonarias en el sector (43). Una
estrategia CRISPR también se us para eliminar los retrovirus por-
cinos (PERV) que representan un peligro potencial en aplicaciones de
xenotrasplantes. Primero en células porcinas (44) y luego directamente
en animales (45) el uso de las herramientas CRISPR permitio generar
cerdos carentes de PERV activos, eliminadas las 62 copias que conte-
nian insertadas en su genoma, y, por lo tanto, mds seguros para su
utilizacion posterior en el desarrollo de xenotrasplantes.
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En biotecnologia vegetal la aplicacion de tecnologias
CRISPR ha permitido, por ejemplo, reproducir la domesticacion del
tomate, llevada a cabo tras siglos de mejora genética tradicional
desde su variante silvestre a la especie actual, mediante la inacti-
vacion sistemdtica de apenas seis genes que permiten, entre otras
funciones, aumentar el tamaiio y el nimero de frutos por planta
(46). En Espaiia, el investigador Francisco Barro (Instituto de Agri-
cultura Sostenible, CSIC, Cérdoba) aplicd las herramientas CRISPR
para inactivar la mayor parte de genes de las gliadinas del trigo,
principal componente del gluten, y asi producir un cereal con bajo
contenido en gluten cuya harina y pan resultantes pueden ser con-
sumidos por personas con celiaquia (47). También las CRISPR se
han aplicado en lineas de maiz para incorporar la mutacion en el
gen waxy, lo cual produce un cereal con un mayor contenido en ami-
lopecting, de gran valor agroecondmico e industrial (48).

Otro de los campos que ha generado grandes expectativas
con la aparicion de las herramientas CRISPR es el control de las en-
fermedades infecciosas diseminadas por insectos, mayoritariamente
mosquitos, tales como la fiebre amarilla, el dengue, el virus Zika,
el chikumguya, o la malaria. Las estrategias CRISPR permiten forzar
una herencia supramendeliana, gracias a desarrollos de impulso
génico (en inglés gene drive ) en los que el alelo modificado codifica
para su propia modificacion, lo cual garantiza que ambos alelos
serdn modificados a pesar de que solamente se hereda un alelo
modificado de uno de los progenitores. Estas alteraciones en la dis-
tribucion de alelos, mediadas por CRISPR, con objeto de interferir
en el ciclo vital del mosquito, ya han sido exploradas experimen-
talmente en mosquitos que transmiten el plasmodio, causante de
la malaria (49).

Mds alld de las aplicaciones CRISPR en biologia y biotec-
nologia existen grandes esperanzas para poder aplicar estas técnicas
en la dlinica, con un objetivo biomédico, para curar o aliviar enfer-
medades de base genética que son incurables hoy en dia. Natural-
mente la posibilidad de usar CRISPR en personas exige una
seguridad y eficacia que no necesitamos en modelos animales o ve-
getales, y que igualmente podemos gestionar adecuadamente en
todos los seres vivos, menos en seres humanos, fundamentalmente
por motivos éficos. Y es precisamente en las aplicaciones biomédicas
donde se ponen de manifiesto, de forma mds evidente, las limita-
ciones actuales de la tecnologia CRISPR de edicion genética, que
son de dos tipos: la alteracion no deseada de secuencias genomicas
similares a las planeadas (en inglés los efectos off-target), y el mo-
saicismo (50, 51, 52). La primera limitacion no es tan importante
como parece, pues existen moltiples programas bioinformdticos que
nos permiten seleccionar, cada vez mejor, guias de ARN mds espe-
cificas y, ademds, aparecen nuevas endonucleasas recombinantes
con mayor espedificidad (23, 24). La segunda limitacion es la fuente
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de mayor incertidumbre en edicion genética, pues al intentar unir
un corte de doble cadena de ADN los sistemas de reparacion endo-
genos cometen errores, nunca se acuerdan de lo que han hecho con
la molécula anterior y, por ello, generan una diversidad alélica y
genética que aparece sistemdticamente en todo experimento de edi-
cion genética con CRISPR (39, 40). En plantas y en animales pode-
mos segregar los alelos no deseados y las mutaciones inesperadas
en ofras partes del genoma mediante meiosis, mediante cruces, se-
leccionando entre la progenie resultante aquellas plantas o anima-
les que porten solamente los alelos editados de interés. Pero
obviamente este protocolo no lo podemos aplicar en seres humanos.
Seria imprudente y éticamente inaceptable. Por ello hay que reco-
mendar mucha cautela a la hora de aplicar estas tecnologias sobre
seres humanos y, ante todo, fomentar el uso responsable de las téc-
nicas de edicion genética (53, 54, 55). Naturalmente existen también
limitaciones de tipo legal que impiden, por ejemplo en Espaiia, mo-
dificar el genoma de la descendencia, al ser nuestro pais signatario
del Convenio de Asturias de 1997.

Desafortunadamente, el investigador chino He Jiankui,
anuncio en noviembre de 2018 que habia editado embriones hu-
manos con objeto de inactivar el gen que codifica el receptor CCRS,
que es el que usa el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH,
causante del SIDA) para entrar en los linfocitos. El irresponsable
experimento se completd y los embriones humanos editados dieron
lugar tres nifias, dos gemelas y otra niiia, que tenian las mismas
deficiencias y alteraciones inesperadas observadas en otras especies,
como el raton: mutaciones no deseadas y mosaicismo, sin posibili-
dad ética de gestionar esta irresponsabilidad adecuadamente. A fi-
nales de 2019, este investigador y sus colaboradores mds cercanos
fueron condenados a cdrcel, al pago de una fuerte suma de dinero
e inhabilitados de por vida, apenas un aio después de conocerse el
experimento. Este desafortunado experimento ilustra que no por el
hecho de poder aplicar las herramientas CRISPR en muchos pro-
yectos lo tenemos que hacer, que debemos recapacitar y, a falta de
regulacion especifica, evitar el uso de estas herramientas en em-
briones humanos mientras no controlemos los resultados de la edi-
(ion genética (15).

Para completar esta revision, con motivo del Premio Nobel
de Quimica 2020, otorgado a Emmanuelle Charpentier y Jennifer
Doudna, es importante mencionar los, todavia escasos, pero incon-
testables éxitos que la tecnologia CRISPR ha obtenido en biomedi-
cina, en la clinica. En la actualidad (diciembre de 2020) existen mds
de 43 ensayos clinicos en marcha que usan las herramientas CRISPR
con finalidad ferapéutica y estdn en diferentes fases del proceso.
Son fundamentalmente ensayos ex vivo, exceptuando un par in vivo.
De estos Gltimos destaca el que se lleva a cabo en diversos hospitales
de Europa y Norteamérica, encaminado a eliminar una mutacion

criptica en un infron del gen CEP290, causante de la Amaurosis Con-
génita de Leber de tipo 10. En este caso los pacientes, cuya dege-
neracion progresiva de retina es irreversible, reciben una inyeccion
intraocular y subretinal de los reactivos CRISPR-Cas incorporados
en vectores virales adenoasociados (56).

En relacion a los ensayos clinicos de terapia génica ex vivo
hay que mencionar dos tipos de aproximaciones. En primer lugar
el uso de las herramientas CRISPR de edicion genética en pacientes
con cdncer agresivo y refractario, resistentes a quimioterapia y ra-
dioterapia, como son el mieloma, el sarcoma y el melanoma. Re-
cientemente hemos conocido unos resultados preliminares de una
fase 1 (para evaluar seguridad) de unos pacientes a quienes se les
extrajeron linfocitos que, una vez en el laboratorio, se les aplicd la
tecnologia CRISPR para inactivar el gen PD1y el gen del receptor
de células T, y antes de retornarlos al paciente se les aiiadio un
nuevo receptor quimérico de células T dirigido contra antigenos de
membrana de las células cancerosas (57). Y, el mayor éxito de todos,
|a terapia que acabamos de conocer para enfermos de anemia fal-
ciforme y beta talasemias, enfermedades graves de la sangre que
requieren transfusiones constantes y comprometen la vida de los
afectados. En estos casos el gen de la beta-globina estd mutado
pero se reactiva la copia fetal de la gamma-globina, intacta, que
reemplaza la beta-globina mutada, gracias a reducir significativa-
mente la expresion del gen del represor BCL11, que mantiene la
copia fetal inactiva en adultos, mediante el uso de una estrategia
CRISPR que permite eliminar el potenciador transcripcional del gen
BCL11 (58). El gen no se puede eliminar por completo pues es ne-
cesario para el desarrollo y la diferenciacion de ofros tipos celulares
del sistema hematopoyético. En la mayoria de estos casos se utilizan
virus adenoasociados (AAV) para vehicular los reactivos CRISPR-
Cas a la célula o fejido diana, sin embargo existe también la posi-
bilidad de usar nanoparticulas para dirigir las herramientas CRISPR
y todos sus componentes al lugar adecuado del cuerpo mediante
nanotecnologia (59).

4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El Premio Nobel de Quimica 2020, otorgado merecida-
mente a Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna, reconocid la
vision que tuvieron al plantear, en junio de 2012, que un sistema
de defensa antiviral bacteriano pudiera convertirse en una eficaz y
precisa herramienta de edicion genética, como asi ha sido. Este ga-
lardon deja fuera a muchos otros investigadores que contribuyeron
significativamente a establecer la tecnologia CRISPR o que, me-
diante la investigacion bdsica, sentaron las bases del origen y la
funcion de los sistemas CRISPR en procariotas, como el microbidlogo
espaiol Francis Mojica.
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Son muchas las aplicaciones de la tecnologia CRISPR en
biologia, biotecnologia y biomedicina, y muchos mds los usos que
veremos de este revolucionario método en un futuro proximo. Estos
métodos han cambiado como se hacen los experimentos de modifi-
cacion genética en los laboratorios de biologia molecular de todo
el mundo. Y, gracias a su facilidad y asequibilidad, permiten avanzar
a un gran nimero de laboratorios de muchos paises que tradicio-
nalmente se quedaban atrds con otras tecnologias que requerian
equipamientos mds sofisticados. También es oportuno resaltar la
capacidad de adaptacion de los métodos CRISPR, que pueden apli-
carse para cualquier objetivo que persiga detectar, marcar o alterar
cualquier material genético, sea ADN o ARN. Quizds la mejor
prueba de la versatilidad de las herramientas CRISPR la tenemos
en como han surgido aplicaciones relativas a la pandemia COVID-
19, causada por el coronavirus SARS-CoV-2, tanto para diagnosticar
la presencia del virus mediante métodos alternativos, basados en
CRISPR (60, 61), el Gltimo de ellos desarrollado por el laboratorio
de Jennifer Doudna (62), como para usar estas mismas herramien-
tas como verdaderos antivirales, con variantes especificas de nucle-
asas Cas, como la Cas13d, capaz de cortar especificamente ARN y
con ello degradar el genoma del coronavirus y de otros virus con
genoma de ARN como el de la gripe (63).
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