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M TERESA MIRAS PORTUGAL (1948-2021). IN MEMORIAM
M® TERESA MIRAS PORTUGAL (1948-2021). IN MEMORIAM

Antonio Luis Doadrio Villarejo
Presidente de la Real Academia Nacional de Farmacia del Instituto de Espaia
corresponding author: presidencia@ranf.com

EDITORIAL

Una gran tristeza envuelve a nuestra Institucion por
la pérdida de su presidenta de honor, la Excma. Sra. D M® Te-
resa Miras Portugal. Destacada docente y cientifica, gallega de
nacimiento, madrilefia de adopcion y de dimension universal,
fue la primera y, hasta ahora, Gnica mujer en presidir nuestra
Academia. Su presidencia coincidio coetdneamente con el que
suscribe como secretario general. La labor que realiza una Real
Academia del Instituto de Espaiia se basa en esos dos pilares,
presidente y secretario que, juntos, iniciamos un viaje para que
nuestra Institucion estuviera presente, sin complejo alguno,
dentro de la sociedad del siglo XXI. Las Reales Academias,
deben prestar un servicio 0til a la sociedad civil y asesorar al
gobierno de nuestra nacion para, en nuestro caso, contribuir
a mejorar todos los aspectos del mundo del medicamento y sa-
nitarios. La linea de actuacion de M® Teresa fue acorde con esos
principios bdsicos, realizando una gran labor, no exenta de di-
ficultades por los recortes presupuestarios realizados por el go-
bierno desde 2008. A pesar de todo, con un gran entusiasmo y
un optimismo contagioso, abordd proyectos como el de la asig-
nacion de metadatos a los registros digitales de nuestra biblio-
teca virtual, lo que proporciona la mdxima visibilidad a cada
una de las obras digitalizadas, la renovacion de nuestros Ana-
les en forma de Open Journal en formato digital o la catalo-
gacion de todo el contenido de nuestro Museo. Se preocupd
mucho por intentar aumentar la calidad de nuestras sesiones
cientificas poblicas, asi como de nuestras publicaciones lo que,
en mi opinidn, creo consiguid, a pesar de que el liston estaba
muy alto. También trabajo desde la Academia para unir lazos
cientificos con las académicas autonémicas y extranjeras de far-
macia.

Se nos ha ido una gran académica, cientifica, docente
y amiga que, dejando un enorme vacio, nos proporciona un
recuerdo imborrable en nuestra memoria. Las personas pasa-
mos, pero la Institucion continda y lo hace con la riqueza de
contenidos que supone su inestimable legado.

D.E.P

Maria Teresa Miras Portugal (1948-2021). In Memoriam
Antonio Luis Doadrio Villarejo “5
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QUIMERAS MACACO-HUMANAS: ASPECTOS CIENTIFICOS Y CONSIDERACIONES

BIOETIC AS MACAQUE-HUMAN CHIMERAS: SCIENTIFIC ASPECTS AND BIOETHICAL

REFLECTIONS

Juan-Ramén Lacadena
Académico de Nimero de la Real Academia Nacional de Farmacia del Instituto de Espania

corresponding author: jrigbucm@bio.ucm.es

COMENTARIO

RESUMEN

Se describe la obtencion de embriones quiméricos macaco-humanos por Izpisua y colaboradores
(2021) mediante la inyeccion de células troncales pluripotentes humanas en blastocistos de macaco
cultivados ex vivoy se analiza el destino de las lineas celulares humanas en su desarrollo posterior
hasta el dia 19 después de la fecundacion. Se hace una reflexion bioética sobre la relacion ciencia-
ética en general y sobre dicha investigacion en particular.

ABSTRACT

The obtention by Izpisua and collaborators (2021) of macaque-human chimeric embryos by
microinjection of human pluripotent stem cells into early blastocysts of cynomolgus monkey is
described. They studied the competency of human pluripotent stem cells in macaque embryos
cltured ex vivo until 19 days post-fertilization. A reflection on these experiments is made from the
bioethical point of view.

Decadencia del arte clinico y auge de la medicina tecnoldgica

Palabras Clave:

Quimera

Embrion quimérico macaco-humano
(élulas troncales pluripotentes humanas
Cultivo embrionario ex vivo

Biogtica

Keywords:

Chimera

Macaque - human chimeric embryo
Human pluripotent stem cells

Ex vivo embryo culture

Bioethics

José Antonio Rodriguez Montes
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1. ASPECTOS CIENTiFICOS

Etimologicamente, el diccionario de la Real Academia
Espaiola de la Lengua (2020) define quimera como “aquello que
se propone a la imaginacion como posible o verdadero, no siéndolo”
cuyo origen en la mitologia cdsica es un “monstruo imaginario que
vomitaba llamas y tenia cabeza de ledn, vientre de cabra y cola de
dragon”.

Desde el punto de vista genético, por quimera se entiende
el organismo que contiene células, tejidos u 6rganos de diferente
constitucion genética (genotipo) procedentes de individuos distintos
por fusion embrionaria o por transferencia de células, tejidos u
organos.

Las quimeras pueden ser intraespecificas o interespecifi-
cas. Por ejemplo, una persona con un trasplante de drganos (rifion,
pulman, higado, etc.) o un injerfo de tejidos es una quimera in-
traespecifica y una persona a la que le han colocado una vdlvula
cardiaca de cerdo es una quimera interespecifica.

No hay que confundir las quimeras con los hibridos
originados por reproduccion sexual ni con los mosaicos genéticos
producidos por mutacion o recombinacion somdticas. A mi me
resulta sorprendente que una revista tan prestigiosa como Nature
(1) haya utilizado el término hybrid en vez de chimaera o chimaeric
en un comentario editorial sobre el trabajo recientemente publicado
por lzpisua y colaboradores (2). En mi opinién, hay que ser muy
preciso en la utilizacion de los términos correctos.

El pasado dia 15 de abril se publico en la revista Ce/fun
articulo del grupo de investigacion coordinado por el Dr. Juan Carlos
Izpisua Belmonte, Académico de Honor de esta Real Academia
Nacional de Farmacia desde 2016. Firman el articulo 24 cientificos
pertenecientes a varios centros de investigacion diferentes: State
Key Laboratory of Primate Biomedical Research (China), Salk
Institute for Biological Studies, La Jolla (USA) y Universidad Catdlica
San Antonio de Murcia (Espafia). La investigacion trata de la
introduccion de células troncales pluripotentes humanas (hPSC) en
embriones de macacos (Macaca fascicularis ) en fase de blastocistos
con objeto de estudiar la capacidad de supervivencia de las células
humanas en el embrion de macaco con vistas a una posible futura
utilizacion de esta técnica para aplicaciones en la Medicina
regenerativa, llegando hipotéticamente al trasplante de drganos.

La técnica utilizada, que habia sido desarrollada en afios
anteriores (3,4), permite cultivar ex vivo embriones de primates (y
embriones humanos también, aunque no es éste el caso) hasta la
fase de gdstrula, para ello se elimina la zona pelicida de manera
que el blastocisto desnudo puede adherirse a la placa de cultivo

Decline of clinical art and tecnological medicine hoom
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para su ulterior desarrollo, permitiendo seguir la pista de las células
troncales pluripotentes humanas reprogramadas (“exfended”,
hEPSC). Asi, 6 dias después de la fecundacion (dpf) inyectaron 132
embriones con hEPSCs de los que 91 permanecieron vivos a los 11
dpf, descendiendoa 12 a los 17 dpf y quedando solamente 3 el dia
19 dpf. Las células troncales pluripotentes humanas (hPSC) son ca-
paces de renovarse ilimitadamente en cultivo y generar cualquier
tipo de célula adulta. En su estudio, Izpisua y colaboradores ober-
varon que las células troncales pluripotentes humanas reprogra-
madas (hEPSC) proliferaron dentro del embridn, generando varias
lineas celulares que se integraron en la masa celular interna (ICM)
de embriones de macaco en fase de blastocisto tardio, contribuyendo
tanto a lineas celulares embridnicas como extraembridnicas en fases
de peri-implantacion y de post-implantacion temprana.

También descubrieron sucesos de sefializacion que indican
una comunicacion interespecifica que puede ayudar a conformar un
patron de desarrollo Gnico de las células humanas y de macaco en
el embrion quimérico. Aiaden los autores, ademds, que estos
resultados pueden ayudar a comprender mejor el desarrollo
humano temprano y la evolucion de los primates y a desarrollar
estrategias para mejorar el quimerismo humano en especies
evolutivamente distantes.

A partir del dia 13 post-fecundacion (dpf), las células
tendian a agruparse juntas y separarse de la capa EPI (epiblasto)
del mono. Estas células humanas parecian diferenciarse en células
de gdstrula. Las células hEPSCs mostraban una razonable
contribucion al epiblasto con una contribucion mdxima del 7,08%
el dia 15 dpf y algo menor al hipoblasto, alcanzado un mdximo del
4,96% el dia19 dpf. Sin embargo, la contribucion al trofoectodermo
en embriones peri- y post-implantatorios fue limitada. Se estima
que a los 19 dias después de la fecundacion los embriones
quiméricos tienen unas 10.000 células con un mdximo de un 7%
de células humanas. Para analizar el patron de desarrollo de los
embriones quiméricos, se hicieron andlisis de secuenciacion de ARN
en simples células (scRNA-seq), permitiendo estudiar el perfil de
los transcriptomas de 227 células humanas y 302 células de macaco
en diferentes etapas del desarrollo entre los dias 9y 17 dpf.

Como antecedentes a la investigacion actual, cabe
indicar que el Dr. Ispizua Belmonte y colaboradores ya habian
obtenido quimeras interespecificas (raton-rata, cerdo-humano,
vaca-humano) en los afios 2016 y 2017 (5, 6). La técnica general
consiste en introducir mediante microinyeccion en embriones en fase
de blastocisto de una especie células troncales pluripotentes de la
otra especie. Asi, obtuvieron embriones quiméricos de cerdo con
células humanas con la idea de comprobar si era posible obtener
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cerdos adultos con un 6rgano humano apto para ser utilizado como
trasplante. Para ello, copiando el modelo que habian obtenido ya
en quimeras de raton y rata, en el que a un blastocisto de raton
portador de una mutacion que le impedia formar el pdncreas se le
inyectaron células troncales pluripotentes de rata, obtuvieron
ratones quiméricos viables con pdncreas de rata. Copiando el
modelo, se pro hitrataba ahora de obtener embriones de cerdo
portadores de una mutacion que les impidiera formar el pancreas
a los que se les introducia las células pluripotentes humanas con la
esperanza de que alguna de ellas diera lugar al desarrollo del
pancreas humano en el cerdo quimérico. Sin embargo, quizd debido
a la distancia evolutiva de las especies en juego (cerdo y humano),
el intento fracasd por la baja proporcion de células humanas en el
embrién quimérico (1 por cada 100.000). Por ello decidieron inten-
tar algo semejante pero utilizando una especie evolutivamente mds
proxima a la especie humana: el macaco (Macaca fascicularis ). Asi,
obtuvieron los 132 embriones antes mencionados con 110 células
cada uno a los que aiadian 25 células troncales pluripotentes
humanas reprogramadas (hEPSC).

Aqui saltaron las alarmas: una cosa es obtener embriones
quiméricos de cerdo con células humanas que después en el
desarrollo pudieran dar lugar a tejidos u drganos humanos, y otra
es que el embrion quimérico fuera de macacos o, quién sabe si mds
adelante, fuera de chimpancé, orangutdn o gorila. ¢Es ciencia-
ficcion? Para mi, si lo es, pero en cualquier caso, el debate ético estd
servido.

2. CONSIDERACIONES ETICAS

Dada su proximidad evolutiva, desde hace mucho tiempo
se ha planteado la posibilidad de unir los patrimonios genéticos de
la especie humana y de alguna especie de primate o de simio. Asi,
el zoologo Ilid Ivanovich Ivanov, en los afios veinte del siglo pasado,
se propuso obtener hibridos de chimpancé y humano mediante in-
seminacion artificial en Africa de mujeres con espermatozoides de
mono. Afortunadamente, por circunstancias diversas, no pudo llevar
a cabo su proposito.

Pierre Savatier y colaboradores, de la Universidad de
Lyon, publicaron hace pocos meses un intento de crear embriones
quiméricos de macaco y humano, llegando a obtener a los 7 dias
estructuras embrionarias de mono de unas 250 células con un
mdximo de 10 células humanas (7). En este trabajo participd el Dr.
Manuel Serrano del Instituto de Investigacion Biomédica de
Barcelona (IRBB).

Hagamos unas reflexiones éticas bdsicas utilizando algin
aforismo, definido por la RAE (2020) como una “mdxima o senten-

cia que se propone como pauta en alguna ciencia o arte”. En lo que
sigue utilizaré las reflexiones sobre “Ciencia y Etica” que hice en
una ocasion anterior (8).

En relacion con la ética de la investigacion hay que consi-
derar que todos aceptamos que “/a libertad de pensamiento y la li-
bertad de expresién son sagradas y de ellas deriva la libertad de
investigacion”.

Cuando se dice que “la Ciencia es imparable” debemos
tener en cuenta que tiene un doble significado: bien que “el pro-
greso cientifico es continuo” o bien que “los cientificos no estdn dis-
puestos a parar”, lo cual puede implicar problemas bioéticos.

La realidad nos dice que “fratar de detener el progreso
cientifico es como querer poner puertas al campo”; es decir,
imposible porque “fodo lo que se pueda hacer se hard” o, en tér-
minos de imperativo fecnoldgico, “todo lo que se puede hacer, hay
que hacerlo”. En cualquier caso, debe tenerse en cuenta en el de-
bate bioético que “no todo lo que es técnicamente posible, puede
que sea éticamente deseable”, que “el fin no justifica los medios” y
que “cuando no se podia hacer, era fdcil plantearse si no deberia
hacerse”.

En relacion con el imperativo fecnologico antes mencio-
nado (“todo lo que se pueda hacer, hay que hacerlo”), me parece
interesante recoger aqui las palabras de Hans Jonas en su obra El
Principio de Responsabilidad. Ensayo de una ética para la civiliza-
cion tecnoldgica (1979).

“La tesis de partida de este libro es que la promesa de la
técnica moderna se ha convertido en una amenaza, o que la ame-
naza ha quedado indisolublemente asociada a la promesa. ..Lo
que hoy puede hacer el hombre —y después, en el ejercicio insosla-
yable de ese poder, tiene que seguir haciendo— carece de parangdn
en la experiencia pasada”. No es lo mismo investigar con células
somdticas, tejidos u organos que investigar con embriones.
No obstante, en este caso, hay que sefialar que en esta investigacion
no se trata de embriones humanos con células de mono sino de
embriones de mono con células humanas. En cualquier caso, el
peligro hipotético estd en que al introducir las células troncales
pluripotentes humanas con capacidad de originar cualquier tejido
u drgano podemos preguntarnos, en un alarde de ciencia-ficcion,
qué ocurriria si se llegara a obtener en la investigacion un ser no
humano con cerebro humano: algo asi como la pelicula £/ planeta
de los simios que protagonizd Charlton Heston. Ante esta
posibilidad, el Dr. Izpisua asegura que existen tecnologias para
evitar que se formen neuronas humanas en el cerebro animal. Dice
también el Dr. Izpisua que con su investigacion no se pretende
obtener embriones quiméricos con el propésito de lograr adultos

Decadencia del arte clinico y auge de la medicina tecnoldgica
José Antonio Rodriguez Montes IQD



quiméricos animal-humano, sino simplemente, descubrir los pro-
cesos que facilitan la comunicacion cruzada interespecifica entre las
células durante el desarrollo de los embriones quiméricos, asi como
comprender mejor el desarrollo temprano humano y la evolucion
de los primates.

La Sociedad Internacional para la Investigacion con Célu-
las Troncales (ISSCR) va a hacer pdblicas unas nuevas directrices re-
visadas. En 2015, los NIH de los Estados Unidos anunciaron una
moratoria sobre la financiacion con fondos federales de la investi-
gacion con embriones quiméricos animal-humano. Sin embargo,
en 2016, se propuso levantar la suspension restringiendo la prohi-
bicion a quimeras creadas después de la gastrulacion, cuando em-
pieza la formacion del sistema nervioso. Mds de cuatro aios
después, la prohibicion sigue vigente.

Por su parte, Japon aprobd en 2019 los primeros experi-
mentos con embriones quiméricos animal-humano. Como dicen los
aforismos anteriormente citados, “/a Ciencia es imparable” porque
“no se puede poner puertas al campo”ya que “fodo lo que se pueda
hacer, se hard”. Recojo a continuacion algunos comentarios recogi-
dos en la prensa espariola:

El profesor Federico Montalvo, Presidente del Comité de
Bioética de Espaiia, opina que “el objetivo actual es digno de
aplauso, pero quizd habria que plantearse también si se puede uti-
lizar para ofros fines, como crear una especie de sujeto intermedio.
El riesgo es abrir un camino que puedan recorrer otras personas”.
Se trata del peligro de la “pendiente reshaladiza” (slippery slope)
con que tantas veces se argumenta en el debate bioético.

Carlos Romeo Casabona, catedrdtico de Derecho Penal en
la Universidad del Pais Vasco, miembro del Comité de Bioética de
Espafia y Gnico miembro espafiol del Comité de Etica Cientifica que
asesora a la Presidenta de la Comunidad Europea Ursula von der
Leyen, no ve problema alguno en esta fase de investigacion y di-
ciendo que “no fengo reproche ético alguno y no hay base alguna
para que estos experimentos deban estar perseguidos legalmente”.
Ademds, refiriéndose al “test del hamster” que se utilizaba en los
afos setenta del siglo pasado para evaluar la fertilidad masculina
fecundando dvulos de hdmster con espermatozoides humanos, decia
que “se fecunda un animal con gametos humanos y nadie se escan-
dalizaba”. No es lo mismo, evidentemente, que la obtencion de em-
briones quiméricos mono-humanos, pero como analogia puede
sernos Util para reflexionar.

Manuel Serrano, investigador del Instituto de Investiga-
cion Biomédica de Barcelona (IRBB), opina que “cientificamente no
hay nada revolucionario en este trabajo porque quimeras humanas
con ratdn, cerdo vaca y mono ya se han hecho” aunque afiade que
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“hay una mejora técnica importante y esto tiene mérito cientifico”.
Desde el punto de vista ético de la investigacion, el Dr. Serrano dice
que “muchos investigadores estdn pidiendo que se amplie el ma
gen de los 14 dias” y reconoce que “muchas veces la investigacion
va por delante de la regulacion ética” aunque “los cientificos
queremos que haya regulaciones éticas, no queremos estar en un
vacio legal” y finaliza asegurando que “estos embriones fracasan
porque los macacos y los humanos no somos lo suficientemente
proximos”. La cuestion ética que queda en el aire es iy si la
investigacion se hace con alguno de los grandes simios: chimpancé,
gorila u orangutdn?

Alfonso Martinez Arias, bidlogo por la Universidad
Complutense y actualmente en la Universidad Pompeu Fabra de
Barcelona después de haber estado muchos afios en la Universidad
de Cambridge, es muy critico con el trabajo en cuestion: “era
innecesario abrir la caja de Pandora” y considera esta investigacion
“de dudosa ética”, aiiadiendo que “este tipo de experimentos puede
generar miedos injustificados en la sociedad y poner en peligro el
trabajo de otros cientificos que estdn intentando crear un marco
ético y legal para investigaciones relacionadas”.

En mi opinion, aunque en el caso de la experimentacion
realizada por Izpisua y colaboradores no se trata, insisto una vez
mds, de embriones humanos quiméricos con células de mono sino
de embriones de mono quiméricos con células humanas, no estd de
mds recordar que la ley espaiiola 14/2006 sobre Técnicas de repro-
duccion humana asistida considera infracciones muy graves “per-
mitir el desarrollo in vitro de los preembriones mds alld del limite
de 14 dias siguientes a la fecundacion del ovocito, descontando de
ese tiempo el que pudieran haber estado crioconservados”. Por
guardar cierta analogia, podemos sefialar que, en el caso que nos
ocupa, los embriones de mono quiméricos llegaron a ser cultivados
ex vivo hasta los 19y 20 dias. También la ley 14/2006 considera in-
fraccion muy grave “la prdctica de cualquier técnica no incluida en
el anexo ni autorizada como técnica experimental en los términos
previstos en el articulo 2" por lo que la produccion de quimeras que
incluyan material genético humano queda prohibido.

Por otro lado, la ley 14/2007 de Investigacion biomédica,
en su articulo 33, apartado 1, “prohibe la constitucion de preem-
briones y embriones humanos exclusivamente con fines de experi-
mentacion”.

Como he sefialado anteriormente, una de las instituciones
implicadas en esta investigacion es la Universidad Catdlica San An-
tonio de Murcia (Espaiia) que es una universidad privada fundada
en 1996 por José Luis Mendoza Pérez y propiedad de la Fundacion
Universitaria San Antonio. Fue erigida candnicamente en 1996 de
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conformidad con el articulo 3.3 de la Constitucion Apostolica Ex
Corde Ecclesiae del papa Juan Pablo 1l de 15 de agosto de 1990.
Investigadores de esta universidad participaron previamente en
trabajos sobre guimeras cerdo-humano. Sin deseo alguno de
polemizar, me llama la atencion la participacion de esta universidad
en un tema de investigacion tan comprometido éticamente como
puede ser el de los embriones quiméricos macaco-humano.
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COMENTARIO

RESUMEN

En la actualidad existe consenso en que el arte clinico se ha ido deteriorando durante los Gltimos
50 aiios. Este problema ha suscitado atencion internacional mediante el incremento de publicaciones,
cursos, symposia y congresos. El menoscabo de la docencia a la cabecera del paciente y el consecuente
declive de las habilidades clinicas tienen diversas causas; en particular, el uso abusivo e inadecuado
de las nuevas tecnologias. En consecuencia, se hace dificil si no imposible obtener una recopilacion
apropiada de los sinfomas padecidos por el enfermo. Junto con la anamnesis, la exploracion fisica
es preceptiva para el correcto diagnostico y prescripcion del tratamiento oportuno.

En este articulo se se exponen las causas de la decadencia del arte clinico y como recuperar el an-
cestral patrimonio de la prdctica médica.

ABSTRACT

Currently there is a consensus that the clinical art have been greatly deteriorating during the past
50 years. This problem has raised worldwide attention through as increase in publications, courses,
symposia and congress. The erosion of bedside teaching and the consequent decline of clinical skills,
notably wrongfull and inadequate use of new technologies. At as result, it becomes difficult if not
impossible obtain an appropiate collection of the synptoms sufferick for the sick. Together with the
medical history, the physical examination is mandatory for the correct diagnosis and developing
the treatment plan.

In this paper, the decline of clinical art is exposed and how this ancient heritage of medical practice
can be recovered.
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1. INTRODUCCION

En los dltimos 50 afios, el extraordinario progreso
alcanzado por la ciencia y tecnologia médicas, los métodos
diagndsticos y los recursos terapéuticos, han posibilitado atenuar
las consecuencias de la enfermedad, mejorando e incrementando
la calidad de vida del ser humano. Sin embargo, estos avances han
generado no solo cambios en la asistencia del paciente sino que han
llevado a la pérdida del liderazgo del médico clinico y al deterioro
significativo de la relacion médico-paciente, esencia del acto médico
y patrimonio de la prdctica médica desde Hipocrates. Ya en 1959,
Snow (1) en una Rede Lecture celebrada en la Universidad de
Cambridge (Inglaterra) llamé la atencién sobre el cisma entre cien-
tia y arte en la medicina.

El adecuado equilibrio al aplicar "ciencia" y "arte" es re-
quisito indispensable para el éxito de la practica médica. No es cues-
tionable el relevante papel de la ciencia en la génesis de los nuevos
conocimientos y recursos tecnoldgicos, pero es obvio que el solo uso
de la ciencia no hace al buen médico. Es el "arte" en la comprension
y gestion de los aspectos humanitarios, mds que la ciencia, lo que
facilita la proximidad al enfermo, que en situacion ideal se hace
posible por los atributos humanisticos del médico de integridad,
respeto y compasion (2). Sin embargo, en opinién compartida por
pacientes, familiares y profesionales sanitarios, en la actualidad,
los médicos muestran menor inferés por los saberes y habilidades
relacionados con la comunicacion, la empatia y los aspectos psico-
sociales requeridos en la asistencia de los enfermos y, por ello, en
algunos dmbitos, existe un justificado interés y preocupacion por
recuperar nuestro ancestral profesionalismo (3,4). El indudable be-
neficio de la ciencia médica puede transformarse en bumerdn si
ciencia y tecnologia no son aplicadas considerando la condicion hu-
mana del paciente, al que siempre debe tratdrsele respetando su
dignidad y escala de valores y reconociéndole su libertad para elegir
y actuar. La medicina desde sus origenes ha sido un quehacer hu-
manistico centrado en el paciente, siguiendo la conocida mdxima
donde quiera que se quiera el arte de la medicina, hay también
amor a la humanidad.

Platon, en Fedro 237-b, escribio: Cualquiera que sea el
asunto, solo hay un principio posible si se quiere deliberar bien:
hay que saber lo que es aquello sobre lo cval se trata o forzosa-
mente se yerra en fodo. Por ello, de acuerdo con su afirmacion, al
exponer el fema objeto de esta conferencia, es conveniente contestar
a las preguntas: qué es la Medicina clinica y qué se entiende por
arte clinico.
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2. ¢QUE ES LA MEDICINA CLiNICA?

La Medicina Clinica es un saber prdctico (Arte) con funda-
mento cientifico (Ciencia) al servicio del ser humano (Humanismo)
(5). Esta definicion solo cubre parcialmente el concepto global de
la Medicina y su relacion con la salud (Epidemiologia, Medicina Pre-
ventiva y Salud Pdblica, Patologia Humana), pero en esta exposicion
solo nos referiremos a la Medicina Clinica, aquella que se ejerce en
relacion directa con el paciente y solo tiene sentido si estd a su ser-
vicio. Se puede entender la medicina clinica como la interaccion de
los tres aspectos mencionados: arte, ciencia y humanismo. Durante
|a prdctica clinica, estas tres facetas de nuestra actividad experimen-
tan una interaccion constante y positiva que las suma y potencia,
las cuales deben mantener un equilibrio adecuado. De hecho, el
acto médico mds simple y rutinario contiene siempre elementos de
las tres.

La medicina es arte y ciencia. Por diversas razones, existe
una tendencia cada vez mayor a considerar "técnico” al médico, ig-
norando lo que la medicina tiene de arte. En el primer aforismo de
Hipocrates, vita breve, ars longa, occasio praeceps, experimentum
periculosum, iudicium difficile (la vida es breve, el arte largo, la
ocasion fugaz, la experiencia peligrosa, el juicio dificil), se hace re-
ferencia a la medicina como un arte, lo que en aquel entonces era
sinonimo de "prdctica”, de una actividad dirigida a modificar el curso
de los acontecimientos humanos por una parte, y por otra a crear
conocimiento. En el citado aforismo, Hipdcrates expone las dificul-
tades de foda disciplina prdctica mds alld de la medicina; indirec-
tamente, se refiere al proceso de produccion de conocimientos y a
las trabas para encontrar una dnica verdad, lo que continda vigente.

La ciencia es un cmulo de conocimientos ciertos de las
(0sas por sus principios y causas y, a la vez, un cuerpo de doctrina,
metddicamente formado y ordenado, que constituye una rama con-
creta del saber humano, en nuestro caso, de la Medicina. El arte es
la virtud o habilidad del hombre para "hacer alguna cosa", la fa-
cwltad o "el acto" por los que el individuo utilizando la materia, la
imagen o el sonido, imita o expresa lo material e inmaterial ya sea
a través de la copia o de la fantasia. La Medicina como cuerpo de
doctrina de los conocimientos médicos es una ciencia.

Arte y técnica no son sindnimos, si bien tienen un origen
comdn. Técnica (del griego fékhne), es el conjunto de procedimien-
tos y recursos de que se sirve una ciencia, arte u oficio. Arte (del
|atin ars, artis) es definido como conjunto de preceptos y reglas para
hacer bien algo; con un resultado mds prdctico que tedrico, aunque
por antonomasia se aplique a toda actividad humana dedicada a
la creacion de cosas bellas. Hace mds de dos mil afios, ambos tér-
minos aludian a lo mismo: a un proceso creativo basado en deter-
minados "saberes", en su mayoria empiricos, independientemente
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de si se buscara un fin estético o un fin utilitario. En el devenir his-
trico se produce una separacion en el significado de las palabras
que diferencia "arte" de "técnica". En la actualidad, al arte se le
atribuye un sentido estético y a la técnica un sentido utilitario y el
cardcter de brazo ejecutor de la ciencia.

La medicina es mds que una técnica, es bdsicamente un
arfe, no porque su actividad se destine a un objetivo estético (no
pertenece al drea de las bellas arfes), sino por su objetivo humano,
que es el préjimo con toda su complejidad. La medicina es un puente
tendido hacia el hombre enfermo para mejorar su condicion. Mejorar
la salud humana requiere en primer lugar que se tenga por finalidad
dignificar al paciente como persona, cuya particularidad vital es estar
enfermo, débil (in firmus, no firme). El médico siempre estd en
superioridad de condiciones ante la debilidad del enfermo; no existe
igualdad en la relacion médico-paciente, tan pretendida por el an-
helo iconodldstico moderno (6). Es la capacidad de "dar" lo que hace
de la medicina una noble profesion; de ponerse en el lugar del pa-
ciente para poder ayudarle. El arte, a diferencia de la técnica, es
creativo, en el que participa la intuicion, lo empirico, ademds de
otros saberes distintos del saber cientifico, y sobre todo proyeccion
individual. Por ello, la medicina ha sido y es un arte por el que dos
médicos no actian de la misma forma frente al mismo enfermo.

La medicina se fundamenta en la ciencia, que tiene que
probar y demostrar, que es exacta e indudable, y no tiene sensacio-
nes. El arte expresa emociones y sentimientos, es extenso y no tiene
limites. El cientifico debe ser preciso e inequivoco, en cambio, el ar-
tista se desenvuelve con total libertad y confiere a su obra un estilo.
Existe una ciencia médica; sin embargo, la prdctica médica, la apli-
cacion del conocimiento cientifico al enfermo, requiere del arte mé-
dico como medio y estimulo para su menester. Hacerla solo
dependiente de la ciencia y tecnologia es equiparable a cualquier
otra teoria o prdctica tecnoldgica. Considerarla solo arte, es priorizar
su caracteristica fundamental, su vocacion tradicional de ayuda y
cuidado. Por ello, cuando el médico recurre a la ciencia y a la tecno-
logia debe aplicarlas en el contexto adecuado, acorde con la base
filoséfica subyacente del arte clinico. William Osler (1849-1919),el
padre de la Medicina moderna, reconocié que los lamados huma-
nistas no tienen suficiente ciencia y la ciencia carece tristemente de
humanismo y ariadié este desgraciado divorcio nunca deberia pro-
ducirse, una sentencia que deberia ser atendida por los clinicos y do-
centes.

Los términos "arte" y "ciencia" de la medicina no son uti-
lizados para sefialar una diferencia cuantitativa sino para indicar la
posibilidad y necesidad de mirar y ver a los pacientes desde dos pun-
tos de vista totalmente distintos: desde la ciencia, que juzga basada
en mediciones, y el "arte" que indica la actitud del dinico frente a la
Naturaleza y al paciente, que es muy similar a la del artista ante la
Naturaleza y su creacion.

En medicina, desde el momento en que se trata de la
puesta en prdctica del saber que el hombre posee y utiliza sobre
sus iguales, el acto médico trasciende la aplicacion de conocimiento
cientifico. Surge en ese acto una relacion interpersonal en la que se
crea el lima terapéutico, elemento esencial para lograr una medi-
cina competente. Es precisamente en la génesis de ese dima, en esa
relacion, donde se establece el componente artistico del acto médico.

3. ¢QUE ES EL ARTE CLINICO?

En los primeros escritos griegos se designa la medicina
como féchne iatriké, una técnica especial que se transmitié al mundo
romano a través de la palabra ars (ars medica o ars clinica) que
siempre se ha traducido como arte. Ya en el siglo V a.C. en un texto
atribuido al sofista Protdgoras de Abdera (485-411 a.C.) titulado
Sobre el arte, se hacia apologia de la medicina como profesion y
ciencia prdctica. También se atribuye a Dungalo, monje de la es-
cuela palatina de Aquitania, en la Alta Edad Media, (siglos V-IX y
X) haber sido el primero que propuso la incorporacion de la Medi-
cina como la octava entre las artes liberales y entre ellas se ha en-
contrado hasta hoy y se ha admitido asi como expresion de que no
puede reducirse a leyes y normas generales como ocurriria de ser
una ciencia (7). Por ello, en el siglo XX, especialmente se ha man-
tenido la dialéctica arte-ciencia, particularmente impulsada por
quienes le han negado el cardcter cientifico a una ocupacion que
es, sobre todo, ars operandi, es decir, aplicacion de conocimiento a
la anamnesis, exploracion fisica, diagndstico y terapéutica, que se
engloba dentro de una prdctica que se denomina arte clinico.

La Medicina no se incorporé al desarrollo cientifico mo-
derno iniciado por Galileo (1564-1642) y Descartes (1596-1650)
hasta el siglo XIX con la aparicion del positivismo, en el que se pre-
coniza una metodologia médica sistematica. Friedrish Osterlen lo
infenta en su obra Medizinische Logik (Heidelberg, 1852) aplicando
los principios de Bacon y John Stuart Mill a la clinica; después apa-
recen dos obras bdsicas de Claude Bernard: Introduccién al estudio
de la Medicina experimental (1887) y Principios de Medicina expe-
rimental (obra descubierta y publicada pdstumamente por Leon
Delhoume en 1947). Claude Bernard aspir6 a sentar las bases de
una medicina cientifica, propugnando una metodologia que tenia
mucho de la metodologia de las ciencias naturales, distinguiendo
dos estadios cientificos de la Medicina:

1) La Medicina de observacion, y 2) La Medicina experimental. La
medicina de observacion contempla; la medicina experimental
actéa. La primera nace con Hipdcrates; la segunda, tiene por objeto
actuar sobre el organismo, apoydndose en la experimentacion.
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En las dltimas décadas, el viejo arte de curar se ha fundido
con la joven ciencia de la medicina. Y se entiende aqui por arte de
curar el aliviar, con destreza e inventiva, al enfermo de cuerpo o de
espiritu. Como todas las artes, ésta solo puede medirse por la ins-
piracion que suscita. Por el contrario, la ciencia médica abarca todos
los valiosos y demostrables resultados de la aplicacion de las facul-
tades intelectuales del hombre a los problemas relacionados con la
salud. El arte de curar es tan viejo como la historia, mientras que
la ciencia médica es relativamente joven, y hasta los Gltimos tiempos
no se ha valido por si misma.

La prdctica dlinica -siempre heterogénea- es el proceso de
actuacion médica relacionada con la atencion a la salud del paciente.
Sus componentes son la informacion clinica obtenida, las percep-
ciones, los razonamientos, los juicios, los procedimientos utilizados,
las decisiones y las intervenciones que se realicen (8). Se basa en
gestos originales y diferentes que requieren capacidad de sintesis,
capacidad para descubrir e interpretar signos y sintomas, humildad,
tiempo y paciencia, infeligencia para jerarquizar los distintos ele-
mentos y sentido comdn. Por todo esto, para un mismo enfermo,
las soluciones que plantean distintos médicos pueden ser diferentes
ya que no todos los médicos tienen igual aptitud ni talento para
procurar "salud".

El médico es dlinico, porque ademds de colocarse atenta-
mente frente al enfermo, sabe hacer bien un conjunto de gestos ar-
tesanales, por los que se establece una relacion necesaria: la
relacion médico-paciente, sin la cual falta lo nuclear de la actividad
asistencial. La medicina prdctica, o arte clinico, es cosa de saber
hacer, bien. Cuando se dice que la medicina es un arte, se estd con-
siderando la acepcion de que arfe es un conjunto de reglas para
ejecutar bien algo.

El arte dlinico es saber utilizar los conocimientos en favor
del enfermo. El arte clinico consiste en hacer bien una serie de acciones
indispensables para obtener la curacion del paciente cuando ello es
posible, el mdximo alivio cuando la curacion no puede alcanzarse y
el maximo consuelo si no podemos aliviar, haciendo realidad el co-
nocido aforismo Cura a veces, frata con frecuencia, consuela siempre.

El arte clinico es el estilo de los gestos y procedimientos que
el médico realiza para obtener el diagndstico. Es el modo de realizar
la recogida de datos, signos y sintomas mediante técnicas que van
desde la anamnesis hasta maniobras instrumentales; es obra de ar-
tesania y, como la artesania, exige tiempo, esfuerzo, imaginacion y
oficio.

El arte clinico es expresion de humildad. El adjetivo griego
Klinikds, deriva de Klino, cuya raiz KIi significa indinarse. Klinikds,
es, en sentido etimoldgico aquel que se indina para observar. Se po-
dria, pues, traducir el yatrds klinikds helénico, como el médico que se
inclina para examinar al paciente, reclinado a su vez en el lecho o
kliné (8).
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De la etimologia, puede deducirse la interpretacion que
cwando el médico se inclina, ante el enfermo encamado, da testi-
monio de interés, ciencia y humildad; testimonio que cldsicamente
han reflejado los pintores, al retratar al médico como profesional
atento e inclinado. Recordemos, por ejemplo, los cuadros Ciencia y
Caridad (Pablo Ruiz Picasso, 1897), The doctor (Sir Luke Fil-
der,1891), Visita al hospital (Luis Jiménez Asia, 1897) y Vacunacion
de nifios (Vicente Borrd y Abella, 1898), entre otros muchos.

El arte clinico ofrece tres caracteristicas: pervivencia (que
le confiere actualidad); eficacia (que le da pragmatismo) y veracidad
(que le otorga validez), ademds de otras que por afectar a la forma
o estilo del hecho o documento podrian considerarse como formales
(por ejemplo, las ilustraciones de Jan Calcar en La Fdbrica, de Ve-
salio, o las del muy conocido Atlas de Anatomia Netter). Asi, mien-
tras que el saber doctrinal que constituye la ciencia médica es
historicamente relativo (Rof Carbayo), a la época en que se publica,
cambia con los tiempos, y periclita, cuando el avance de la Medicina
descubre nuevos hechos y otras ideas, el arte clinico, salvando las
lgicas distancias, se basa en los mismos principios que, en los al-
bores de la Medicina, permitieron una precision exploratoria fasci-
nante, sin que esto quiera afirmar que en la actualidad siga siendo
vdlido el saber médico hipocrdtico. Tal era la capacidad de obser-
vacion y certeza que tras varios siglos después, si el médico de hoy
lee al azar cualquiera de las historias clinicas contenidas en el Tra-
tado de las Epidemias de Hipocrates, identificaria sin ninguna difi-
cwltad, la fiebre del fildsofo Hermagenes, discipulo de Socrates, o
la de Charidn, el que se alojaba en casa de Demanetus, o la fiebre
puerperal de la mujer de Ocete (8).

4. RELACION MEDICO-PACIENTE

El acto médico es un ejercicio de humanismo, entendido
también como humanitarismo, que se basa en una insustituible re-
lacion de confianza mutua entre el médico y su paciente, cuyos as-
pectos fisicos y espirituales deben ser individualmente considerados
y atendidos.

La relacion médico-paciente es un vinculo interpersonal y
complejo, en el que participan elementos psicoldgicos conscientes e
inconscientes que, bien gestionados por el médico y el paciente,
hacen posible una relacion solida, indispensable e irrenunciable
para la atencion médica. Este vinculo estd caracterizado por las per-
cepciones que cada participante tiene del otro, en lo que concierne
a motivaciones, intereses, capacidad para la comprension y para re-
lacionarse. La deficiencia del médico para establecer una buena re-
lacion con el paciente, explica buena parte de los fracasos en la
asistencia médica. Las diferencias culturales, sociales o intelectuales
pueden inferferir en gran medida en este vinculo (2,4).
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La ayuda es la esencia de la diada entre médico y pa-
ciente. Su aplicacion constituye la realidad de la Medicina. Varios
pueden ser los mofivos que estimulan en el médico su actitud de
ayuda ante el enfermo, pero el sustrato que soporta la voluntad de
ayuda del médico se llama filantropia. Ahondando en el corazon
del hombre, Hipacrates encontrd su sentimiento mds elevado: la fi-
lantropia, el amor al projimo como semejante, y dejo constancia en
sus Precepta que en la filantropia estaba bdsicamente la esencia de
su afectividad por el paciente.

En el marco de una vinculacion cognitiva y afectiva se es-
tructura la relacion médico-paciente en cuatro estadios principales:
la confianza, la confidencia, la condolencia y la concordancia. Lo
primero que el paciente establece con el médico es la confianza que
el primero pone en el segundo. Entregada esta confianza, se realiza
verbalmente la confidencia; es decir, la comunicacion que de su do-
lencia o problema hace el paciente al médico de forma reservada.
Mediante el relato confidencial del enfermo, el médico conoce su
problema y con mayor o menor intensidad, segdn los casos, lo siente
afectivamente. Surge un aspecto esencial de la relacion médico-pa-
ciente, la condolencia, la participacion del primero en el sufrimiento
del segundo, como un sentimiento empdtico. Siendo condoliente el
médico con la patologia del paciente se establece la concordancia
de objetivos entre ambos, que, en términos generales, se refiere a
la restauracion de la salud. Completada esta relacion, el médico
hace entrega al enfermo de sus dos cualidades mds valiosas: la be-
nevolencia y la beneficencia; es decir, el deseo del bien para el pa-
ciente e infentar hacerlo realidad (9).

Si la confianza es, de los componentes de la relacion mé-
dico-paciente, el mds propio del enfermo, la condolencia es la apor-
tacion mds importante que hace el médico a esa relacion,
constituyendo su nicleo moral. El médico, manteniendo su realidad
personal, se une vivencialmente con el enfermo y cada uno, a su
modo, vive la misma vivencia de enfermedad. No puede, obvia-
mente, el médico compartir la sintomatologia del paciente porque
ésta es del paciente y solo suya, pero puede conocerla y llegar a
sentirla o sentirla primero y después conocerla (9).

5. EL DIAGNOSTICO

El objetivo inmediato del arte dlinico es conocer. Para el
paciente, conocer es saber la importancia de su patologia y las po-
sibilidades de curacion. Para el médico, conocer es denominar, pro-
nosticar y curar la enfermedad.

Se entiende por diagnostico al conjunto de signos que sir-
ven para fijar el cardcter peculiar de una enfermedad y también es
la calificacion que da el médico a la misma, segin los signos que
advierte. Para ello, el dlinico utiliza la propedéutica y la semiologia.

La enfermedad exige del médico que la identifique, es decir, su diag-
nostico. Antes del diagndstico no existe la enfermedad, a lo sumo,
sintomas y signos; solo cuando el médico ha valorado el conjunto
de éstos, la dolencia es concretada con su nombre y a veces con sus
apellidos.

El diagndstico es un proceso mental, que en primer lugar
diferencia el estado normal del patoldgico, y después, una vez con-
firmada la dolencia, establece la causa, la naturaleza y el lugar de
la misma. Ademds de un elemento de causalidad, el diagnéstico
Ileva implicito un doble proceso sintético-analitico que, sustentado
por los conocimientos y la experiencia, se basa en la recogida de
datos, sintomas y signos, mediante técnicas que van desde la anam-
nesis, hasta procedimientos manuales e instrumentales. Después
viene la elaboracion logica, el cribado de los datos obtenidos en la
exploracion fisica.

El diagnastico, tiene ademds de ldgica, una ética, ya que
de su confirmacion o rechazo depende el futuro vital del paciente.
Debe considerarse, un acto mds, en la sucesion de hechos que cons-
tituyen el arte clinico. Emitir un diagndstico exige madurez y pon-
deracion, difundirlo requiere responsabilidad y sentido moral. A
pesar de los grandes avances del siglo XX, el médico comete los mis-
mos errores en la anamnesis y exploracion fisica de antaio, y otros
mds provocados por la profusion de la tecnologia diagndstica:
tiempo insuficiente para la consulta, anamnesis incompleta, explo-
racion incompleta o defectuosa, errores de juicio (tfemprano, de omi-
sion) y premura en solicitar andlisis y pruebas diagnésticas, falta
de atencion a los problemas psicoldgicos del paciente (10).

6. 0JO CLINICO

El médico actual ha perdido ofra cualidad que los profanos
admiraban: el ojo clinico. Entre las dos cualidades bdsicas exigibles
al clinico (capacidad de descripcion y capacidad de observacion)
saber observar es la mds importante. El ojo clinico es una cualidad
subjetiva, muy ligada al arte del diagnostico; es la resultante de
tres componentes imprescindibles: solidos conocimientos, larga ex-
periencia y talento personal. Este Gltimo aspecto concierne a la sub-
jetividad y es lo que determina que un médico estudioso lo posea y
otro, también estudioso y experimentado, carezca de él.

El ojo dlinico es un atributo fisiologico e intelectual. El
médico que no sabe ver enfermos es muy dificil que llegue a reco-
nocer las enfermedades. Buen clinico es ante todo, quien frente a
un enfermo sabe ver y sabe interpretar.

El término que mejor define el grado de capacidad de un
médico para el ejercicio profesional es el de "pericia dinica" (11),
que los anglosajones denominan expertise. La pericia clinica (mucho
mejor que el ojo dinico) permite al médico establecer un buen juicio
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clinico, entendido como un proceso de toma de decisiones en au-
sencia de leyes o reglas explicitas. El poder deductivo asociado a la
pericia dinica no se basa solo en la experiencia, sino también en la
observacion y el estudio, el rigor en la obtencion de datos y el sen-
tido comdn. El grado maximo de la pericia clinica se sitda en el 0I-
timo de los cinco escalones de la escala de nivel de Dreyfus (novel,
principiante avanzado, competente, diestro y experto), caracterizado
por la captacion intuitiva y profunda de las situaciones, por la no
utilizacion de reglas, normas ni protocolos, por el inicio de procesos
analiticos solo ante situaciones nuevas y por una vision rdpida de
aquello que es posible (11).

7. EL METODO CLINICO

Método es el camino (odos ) para alcanzar una meta. Mé-
todo clinico serd el camino que sigue el clinico para llegar al diag-
nostico y tratamiento de un paciente. El método cientifico, es el
método mds exacto, y se atiene a las leyes que rigen los fendmenos
cientificos.

El método clinico es el proceso sistemdtico que todo mé-
dico debe aplicar en la bisqueda del diagndstico definitivo, con un
umbral de certeza adecuado. La relevancia del método clinico, como
proceso del diagndstico inherente a la medicina prdctica, radica en
que el objetivo de la asistencia a la persona enferma es la curacion
y para lograrlo se requiere descubrir el diagndstico correcto y pres-
cribir el tratamiento oportuno para la patologia que presenta el
paciente. El método dlinico no solo requiere conocimientos médicos
sino también de todos los factores asociados al paciente en su con-
texto biopsicosocial (12). Al involucrar factores del paciente y su en-
torno, el método clinico se transforma en un juego probabilistico,
evita las aproximaciones gestdlticas o heuristica (13). Este proceso
diagndstico mantiene las técnicas utilizadas para obtener la confir-
macion de una hipotesis, mediante la anamnesis, la exploracion fi-
sica y el razonamiento o juicio clinico (14). Al ser un proceso
sistemdtico, metodico, evita que el médico emita afirmaciones ba-
sadas en el sentido comin o premisas falsas que, aunque en oca-
siones pueden coincidir con la enfermedad, no es la norma.

El método clinico puede aportar hasta el 95% del diag-
nostico. Es asi que mediante la anamnesis se puede llegar al 60-
70% del diagndstico, la exploracion fisica suma un 10-15% y las
pruebas complementarias pueden aumentar esta certeza diagnds-
tica hasta el 95% (13,14). Consta de cinco etapas: la primera, es la
identificacion del problema; el paciente sufre una alteracion que
motiva acudir al médico (14), motivacion que siempre debe ser va-
lorada. La segunda, consiste en la bisqueda de informacion que
lleve a la resolucion del problema; esta informacion se obtiene me-
diante la anamnesis y la exploracion fisica. Durante el interrogatorio
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se deben evaluar cudles datos de los analizados son importantes y
cudles deben ser investigados con mayor profundidad. La explora-
cion fisica proporciona la evidencia confirmatoria a favor de una o
mds posibilidades diagnasticas, por lo que mds que una exploracion
rutinaria, debe ser una exploracion general, pero orientada a con-
firmar o eliminar las hipétesis diagndsticas sospechadas. No es solo
la técnica la que determina el éxito para detectar hallazgos patolé-
gicos en la exploracion fisica sino una mente preparada para cap-
tarlos. A pesar del valor que tiene la adecuada exploracion fisica,
las habilidades que exige y el tiempo requerido para dominar su
prdctica, recoger la anamnesis es el primero y mds importante pro-
ceder, a tal extremo que en opinion de los expertos nunca se aprecia
mejor la experiencia clinica, la ciencia, la incursion psicolégica y la
autoridad moral de un médico que cuando se le escucha mientras
interroga (15). En la tercera etapa, con toda la informacion reco-
gida, se deberia tener una impresion diagnastica, diagndstico de
presuncion o hipotesis formulada, que deberia estar basada en los
datos recogidos y tener un soporte tedrico. Esta hipdtesis diagndstica
es importante porque genera las acciones futuras que llevardn a la
resolucion del problema. La cuarta etapa consiste en contrastar el
diagnastico de presuncion mediante la solicitud de manera enfocada
y razonada de diversas pruebas diagndsticas complementarias;
pruebas que son importantes porque reducen el drea de incerti-
dumbre. La Gltima etapa estriba en la confirmacion o negacion de
las hipotesis planteadas tras la ejecucion de las pruebas comple-
mentarias, aunque debe resaltarse que no siempre hay que efec-
tuarlos para obtener el diagndstico definitivo.

8. OCASO DEL ARTE CLiNICO EN LA MEDICINA ACTUAL

Existe consenso en que el arte clinico se ha ido deterio-
rando durante los Gltimos treinta afios, aunque algunos informes
al respecto datan de la década de los aiios 70. Este problema ha
ganado atencion internacional mediante el aumento de publicacio-
nes, cursos, symposia y congresos al respecto. La docencia a la ca-
becera del paciente ha sido la modalidad ideal de aprendizaje
clinico. en la que el estilo de hacer la anamnesis y las habilidades
en la exploracion fisica pueden ser demostradas junto a la actitud
y buen hacer profesional. El deterioro de esta modalidad de docen-
cia y el consecuente declive de las habilidades clinicas tienen diversas
causas; en particular, el uso abusivo e inadecuado de las nuevas
tecnologias. Como resultado, se hace dificil sino imposible obtener
una recogida exacta de los sintomas experimentados por el paciente.
Junto con la anamnesis, la exploracion fisica es determinante para
el correcto diagndstico y prescripcion del tratamiento oportuno.

Ya en 1962, el traumatdlogo Rafael de Vega publicé un
ensayo clinico titulado Grandeza y menosprecio del arte clinico, en
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el que planteaba un serio problema profesional: Desde hace unos
lustros cualquier observador se percata, que los médicos, en pro-
porcion creciente, interrogan mal, exploran mal y, en consecvencia,
yerran sus diagndsticos y tratamientos (16). La situacion ha seguido
deteriordndose, de tal modo que el arte dinico que siempre ha sido
consuetudinario del quehacer médico, corre ahora el riesgo de ser
sustituido por la técnica y el pragmatismo al adoptar el médico ac-
titudes que le alejan de sus responsabilidades con los pacientes y
la sociedad.

En efecto, en las Oltimas décadas, la educacion médica ha
asumido una progresiva tecnificacion de las destrezas exigidas para
el ejercicio profesional. Sin que esto sea, por si mismo, un demérito
o algo negativo, esta evolucion evidencia un desplazamiento de las
habilidades clinicas basadas en la palabra y en la exploracion fisica
(8,13,15-20); no obstante, seria injusto no reconocer o ignorar los
extraordinarios progresos que la tecnologia dedicada al servicio de
la salud ha permitido alcanzar. No se trata, pues, de oponer tecno-
logia a la relacion médico-paciente, ya que no es la separacion sino
la conjuncion de las habilidades con la tecnologia la llave del pro-
greso médico. Hablar de arte en medicina no es una apostasia de
la ciencia.

La ciencia y las nuevas técnicas diagndsticas y terapéuticas
que de ella derivan estan modificando de manera radical el modo
con el que se ejerce la medicina. Mucho de lo que practicamos en la
medicina no tiene base cientifica e, incluso, lo que la tiene, requiere
la aplicacion del juicio clinico para decidir cudndo y como elegir
entre las diferentes opciones disponibles. La experiencia estd siendo
desacreditada siguiendo la tendencia social dominante que solo va-
lora lo nuevo. Se olvida que el conocimiento es experiencia, todo lo
demds es informacién (Einstein).

Aunque el péndulo de la medicina estd desplazdndose del
arte de la medicina hacia su perfil cientifico, el mejor clinico es tal
vez aquel que provisto de solidos conocimientos médicos atiende al
paciente dotado de un equilibrado juicio clinico; es decir, aplica su
arte, del que forman parte no solo el juicio clinico sino la condolencia
y la compasion (21). Escuchar, hablar, siguen siendo gestos esen-
ciales de la prdctica médica. Su propia persona sigue siendo el prin-
cipal recurso con el que cuenta el médico (22).

Los médicos actuales parecen estar demasiado entrenados
en la ciencia pero poco preparados en lo que respecta a las habili-
dades sociales y para relacionarse con sus pacientes como seres hu-
manos. En este sentido, la conocida aseveracion del gran clinico
francés Trousseau “el peor hombre de ciencia es aquel que nunca
es un artista” puede aplicarse al médico moderno que exuda ciencia
pero carece del arte de la medicina. Ayudar a los enfermos a sanar
es puro y simple arte, aunque el médico es, no obstante, un "artista"
peculiar ya que, necesariamente, debe poseer solidos conocimientos
cientificos.

La profesion médica hoy dia no solo tiene problemas de
diversa indole, sino que, ademds, tiene una "enfermedad” que se
inicia en las facultades de Medicina, donde no siempre se le dedica
la atencion que merece y requiere, y de la que los docentes son los
Unicos responsables. Durante el periodo de Residencia es fdcil de
reconocer, pero no se hacen los esfuerzos para evitarla y en el mejor
de los casos las medidas correctoras son inadecuadas, ignoradas o
atemporales.

Esta "enfermedad” ha sido denominada por Herbert Le-
onard Fred (1929-2018), reputado clinico norteamericano, "defi-
ciencia de habilidades dinicas" (23), por la que, por definicion, los
afectados estan mal o poco entrenados para asistir bien a los pa-
cientes. Y los programas de Residentes aprueban un nimero cada
vez mayor de estos "hipohdbiles"; médicos denominados asi porque
no saben hacer una correcta historia clinica, ni una exploracion fisica
fiable, ni interpretar la informacion que recogen; tienen poco poder
de razonamiento y escasa capacidad de comunicacion con el en-
fermo; sin embargo, estos médicos son dvidos en pedir todo tipo de
andlisis y pruebas de imagen, aunque no siempre saben cudndo
hay que solicitarlas ni como interpretarlas; se remiten a una suerte
de "clinimetria" donde es mds fdcil ponerle nmero y score a los
sintomas y signos que cualidades, como si con ello pudieran definir
una constante absoluta sobre una patologia; también han apren-
dido a valorar un comulo de datos mds que al paciente a quien per-
tenecen, muchas veces sin tener presente que la peticion de pruebas
complementarias innecesarias conlleva un coste extra para el erario
pGblico o para el paciente, expone a éste a complicaciones e iatro-
genias, ansiedad y pérdida de tiempo para él y sus familiares. En
estas circunstancias, hay enfermos que pueden sentir desinterés,
falta de empatia con su médico, sentirse ansiosos, ignorados e in-
cumplir el tratamiento, aunque éste sea el correcto, mientras que
el médico puede perder la capacidad de comunicarse, transmitir in-
terés, confianza y esperanza.

Por esta actitud, adquieren, de modo inevitable e involun-
tario, una perspectiva enfocada al laboratorio y a la imagen mds
que al enfermo; tanto es asi, que la consecucion del diagndstico estd
actualmente condicionada por la necesidad de objetivar con cifras e
imdgenes la impresion inicial. Esta preferencia por resolver las dudas
mediante la objetivacion es una estrategia no solo tranquilizadora
como posible medio de defensa (medicina defensiva) sino que estd
imbuida del concepto de lo "cientifico"; por ello, es fdcil constatar
que muchos médicos tienen como prioridad verificar las hipdtesis
través de la contundencia tecnolégica de la imagen en ausencia de
una anamnesis y exploracion fisica pertinentes y correctas. Es obvio
recordar que por ser la enfermedad un fendmeno del ser humano
deberia incluir, mds que ignorar, la parte de incerfidumbre intrinseca
de todo proceso bioldgico o social que afecte al hombre.
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Esta forma de ejercer la medicina ha despersonalizado la
relacion médico-paciente y, bdsicamente, ha eliminado el indivi-
dualismo de la atencion médica. A esta perniciosa prdctica se le ha
sumado un nuevo fendmeno denominado "tenesmo tecnoldgico":
la incontrolable urgencia en demandar las pruebas tecnoldgicas
mds avanzadas. Esta conducta no solo es insidiosa y muy adictiva
sino arriesgada para fodos los médicos en su quehacer, particular-
mente para aquellos que estdn mal informados, mal entrenados y
buscan "atajos" o caminos mds cortos ara obtener el diagndstico (24).

En ocasiones, la clinica nos aporta ejemplos en los que la
sustitucion del juicio clinico por los exdmenes complementarios
puede ser una conducta peligrosa; desde el angor inestable al in-
farto de miocardio, los cuadros linicos se asocian, en porcentajes
importantes, con periodos de "silencio" bioguimico o electrocardio-
grdfico mientras "se expresa" la clinica. Mientras dura esta situacion
(que en general se modifica en el curso de las horas), existe el riesgo
de descartar el proceso ante la ausencia de datos "objetivos", sin
valorar que es un momento arriesgado para el enfermo al privarle
de observacion y eventuales opciones terapéuticas, mds resolutivas
cuanto mds tempranamente se apliquen.

La sustitucion del juicio clinico y del abordaje cualitativo
de la anamnesis por un criterio basado en la imagen o en los datos
de laboratorio son desviaciones inaceptables. La empatia junto con
la exploracion fisica bien hecha y la interpretacion correcta son el
fundamento de la clinica eficaz.

El primer acto vdlido para adentrarse en la intimidad del
paciente es la anamnesis, el mds poderoso, sensible y versdtil medio
disponible para el médico (25); si ésta no cumple las exigencias mi-
nimas requeridas, se transforma en una rutina pasajera. La anam-
nesis ("recuerdo"), inferrogatorio o entrevista tiene sus reglas,
aunque se aplican de una forma personal que caracteriza a cada cli-
nico. Ver hacer la anamnesis a un médico experto, como precisa las
circunstancias de la dolencia, delimita la sintomatologia, cémo se
adapta a la mentalidad y lenguaje de cada paciente y cdmo confiere
orden y logica a los datos recogidos es algo que no ensefian los libros,
y su ingenio radica en su realizacion. Por ello, siendo en apariencia
el procedimiento dinico mds fdcil, resulta el mds dificil en la prdctica;
cualquier otro método exploratorio tiene mds un componente técnico
que personal, desde la percusion del bazo o del higado hasta la lec-
tura de una radiografia o de una TAC. Hacer la anamnesis exige al
médico conocer desde los matices de la enfermedad hasta la psico-
logia y cultura del paciente. El clinico se forja siguiendo una buena
escuela que lo eduque para ser un buen observador y un buen razo-
nador, proceso que no se improvisan (26). El clinico no nace, s hace;
sin embargo, no se hace de cualquier barro; como para todas las
artes se requiere una disposicion o vocacion que resulta de una mez-
cla de valores y cualidades muy dificiles de precisar (27).
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Si no se escucha con atencion al paciente, no existe una
comunicacion adecuada; el enfermo se siente desatendido, no tiene
confianza en el médico y por tanto no se establece una idonea re-
lacion médico-paciente, cuyo resultado es que el paciente no cola-
bora lo necesario en la asistencia de su proceso, e incluso que no
cumple el tratamiento prescrito o ni siquiera lo inicia (28); recor-
demos que, segun el pensamiento de William Osler, e/ médico tiene
dos oidos y una boca para escuchar el doble de lo que habla. Un
ejemplo que demuestra la poca predisposicion de algunos médicos
para escuchar a los enfermos es el trabajo publicado en 1984 por
Beckman y Frankel (17) después de analizar la actitud de los mé-
dicos de un hospital de Detroit (EEUU) al hacer la anamnesis a los
afectados. Los resultados fueron devastadores. Segin la investiga-
cion realizada, el médico dejaba de escuchar al paciente en prome-
dio a los 18 segundos de haber comenzado a hablar y en ocasiones,
cwando solo habian transcurrido cinco segundos. Solo el 23% de
los pacientes pudo completar el relato de su dolencia.

Toda historia clinica mal hecha es un conjunto de datos
sin valor prdctico. Su estilo es diverso y aunque hay historias clinicas
que lo expresan todo con un lenguaije preciso, en la mayoria, al re-
visarlas, se comprueba que muchas veces el médico no acierta a
transcribir el proceso patoldgico y que no posee la capacidad minima
de redaccion para ello, por eso suple la historia clinica con sucedd-
neos, (8,29). Para redactar una buena historia dinica se necesitan,
ademds de saber mucha patologia, dotes intelectuales, cultura, so-
siego y tiempo, requisitos no siempre coexistentes entre los médicos.
Tan importante es la cultura que el exitoso médico y escritor espariol
José Letamendi (1828-1897) decia que e/ médico que solo sabe me-
dicina ni medicina sabe, y el ya citado William Osler manifestaba a
sus alumnos que el estudiante que no es culfo no serd ni culto ni
médico.

La carencia de habilidades clinicas (saber hacer) estd muy
generalizada; se debe a la falta de prdctica asociada a la poca exi-
gencia de las mismas por los docentes clinicos. éPor qué estas defi-
ciencias se generan, persisten y aumentan? La respuesta, es doble
(23): a) los valores y prioridades de la sociedad han cambiado; el
sentido de la responsabilidad y el orgullo del trabajo bien hecho
han decaido de modo notable, y b) la mayoria de los clinicos do-
centes se formaron después de los afios 70, época en que se iniciaron
las nuevas tecnologias. La medicina high-fech o medicina tecnold-
gica, es "todo" lo que vieron y aprendieron, y, por ello, la que pue-
den ensefiar, en detrimento de la medicina high-touch, de la que
muchos carecen.

La medicina high-touch es una medicina basada en una
historia clinica bien elaborada junto a una pertinente y correcta ex-
ploracion fisica y a una interpretacion critica de la informacion ob-
tenida. Solo entonces se deciden qué andlisis y pruebas se necesitan,
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y, si proceden, deben pedirse de las mds simples a las mds comple-
jas. Por el contrario, la medicina high tech suprime, en general, la
historia clinica y la exploracion fisica y, muchas veces para complacer
al enfermo, consiste en solicitar directamente diversos andlisis y
pruebas que, casi siempre, incluyen una RM, una TAC, o ambas.

No cabe duda que la avanzada tecnologia médica ha au-
mentado la capacidad de diagnosticar y tratar enfermedades que
hace no muchos afios era impensable, pero también ha fomentado
la pereza, especialmente la mental, entre muchos médicos. La ex-
cesiva confianza en la tecnologia impide al facultativo utilizar la
mds sofisticada herramienta que tiene disponible: el cerebro.

Actualmente, hay una crisis en la aplicacion correcta del
método clinico, debido a un progresivo menosprecio de la clinica
asociado a una creciente debilidad en el desarrollo de las habilida-
des semioldgicas y clinicas, sobrevaloracion de la tecnologia, falta
de tiempo en la consulta médica y desinterés por entablar una ido-
nea relacion médico-paciente (13).

Conseguir que fodos los graduados sean médicos y dlinicos
cabales es condicion sine qua non para recuperar la medicina high-
fouch, éC6mo y donde? Cualquier medida serd dificil porque impli-
card una renovacion de la ensefianza y un cambio de mentalidad
de muchos de los clinicos docentes actuales. En general, el médico
recién egresado posee muchos conocimientos tedricos y poca expe-
riencia clinica; ello es debido a que la mayoria de las facultades de
Medicina transmiten en exceso saberes tedricos y no forman al
alumno mediante actividades dindmicas y saberes vivos; se cultiva
el memorismo en vez de ensefiarles a pensar, a analizar y a ser cri-
ticos. No se ensefia lo suficiente al lado de la cama del enfermo, los
estudiantes permanecen poco tiempo junto a los pacientes y cuando
estdn en el hospital son tutorados por los clinicos mds jovenes, con
las limitaciones que esto conlleva. Algo tan bdsico como interrogar,
palpar un abdomen o identificar un soplo cardiaco se debe aprender
en el hospital junto al paciente, ya que e/ verdadero santuario de
la ciencia médica estd en la cabecera del enfermo. Se trata de apren-
der directamente al lado del enfermo aquellos aspectos técnicos y
humanos requeridos para realizar la historia clinica (anamnesis) y
la exploracion fisica de manera correcta y completa. Es un aprendi-
zaje (ensefianza) predominantemente clinico a la que solo se accede
cuando se haya adquirido conocimiento suficiente de las ciencias
médicas bdsicas y de la conducta en el individuo normal (30). No
hay parte mds artistica y humana de la relacion médico-paciente
que la exploracion fisica correctamente realizada y la informacion
que se puede obtener de la misma; la exploracion es el arte de in-
terpretar los sintomas subjetivos de la enfermedad en el paciente:
de escuchar una historia contada sin palabras.

Para promover la medicina high-fouch, los docentes tienen
que asumir que su obijetivo es educar y que, por ello, deben enseiiar
el valor del arte clinico; qué pruebas solicitar, cudndo y como inter-
pretfarlas; a elegir primero el estetoscopio, no el fonocardiograma
para detectar una cardiopatia; a utilizar las manos, no la TAC, para
diagnosticar una hepatomegalia, y a solicitar tecnologias avanzadas
para verificar mds que para formular sus impresiones dinicas. En
sintesis: ensefiar a utilizar el cerebro, los sentidos y el corazon para
asistir a los enfermos. Han de ensedar también el valor de la efi-
ciencia, haciendo realidad el médico "cinco estrellas" definido por
la OMS, en el que destacan las funciones de decisor, que elige qué
tecnologias aplicar ética y economicamente, y de gestor, orientando
su actuacion hacia la satisfaccion de las necesidades de los pacientes
y de la comunidad. Tan importante es la eficiencia, que en nuestro
pais las acciones clinicas sin valor consumen el 30% del presupuesto
sanitario.

Es recomendable aprender de quienes practican buena
medicina en los Centros de Atencion Primaria, ya que lo que hacen
cada dia esos médicos pueden tener poco parecido con lo que los
estudiantes oyen en las aulas. Ademds, buena parte de la experien-
cia clinica deberia adquirirse en el mundo real, supervisada por mé-
dicos avezados y con sentido comdn. Es conveniente y logico que los
alumnos conozcan el primer nivel asistencial, en el que se solucionan
el 90% de los problemas de salud de los ciudadanos y en el que
ejercerdn el 40% de los graduados.

La formacion dinica del estudiante ha de basarse, en esen-
cia, en dos supuestos: a) conceptuar la Medicina como un saber
hacer sobre el hombre; lo que implica dar un cardcter humano con-
creto a toda la docencia médica. La Medicina es arte, ciencia, técnica,
humanismo y empirismo; tratamiento del ser humano enfermo. El
paciente no es un "caso clinico", ni un ndmero en una lista de espera,
es una persona con sentimientos y emociones, "no hay enfermeda-
des sino enfermos"; es mds importante saber qué persona tiene la
enfermedad que qué enfermedad tiene la persona, y b) equilibrar
las ensefianzas cientifico-técnicas con el aprendizaje riguroso del
arte clinico.

En la metodologia educativa de la Medicina, ademds de
un programa tedrico (drea cognitiva), se incluyen, en las dreas de
habilidades y actividades, los procedimientos bidtico (aprendizaje
por la vivencia), prdxico (aprendizaje por la accidn) y ergodiddctico
(aprendizaje por la autoactividad). A partir del perfil o profesio-
grama adoptado se pueden definir previamente qué cambios en los
conocimientos (drea cognitiva), en las aptitudes y habilidades (drea
de psicomotricidad) y en las actitudes (drea de la afectividad) deben
ser alcanzados. Al final del proceso educativo y de cada una de sus
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fases, el pregraduado deberd haber incorporado una serie de co-
nocimientos, capacidades y comportamientos que no poseia previa-
mente. El objetivo general es conseguir médicos generales
competentes, teniendo siempre presente que ser competente signi-
fica que se poseen los conocimientos y habilidades que permiten
una asistencia a los enfermos basada en los principios actuales de
la medicina.

El postgraduado no solo debe saber, conocer y saber hacer
lo relacionado con su profesion, sino que también debe conocer la
"tiencia" social y humana, ya que la actuacion de un médico es in-
completa si desconoce los aspectos psicologicos y sociales del pa-
ciente. El avance de la Medicina no consiste solo en el desarrollo
técnico estricto, sino en el esfuerzo dirigido a modificar positiva-
mente la fotalidad psicofisica del enfermo; por eso, una Medicina
que no sea personal, no solo no es un progreso sino que incluso
puede transformarse con facilidad en un factor yatrogeno.

En la Medicina actual, merced al "espiritu" de la técnica,
priman sobre la calidad de la exploracion y su sentido artesanal
(que exige tiempo y formacion) el sentido de economia y rapidez,
que llevan en pacientes determinados a prescindir de la historia cli-
nica y de la exploracion directa, de las técnicas elementales y per-
sonales, para solicitar un comulo de andlisis y pruebas
complementarias y con ellos establecer el diagndstico. La educacion
médica exige una formacion clinica del pregraduado, restaurando
las bases del arte clinico; si no se hacen bien la anamnesis, la ex-
ploracion fisica, los diagndsticos y tratamientos, se renuncia a un
pasado clinico de siglos, que es el patrimonio intangible de la pro-
fesion médica. Conceder a la palabra y al razonamiento logico la
jerarquia intelectual que le corresponde podria evitar una injusti-
ficable subordinacion o una irracional dependencia de lo que de-
beria subordinarse a ellos; no hacerlo expone al automatismo del
dato y al menosprecio de la insustituible comunion con el paciente
que sufre, y del ejercicio creativo de hablar, escuchar, contextualizar
y reflexionar.

No existen razones para abandonar el método clinico;
todo lo contrario. EI médico debe ejercer con ciencia y conciencia,
aplicar sus conocimientos para evaluar los problemas de salud del
paciente, después solicitar las pruebas complementarias para veri-
ficar su hipdtesis y al mismo tiempo, conocer la validez de la prueba
demandada, su valor predictivo positivo o negativo, y de acuerdo
con éstas, tomar decisiones diagnosticas, prondsticas y ferapéuticas
(12).

Solo conociendo el valor y la relevancia del método clinico,
aplicdndolo y ensefidndolo a los futuros egresados se evitard que
los médicos se conviertan en profesionales mecdnicos e irracionales,
simples prescriptores de andlisis y pruebas desarticuladas e inne-
cesarias y revisores de resultados. EI método clinico es una parte
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esencial del proceso diagnostico del enfermo, al ser un proceso sis-
tematico, ordenado y reproducible, que evita que el médico haga
afirmaciones al azar o por sentido comdn; permite investigar no
solo la enfermedad del paciente sino del ser humano concreto desde
un enfoque biopsicosocial.

Sin ignorar todos los avances tecnoldgicos y los beneficios
que de ellos se derivan al servicio del enfermo, la clinica, la semio-
logia, las habilidades semiotécnicas y el método clinico deben pro-
moverse con la ejemplaridad y continuar ensefiando en los centros
docentes, haciendo especial énfasis en la importancia que tiene para
el correcto desempeiio profesional, siendo enriquecido con la mejor
evidencia de la medicina.

En las facultades de Medicina se debe formar a los alumnos
de acuerdo con lo que serd su ejercicio profesional. No se les puede
instruir para la practica de una Medicina muy sofisticada y tecnificada
ya que casi la mitad de ellos no la ejercerd de ese modo, hacerlo po-
dria ser causa de frustraciones y fracasos. El objetivo es que el estu-
diante adquiera conocimiento, habilidades y competencias que le
permitan su posterior especializacion. Lo importante son los alumnos,
no los profesores.

Es evidente la importancia que tiene para el médico poder
desarrollar habilidades de tipo humanistico que le permitan forta-
lecer sus destrezas para realizar un ejercicio integral de su profesion
(31-34). Seria deseable la existencia de espacios académicos y ex-
traacadémicos durante la formacion médica que promuevan el des-
arrollo de habilidades humanisticas; buen modelo de ello son los
moltiples ejemplos de médicos en el mundo que han logrado com-
patibilizar adecuada y exitosamente el ejercicio de su profesion con
el de diversas actividades artisticas: entre otros, los muy conocidos
David Livingstone (1813-1873). Alexander Borodin (1833-1887),
William Somerset Maugham (1874-1965), Albert Schweitzer (1875-
1965) y Enoch Cancino Casanova (1928-2010).

Es imprescindible implementar el necesario y positivo
avance de la ciencia con la prdctica de una Medicina mds humanista.
Mejorando el humanismo médico se deberia contrariar la cadstica
opinion de Voltaire sobre los médicos: Los médicos son hombres que
prescriben medicinas de las que saben poco, curan enfermedades de
las que no conocen menos, en seres humanos de los que no saben
nada. La humanizacion es mucho mds que la dignificacion de la asis-
tencia médica; una relacion entre cvidadores y cuidados eminente-
mente humana que no puede ni debe perderse por los avances
tecnologicos.
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RESUMEN

En 1921, Otto Loewi publico un estudio experimental que dio origen al nacimiento de la teoria
quimica de la transmision nerviosa, segin la cual, la corriente nerviosa provoca, en el extremo de
las fibras nerviosas, la liberacion de una substancia quimica que se llamé neurotransmisor. Por sus
descubrimientos relacionados con la neurotransmision quimica de los impulsos nerviosos, Loewi
recibio en 1936 el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina.

ABSTRACT

In 1921, Otto Loewi published an experimental study that gave rise fo the birth of the chemical
theory of nerve transmission, according to which, the nerve current causes, at the end of nerve fibers,
the release of a chemical substance called a neurotransmitter. For his discoveries related to the che-

mical neurotransmission of nerve impulses, Loewi received the Nobel Prize in Physiology or Medlicine
in 1936.
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En 1921, Otto Loewi publico el estudio experimental:
“Uber humorale Ubertragharkeit der Herznervenwirkung”. Este tra-
bajo acerca de la transmision humoral en la accion de los nervios
cardiacos dio origen al nacimiento de la teoria de la neurotransmi-
sion quimica, segin la cual la transmision de impulsos entre neu-
ronas, como también entre neuronas y efectores, se resuelve en su
mayor parte mediante la liberacion de substancias quimicas que se
denominan neurotransmisores. Con este descubrimiento Loewi in-
augurd toda una nueva era en las neurociencias que nos permiten
explicar la accion de numerosos medicamentos asi como las senales
eléctricas que facilitan al cerebro pensar, al corazon latir y al mos-
culo contraerse.

A principios del siglo XX se pensaba que las seiales del
sistema nervioso se transmitian mediante impulsos eléctricos. Asi,
el histdlogo italiano Camilo Golgi, proponia que el sistema nervioso
poseia una estructura reticular, es decir, no habia en él células in-
dividuales como en ofros tejidos, sino que las neuronas estaban to-
talmente conectadas a través de sus prolongaciones. Por el contrario,
Santiago Ramén y Cajal establece que las neuronas se encuentran
estrechamente interconectadas constituyendo unidades indepen-
dientes y que la comunicacion entre las células nerviosas no es por
medio de una malla o reticulo, segin defendia Golgi, sino por con-
tacto funcional a través del cual las terminaciones libres de los axo-
nes de las fibras nerviosas se ponen en relacion con la membrana
plasmatica de la célula siguiente (Fig. 1). Pero la teoria neuronal
de Cajal generaba una duda inmediata; sino habia contacto fisico
entre las neuronas y entre estas y sus efectores £Como se transmitia
la senal?.
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La discusion existente a finales del siglo XIX y principios
del siglo XX entre la teoria reticular de Golgi y la teoria neuronal
de Cajal tuvo una continuidad posterior cuando se comenzaron a
estudiar los mecanismos mediante los cuales se producia la trans-
mision de la informacion de unas neuronas a ofras, es decir, los
procesos de comunicacion interneurona. El concepto de sinapsis fue
acuiiado por Charles Sherrington para definir las zonas especiali-
zadas de contacto entre las neuronas donde tiene lugar la trans-
mision de informacion en el sistema nervioso. Por tanto, durante
las primeras décadas del siglo XX hubo una polémica entre los par-
tidarios de las sinapsis eléctricas, que serian aquellas en las que la
transmision de informacion se debia a procesos exclusivamente eléc-
tricos, y los partidarios de las sinapsis quimicas en las que los feno-
menos de naturaleza eléctrica en las neuronas postsindpticas eran
desencadenados por la liberacion de una sustancia quimica (1).

La primera observacion surge en 1904, cuando Thomas
Elliot, mientras estudiaba fisiologia con John Newport Langley en
Cambridge, postuld que "la adrenalina puede ser el estimulante
quimico que se libera de los nervios simpdticos cvando el impulso
nervioso llega a la periferia”. Esta hipotesis, atrevida y profética al
mismo tiempo, tuvo mala suerte en su formulacion. Por una parte
se anticipd en bastantes afos a los acontecimientos que pemitirian
aceptar ademds de la transmision electrogénica, la fransmision
quimica, y por otra parte, al escoger a la adrenalina precisamente,
cometid un error cuyas consecuencias habian de servir de argumento
para desechar la hipatesis. Asi, por ejemplo, Henry Hallet Dale, ca-
tedrdtico de Farmacologia en la Universidad de Cambridge y que

I
Figura. 1. Dibujo de Cajal representando un corte de médula espinal donde sinaptan neuronas sensoriales (B) y neuronas motoras (A). En la parte I, segin la teoria
reticular de Golgi, y en la parte II, segdn la teoria neuronal de Cajal.
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tanto contribuyo después al desarrollo del concepto de la neuro-
transmision quimica, fue quien primero discutié la teoria de Elliot
en base a las diferencias reales que existian entre los efectos de la
adrenalina y los de la estimulacion del sistema nervioso simpatico
(2).

En 1907, Walter Dixon, observo la similitud entre los efectos
del alcaloide muscarina, aislado del hongo venenoso Amanita mus-
caria, y las respuestas a la estimulacion vagal. Ante estos datos ex-
perimentales, Dixon afirmé que "lo excitacién de un nervio induce
liberacion local de una hormona que produce actividad especifica por
combinacién con algin componente del drgano terminal, misculo o
gldndula". Pero esta hipdtesis tropezo con el escepticismo universal
que lo desalentd de proseguir esta prometedora investigacion (3).

William Henry Howell en 1908, sugiri6 que la estimulacion
vagal liberaba potasio en el corazon y que esta era la causa del efecto
resultante.

En 1914, Dale, efectia un minucioso estudio de las cuali-
dades farmacolégicas de la acetilcolina, comprobando que esta subs-
tancia reproducia las respuestas a la estimulacion del nervio vago,
llegando a la suposicion de que la pretendida substancia liberada
por el vago fuese la acetilcolina (4).

La prueba definitiva de la neurotransmision quimica se pro-
duce en 1921, cuando Otto Loewi, demostrd por medio de un sencillo
experimento la existencia de un mediador quimico al estimular los
nervios autonomos. Loewi aisl los corazones de dos ranas, el primero
con sus nervios y el segundo sin ellos. El nervio vago del primer co-
razén fue estimulado eléctricamente, ocasionando, con ello, una dis-
minucion de la frecuencia y fuerza de contraccion cardiaca. La

solucion salina con la que habia perfundido el corazon estimulado,
la transfirio al otro corazon, observando también en este sequndo
corazon una disminucion de su frecuencia y fuerza de contraccion (Fig.
2). Los resultados demostraban que los nervios no influyen directa-
mente sobre el corazon sino que liberan de sus terminales sustancias
quimicas especificas que, a su vez, provocan las modificaciones de la
funcion cardiaca caracteristicas de la estimulacion de sus nervios.
Loewi llamé "vagusstoff (sustancia del vago) a esta substancia qui-
mica. Loewi descubrio también que, la estimulacion de los nervios
simpdticos liberaban una sustancia semejante a la adrenalina, que
aumentaba la frecuencia y fuerza de contraccion del corazon, a la
cwal llamo “acceleransstoff” (sustancia aceleradora) (5). En 1926,
Loewi y Navratil ofrecieron pruebas que identificaban a la “vaguss-
foff" como la acetilcolina (6). La “acceleransstoff” fue aislada de los
nervios adrenérgicos e identificada en 1946 por Ulf von Euler, como
noradrenalina.

Durante muchos aiios los Gnicos neurotransmisores recono-
idos en el sistema nervioso autdnomo fueron la acetilcolina y la nor-
adrenalina. Sin embargo, a partir de los aos sesenta del siglo pasado
diversos estudios empiezan a observar efectos neurovegetativos exci-
tadores e inhibidores que no eran mediados por ninguno de los neu-
rofransmisores cldsicos. Aunque las acciones de la acetilcolina y la
noradrenalina, como principales neurotransmisores del sistema ner-
vioso parasimpdtico y simpdtico, aun brindan la estructura esencial
para el estudio de la funcién auténoma, muchos ofros mensajeros
quimicos, como purinas, miltiples neuropéptidos (VIP, encefalinas,
somatostatina, NPY, taquicininas, CGRP, efc.), eicosanoides, dopamina,
serotonina, etc., modulan o median las respuestas que ocurren tras
la estimulacion de neuronas del sistema nervioso (1).

00, LR

Figura. 2.- Experimento de Loewi que demostrd la neurotransmision quimica.
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A finales del siglo XX se identifican, que ademds de los
neurotransmisores liquidos, también existen transmisores geseosos.
Diversos estudios han confirmado la accion del dxido nitrico (NO)
en el sistema nervioso central y periférico. La presencia de NO en
el sistema nervioso plantea la necesidad de revisar el concepto tra-
dicional de neurotransmision quimica. EI NO se sintetiza en algunas
neuronas, produce efectos funcionales sobre otras, ejerciendo una
funcion de mensaijero intracelular y, sin embargo, no cumple muchos
de los requisitos exigidos a una substancia para considerarla un
neurotransmisor. Asi, el NO no se almacena en vesiculas ni se libera
por exocitosis, sino que, una vez sinfetizado, se difunde en la zona
proxima. Esto implica que, al contrario que otros neurotransmisores,
carezca de direccionalidad, y pueda actuar tanto sobre las neuronas
postsindpticas como sobre las presindpticas, es decir pueda ser un
mensajero anterégrado o retrogrado. Asimismo, no actia a través
de receptores de membrana, sino que penetra en las células proxi-
mas, afectando directamente a las proteinas diana. Otra diferencia
es que no existe ningin mecanismo especifico de recaptacion o de
degradacion enzimdtica del transmisor, cuya accion termina debido
a su oxidacion espontdnea. El conocimiento, en estos Gltimos afios,
de las funciones que el NO tiene en diversos sistemas orgdnicos
como el cardiovascular, respiratorio, urogenital o nervioso y en pro-
cesos inmunoldgicos e inflamatorios estd permitiendo comprender
diversos mecanismos funcionales, que pueden facilitar eficaces al-
ternativas terapéuticas. Por la importancia que el NO tiene en el
mantenimiento de la homeostasis, algunos investigadores han lle-
gado a afirmar que la mayoria de las enfermedades guardan rela-
cion con cambios en la forma en que el organismo metaboliza el
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NOy el 05, entre ellas las enfermedades cardiacas y la hipertension,
la apoplejia, el asma, muchos tipos de cdncer, la anemia, la tubercu-
losis, la artritis, etc. Recientemente se ha demostrado que otros gases
como el mondxido de carbono y el sulfuro de hidrdgeno, también par-
ticipan en diversos procesos funcionales (1).

Otto Loewi nacié en Frankfurt del Meno (Alemania) en
1873. Estudio medicina en las Universidades de Munich y posterior-
mente en Estrasburgo, donde se licencid en 1893 y obtuvo su doctorado
en 1896, bajo la direccion del eminente farmacdlogo Prof. Oswald
Schmiedeberg.

De 1897 a 1898, trabajo como médico en el Hospital de
Frankfurt. Al comprobar la alta mortalidad en casos de tuberculosis y
neumonia cronicas debido a la falta de una terapéutica apropiada,
decidio abandonar la adtividad clinica y, en su lugar, dedicarse a la
investigacion fisioldgica y farmacolégica.

En 1898, se trasladd a la Universidad de Marburg (Alema-
nia) para trabajar como ayudante del reconocido farmacdlogo Hans
Horst Meyer. En esta Universidad los estudios de Loewi se orientaron
en el campo del metabolismo. Estudio la accion de la florizina, potente
inhibidor del transporte de la glucosa en los tGbulos renales que blo-
quea la reabsorcion tubular proximal de la glucosa, cuando las con-
centraciones plasmdticas de ésta estdn por encima de lo normal.
Investigd el metabolismo de los dcidos nudeicos, asi como la sintesis
de proteinas en el organismo animal, demostrando que estos pueden
reconstruir sus profeinas a partir de los aminodcidos, un descubri-
miento esencial con respecto a la nutricion. Tambien publico una serie
de articulos experimentales sobre la fisiologia y farmacologia de la
funcion renal. En 1900, fue nombrado “Privatdozent”.

Figura. 3. Otto Loewi en su laboratorio de la Universidad de Graz.

Otto Loewi: one hundred years after confirmation

m of chemical neurotransmission
Albino Garcfa Sacristan
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En 1902, Loewi se incorpora al laboratorio de Ernest Star-
ling en la Universidad de Londres donde trabaja con William Mad-
dock Bayliss y conoce en Cambrige a Thomas Elliot y a Henry Dale,
con quien posteriormente compartiria el Premio Nobel y una gran
amistad a lo largo de su vida.

Tras su estancia en Londres, regresa a Marburg donde con-
tinud estudiando la funcion renal y el mecanismo de accion de los
diuréticos.

En 1905, se traslada a la Universidad de Viena como pro-
fesor asociado en la cdtedra de H.H. Meyer, donde estudia los pro-
blemas relacionados con el metabolismo de los carbohidratos.
También demostro que el corazon a diferencia del higado, no puede
utilizar fructosa. Conjuntamente con Alfred Fréhlich, estudia las dos
divisiones motoras simpdtica y parasimpdtica que habia establecido
J.N. Langley para el sistema nervioso autonomo, asi como los re-
sultados que habia obtenido Elliot con la adrenalina.

En 1908, se cas6 con Guida (1889-1958), hija de Guido
Goldschmiedt, catedrdtico de quimica en Praga y posteriormente en
Viena, con la que tuvo tres hijos, Hans, Victor y Guido, y una hija,
Anna.

En 1909, es nombrado catedrdtico de farmacologia en la
Universidad de Graz (Austria). Es en esta Universidad donde Loewi
investigd como los drganos vitales responden a la estimulacion qui-
mica y eléctrica. El estudio de Loewi, publicado en 1921, permitio
en gran medida aclarar la controversia sobre si las células usaban
transmision quimica o eléctrica, demostrando que en la mayoria de
ellas se resuelve mediante la liberacion de substancias quimicas.

Por sus descubrimientos relacionados con la transmision
quimica de los impulsos nerviosos, Loewi recibio en 1936 el Premio
Nobel de Fisiologia o Medicina, que compartié con Dale.

Alinvadir los alemanes Austria en marzo de 1938, Loewi
y dos de sus hijos fueron arrestados y encarcelados varios meses por
la Gestapo, la noticia de su dificil situacion llegd al Congreso Inter-
nacional de Fisica en Zurich, donde un alboroto internacional de
cientificos y amigos provocd su liberacion. Antes, en presencia de
hombres de la Gestapo tuvo que entregar todas sus posesiones y
transferir el dinero obtenido con el Premio Nobel a una cuenta de
un banco controlado por los nazis. Con permiso para salir de Austrig,
Loewi llegd a Inglaterra en septiembre de 1938. Alli vivié con Dale
durante varias semanas antes de que le ofrecieran un puesto en el
Instituto Nuffield de Oxford. Al afio siguiente, Loewi emigré a
Estados Unidos, aceptando un puesto como profesor investigador
de farmacologia en la Universidad de Nueva York. En 1941, Otto
Loewi obtiene la ciudadania de ese pais donde residio hasta su
fallecimiento en Nueva York el 25 de Diciembre de 1961 (1, 7).

Si la teoria neuronal de Cajal supuso la semilla a partir
de la cual se instaurd la neurociencia, los estudios de Loewi
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sentaron las bases de la neurotransmision quimica, que ha
facilitado comprender y definir el concepto de sinapsis y de los
neurofransmisores quimicos, lo que ha determinado poder explicar
los mecanismos de regulacion en los diferentes procesos funcionales,
asi como la posibilidad de generar alternativas terapéuticas eficaces
que permitan corregir las disfunciones orgdnicas.
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ARTICULO

RESUMEN

Las seiales de daiio molecular atraen a los neutréfilos hasta los lugares donde hay infeccion o inflamacion.
El receptor acoplado a la proteina G (GPR43) y el receptor para los compuestos avanzados de glicosilacion
(RAGE) reconocen a dcidos grasos de cadena corta (propionato y butirato) y AGEs (compuestos avanzados
de glicosilacion) respectivamente, estando ambos receptores abundantemente expresados en los neutréfilos
y las células del epitelio intestinal. EI papel funcional que juega la activacion de estos receptores en la or-
questacion in vivo de la respuesta inmune no estd claro. Nuestro trabajo examina el efecto de la ingesta de
AGEs sobre la respuesta inmune, tanto en ratones sanos como en ratones a los que se les indujo una colitis,
utilizando ratones transgénicos deficientes en los receptores GPR43 o RAGE. Uno de los principales hallazgos
es que fanto el receptor GPR43 como el RAGE son necesarios para el reclutamiento de los neutrdfilos en un
modelo de inflamacion intestinal por lesion de la barrera mucosa. Asi mismo hemos comprobado que los
AGEs ingeridos con la dieta promueven la aparicion de un desequilibrio en el balance inflamatorio a nivel
intestinal, dando lugar a un status proinflamatorio. Igualmente hemos demostrado que la carboximetillisina
(CML), un tipo de AGE concreto, es capaz de estimular el receptor GPR43 y actuar como un factor quimioa-
tractor de los neutrdfilos. Finalmente, hemos ensayado el tratamiento con sRAGE, proteina capaz de captar
AGEs libres. Este procedimiento podria ser una terapia prometedora para el tratamiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal.

ABSTRACT

Molecular damage signals attract neutrophils to sites of infection or inflammation. The G-protein coupled
receptor (GPR43) and the receptor for advanced glicosilation compounds (RAGE) recognize short-chain fatty
acids (propionate and butyrate) and AGEs (advanced glycosylation compounds) respectively, both receptors
being abundantly expressed in neutrophils and intestinal epithelial cells. The functional role that activation
of these receptors plays in the in vivo orchestration of the immune response is unclear. Our work examines
the effect of the ingestion of AGEs on the immune response, both in healthy mice and in mice that were in-
duced to colitis, using transgenic mice deficient in GPR43 or RAGE receptors. One of the main findings is
that both the GPR43 receptor and RAGE are necessary for the recruitment of neutrophils in a model of in-
testinal inflammation due to mucosal barrier injury. We have also verified that the AGEs ingested with the
diet promote the appearance of an imbalance in the inflammatory balance at the intestinal level, giving
rise to a pro-inflammatory status. We have also show that carboxymethylisine (CML), a specific type of AGE,
is capable of stimulating the GPR43 receptor and acting as a neutrophil chemoattraction factor. Finally, we
have tested the treatment with sRAGE, a protein capable of capturing free AGEs. This procedure could be a
promising therapy for the treatment of inflammatory bowel disease.
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1. INTRODUCCION

El término enfermedad inflamatoria infestinal (EIl) recoge
una serie de trastornos multisistémicos de etiologia desconocida,
caracterizados por la inflamacion cronica y recurrente del tracto di-
gestivo y cuyos cuadros clinicos mds representativos son la enfer-
medad de Crohn y la colitis ulcerosa (1). La colitis ulcerosa afecta
solo a la mucosa del intestino delgado mientras que el sindrome
de Crohn afecta a toda la pared infestinal en su conjunto, tanto del
intestino grueso como delgado, dando lugar a la formacion de fis-
tulas y abscesos.

La etiologia precisa de la Ell es desconocida e incluye di-
versos factores genéticos, medioambientales, nutricionales, micro-
biolégicos e inmunolégicos (2). De esta forma una respuesta
inflamatoria exacerbada del intestino aparece como consecuencia
de la reaccion inapropiada a distintos agentes luminales, impulsada
posiblemente por la microbiota intestinal (3) que sobrerregula la
sintesis y liberacion de distintos mediadores proinflamatorios como
metabolitos reactivos del oxigeno (ROS) y nitrégeno (NOS), eico-
sanoides y citoquinas proinflamatorias (4). Todos estos mediadores
contribuyen a la cascada patogénica que inicia y perpetia la res-
puesta inflamatoria infestinal. El andlisis de la flora entérica luminal
ha revelado sin embargo diferencias de la composicion de esta flora
comparada a los controles sanos (5). Las concentraciones de bacte-
roides, eubacterias, peptostreptococos estdn incrementadas, mien-
tras que el nomero de bifidobacterias estd significativamente
reducido. Una mejora en la integridad de la mucosa intestinal po-
dria contribuir a reducir la inflamacion intestinal (6) ya que evitaria
la traslocacion de endotoxinas y antigenos que sobrerregula la res-
puesta inmunitaria (7). Debido a esto ello se cree que los dcidos
grasos de cadena corta (SCFA) provenientes de la fermentacion en
el intestino delgado de la fibra dietética podria mejorar la mucosa
intestinal, ya que dichos dcidos grasos participan en el manteni-
miento de la homeostasis colénica (8). Recientemente se ha descu-
bierto que existe un receptor especifico para los SCFA denominado
GPR43, que se localiza en la mucosa del ileon (9). La activacion de
dicho receptor da lugar al reclutamiento de los neutrdfilos, que ac-
tian como un factor protector frente a la traslocacion bacteriana,
pero también como factor perjudicial en la respuesta a una infla-
macion cronica (10). De esta forma los SCFA actuarian in vivo como
el interruptor principal para poder alcanzar el umbral critico de
otros estimulos, que dan lugar finalmente a la migracion de los
neutrdfilos. Por todo ello, los SCFA promoverian la activacion del
sistema inmune de la mucosa en presencia de una barrera mucosa
dafiada, contribuyendo al desarrollo de la EIl (11).
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Diversas evidencias cientificas parecen indicar que la dieta
es uno de los factores medioambientales que mds efecto pueden
ejercer sobre el desarrollo de la Ell (12) y las posteriores recaidas
(13). Respecto a los alimentos individuales, los estudios epidemio-
|dgicos (12) indican que un bajo consumo de frutas y vegetales en
combinacion con un alto consumo de azdcares refinados, y grasa
favorecen la aparicion de Ell. En otros estudios (13) se ha exami-
nado el consumo de margarinas, café y alcohol y las dietas ricas en
carnes rojas, obteniendo correlaciones positivas entre las recidivas
de la enfermedad y la ingesta de alcohol y carnes rojas, especial-
mente cuando estas estdn tratadas térmicamente. En ambos estudios
se sugiere la necesidad de realizar mds estudios de investigacion
para aclarar la posible asociacion entre la dieta y la Ell. En los dl-
timos 25 aiios la dieta de la poblacion espaiola, especialmente en
la poblacion infantil y juvenil, estd cambiando el perfil mediterrdneo
por una alimentacion mds similar a la estadounidense, rica en gra-
sas saturadas y carnes, con disminucion en la ingesta de verduras y
legumbres (14) y mayor consumo de snacks y productos de bolleria
(15). Dichos cambios dietéticos se estdn produciendo en la misma
ventana temporal que el incremento en los casos de Ell, lo que po-
dria indicar que el mayor consumo de ciertos alimentos podria pre-
disponer a la aparicion de dicha enfermedad. Tanto las carnes como
los snacks, bolleria y productos precocinados tienen en comin que
sufren una serie de trafamientos térmicos que favorecen su diges-
tion, conservacion y aceptacion por parte de los consumidores. Sin
embargo, el calentamiento da lugar a la aparicion de la reaccion
de Maillard (RM), que estd constituida por una serie de reacciones
entre proteinas y carbohidratos. Los productos de Maillard estdn
presentes en cantidades considerables en la dieta diaria, debido
fundamentalmente a que la mayor parte de los alimentos contienen
proteinas y carbohidratos (16).

Entre los productos avanzados que se forman en la RM
destacan los compuestos avanzados de glicosilacion (Advanced
Glycation End produdtS; AGEs) que pueden daiiar los tejidos de di-
versas formas (17): Modificando la funcionalidad proteica mediante
la glicosilacion, formando enlaces cruzados que dan lugar a rigidez
profeica y fisular o incluso inferaccionando con células a través de
la activacion de receptores especificos (RAGE) iniciando una disfun-
cion celular por liberacion de sustancias proinflamatorias (18). El
RAGE (Receptor for Advanveed Glycation End producis) es una pro-
teina transmembrana correspondiente a la superfamilia de las in-
munoglobulinas y estd presente en distintos tipos celulares como
células endoteliales, monocitos, microglia e incluso neuronas. La
union AGE-RAGE da lugar a la formacion de ROS, los cuales inducen
procesos relacionados con la activacion celular e inflamacion (19).

Regulation of the intestinal inflammatory response through the ingestion of
Maillard compounds and their interaction with RAGE and GPR43 receptors
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La principal via proinflamatoria consiste en la expresion del NFkg,
el cual da lugar a la formacion de citoquinas inflamatorias como
IL-6 0 TNFo.. A nivel intestinal, se ha comprobado que la union
AGE-RAGE da lugar a un aumento de la permeabilidad de la mu-
cosa (20). Asi mismo, diversos autores han encontrado que la unidn
AGE-RAGE también incrementa el reclutamiento de células infla-
matorias como los neutrdfilos (21, 22).

Ante las evidencias cientificas presentes en la literatura,
el presente trabajo ofrece resultados a cerca de la influencia que
una ingesta elevada de AGEs tiene sobre la inflamacion intestinal,
repercutiendo finalmente en el desarrollo de la enfermedad infla-
matoria intestinal. En este sentido, se evalia el efecto que ejerce
una proteina glicosilada sobre el epitelio intestinal y la subyacente
red inmunitaria, investigando si existe algin tipo de relacion entre
los receptores RAGE y GPR43.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Preparacion de las muestras

Para obtener una proteina glicosilada rica en carboxime-
til-lisina (CML), uno de los AGEs que estimula al receptor RAGE, se
sigui6 la técnica descrita por Valencia et al (23). De forma breve, se
disuelve albomina sérica bovina (BSA) en tampén fosfato 150 mM
pH 7.4 que contiene dcido glioxilico y NaBH4CN en concentraciones
25y 75 mM respectivamente. Esta solucion se filtra de forma estéril
y se incuba a 50 °C durante 48 horas para dar lugar a la BSA glico-
silada (BSA-G). De igual forma, la BSA calentada sin dcido glioxilico
ni NaBH,CN se utiliz6 como muestra control (BSA-C). Tras la incu-
bacion, la BSA se dializa frente a agua para eliminar los restos de
glucosa que no reaccionaron y las sales del tampdn y finalmente se
liofiliza. La cuantificacion del contenido total de CML en la proteina
glicosilada se realizo mediante GC-MS, utilizando 2Hg-CML como
estdndar interno (24). De forma resumida, la muestra se reduce con
NaBH, y posteriormente se hidroliza con dcido clorhidrico. Los ami-
nodcidos se transforman en sus trifluorometilésteres y se analizan
por GC-MS en modo SIM.

2.2. Diseio experimental para los ensayos con anima-
les
Los estudios con animales se realizaron de acuerdo con
las directivas de la Convencion para la proteccion de los animales
vertebrados usados en experimentacion y con otros fines cientificos
establecidas por la Union Europea (85/ETS123; 86/609/EEC) y fue-
ron aprobados por el comité de bioética de la Universidad de Gra-
nada. Se emplearon cuatro grupos de animales que cubrian la
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expresion de los dos receptores a estudiar: ratones homocigotos con-
trol Gprd3+/+ (129SvEvBrd, Deltagen) y RAGE*/* (C57BI/6, Lexicon
Genetics Inc.) y ratones transgénicos que sufren la deleccion del gen
que codifica dichos receptores, ratones Gprd3”- (129SvEvBrd, Del-
tagen) y ratones RAGE* C57BI/6 (Lexicon Genefics Inc.). Los ani-
males se mantuvieron en ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas y
tuvieron acceso libre a una dieta standard de laboratorio y agua.
El sacrificio se realizo mediante sobredosis con halotano.

En el experimento A, a cuatro grupos de ratones
(n = 10) se les indujo una colitis aguda con dextrano sulfato sddico
(DSS) tras haber ingerido durante 28 dias una dieta enriquecida al
3% con la BSA-G o BSA-C (25). Tras este periodo, a los ratones se
les administrd el DSS al 4% por medio del agua de bebida durante
7 dias y se les monitorizd diariamente el tipo de deposiciones y el
sangrado presente en ellas. El dia 7 se sacrificaron los animales, se
extrajo el colon y se analizd histologicamente siguiendo procedi-
mientos estdndar. Como control se utilizaron 3 animales de cada
grupo a los que no se les indujo la colitis mediante DSS.

En el experimentoB, a los cuatro grupos de ratones (n =
10) se les indujo una colitis crénica con DSS (10) tras haber ingerido
durante 28 dias una dieta enriquecida al 3% con la BSA-G o BSA-
C. Tras este periodo, a los ratones se les administrd DSS al 2% (ex-
cepto a los grupos control) durante 5 dias, seguidos de 5 dias donde
se les suministraba agua normal. Este ciclo se repitio dos veces mds
y los animales fueron sacrificados en el dia 30. El avance de la colitis
se monitorizé de igual forma que en el caso de la colitis aguda.
Como control se utilizaron 3 animales de cada grupo a los que no
se les indujo la colitis mediante DSS.

En el experimento C se estudio el efecto de la ingesta de
AGEs durante un periodo largo (90 dias), usando los cuatro grupos
de ratones comentados anteriormente y suministrdndoles una dieta
enriquecida al 3% con BSA-G o BSA-C.

Para evaluar el efecto de un tratamiento anti-AGEs sobre
la colitis inducida por DSS, en el experimento B tres animales de
cada grupo se trataron durante 7 dias con 100 p1g/dosis de exRAGE
(R&D Systems Inc.) tal y como se detalla en la bibliografia (20). El
exRAGE es una proteina quimérica obtenida mediante recombina-
cion del dominio extracelular del RAGE murino (GIn 24-ALA 342,
homologo al sRAGE.

2.3. Ensayos histolégicos y hioguimicos
Para evaluar el efecto de la ingesta de los AGEs sobre la
orquestacion de la respuesta inmune mediada por los receptores
GPR43 y RAGE, estudiamos diversos signos clinicos, cambios histo-
logicos y produccion de citoquinas.

Regulacion de la respuesta inflamatoria intestinal mediante la ingesta de
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Signos clinicos: Se midio de forma diaria el peso de los
animales, la consistencia de las heces y el contenido de sangre fecal.
Las deposiciones de los animales se puntuaron de 0 a 4, siendo 0
las deposiciones normales y 4 las diarreicas. En cuanto al contenido
de sangre fecal se analizé mediante el test Hemoccult (Beckman
Coulter). El indice de actividad diaria (DAI) se calcul6 teniendo en
cwenta de forma combinada los pardmetros anteriormente descritos
(26).

Estudios histoldgicos: E| daio en la mucosa coldnica se
puntud de la siguiente forma: 0, sin dafio; 1, dafio en la mucosa
solo; 2, dafio en la mucosa y en la submucosa; 3, dafio transmural.
Una seccion del colon distal, obtenido tras el sacrificio del animal,
se fijo en formaldehido al 4% y se insertd en parafina. Secciones
de 5 um se tifieron con hematoxilina-eosina, tomando microfoto-
grafias con un microscopio equipado con cdmara a 600 aumentos.
El grado de infiltracion de los neutrdfilos se obtuvo contando todos
los neutrofilos extrabasales por microfotografia. La puntuacion ob-
tenida representa la media del contenido de neutréfilos en 4 zonas
aleatorias de mucosa y submucosa que proceden de tres secciones
diferentes del colon descendente.

Permeabilidad de la mucosa intestinal- Se estudio el in-
cremento de la permeabilidad en la mucosa intestinal de los distin-
tos grupos de animales usando como sonda fluorescente la
fluoresceina isotiocianato-dextrano (FD-4). Brevemente, se tomaron
muestras de colon de tres animales de cada grupo (n=3), se cerra-
ron mediante sutura y se llenaron con tampon bicarbonato de Krebs-
Henseleit (KHBB, pH 7.4). Posteriormente cada saco se suspendi6
en KHBB que contenia FD-4 y se incubo durante 30 minutos a 37°C
bajo una atmésfera de 0,:C0, (95:5). Finalmente, se tomé una
muestra de la solucion serosa (donde se suspendid el saco) y mucosa
(contenido del saco), se centrifugaron y se midio la intensidad de
la fluorescencia. De esta forma, la permeabilidad se expresé como
la capacidad de aclaramiento de la FD-4 de la capa mucosa a la se-
rosa (27).

Mieloperoxidasa (MPO)- Esta enzima se utiliza como mar-
cador de la infiltracion de neutrdfilos, aunque no es una enzima es-
triccamente especifica de estos fagocitos. El andlisis de la MPO se
analizd en tres segmentos coldnicos de cada animal (28). Los tejidos
se homogeneizaron y centrifugaron, realizando el ensayo de la MPO
usando un kit comercial (Hbt. Biotechnology).

Determinaciones de cifoquinas: El contenido de TNFo co-
lonico y de IL-6 e IL-10 plasmdticos se realizd mediante ELISA,
usando kits comerciales para cuantificar citoquinas murinas (Cytoset
kit, Biosource Internacional).
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Ensayos quimiotdcticos: La quimiotaxis de los neutrofilos
se estudio usando cdmaras transwell mediante la técnica descrita
por Kawohl et al. (29). Los neutréfilos se aislaron a partir de un lo-
vado peritoneal con suero salino estéril de ratones control,
Gpr43™ y RAGE™ (n = 3) 4 horas tras la administracion de una
solucion de tioglicolato 3%. Los neutréfilos se enumeraron tras fin-
cion de Meyer-Hemalaun. Para evaluar la accion de los AGEs (se
utilizo CML como AGE patrdn) sobre el receptor GPR43 se utiliz6 un
anticuerpo monoclonal antiRAGE murino (R&D Systems Inc) para
bloquear la interaccion AGE-RAGE.

2.4. Andlisis estadistico

Para realizar el estudio estadistico se utilizd el programa
SPSS ver. 15. Las medidas se realizaron al menos en triplicado y la
normalidad de los datos se comprobd utilizando el test de Kolmo-
gorov-Smirnov. Los resultados se expresan como media + desvia-
cion estdndar. Los valores P se calcularon utilizando un test de
ANOVA multifactorial y el test de la t de student. Los valores de
P <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

3. RESULTADOS

La regulacion de la respuesta inmune a nivel intestinal es
muy compleja y dentro de ella juegan un papel importante los re-
ceptores RAGE y GPR43. Desde hace 5 afios se estd estudiando el
papel que juega el RAGE sobre la permeabilidad de la mucosa in-
testinal, asi como sobre el reclutamiento de los neutrofilos. De igual
forma, recientemente se estd evidenciando el papel fundamental
que juega el receptor GPR43 para regular el reclutamiento de las
células del sistema inmune hasta la mucosa intestinal ante deter-
minados estimulos microbianos. Sin embargo, hasta ahora no se
conoce si existe algun tipo de relacion entre la actividad de ambos
receptores. En este sentido, en el presente trabajo se evalia cdmo
se activan dichos receptores mediante la administracion de una pro-
teina rica en AGEs y se estudia qué papel juegan en el desarrollo
de la inflamacion intestinal. Para ello, se utiliza un modelo murino
de enfermedad inflamatoria intestinal, ya que se disponen de ra-
tones transgénicos comerciales que carecen de los receptores GPR43
y RAGE donde se puede inducir una colitis aguda o cronica. Asi
mismo, tras estudiar el efecto de los AGEs ante una situacion pato-
lgica, es evalia su efecto durante una ingesta prolongada, eva-
luando si dicha ingesta puede incrementar el riesgo de desarrollar
|la enfermedad. Finalmente, para reforzar los hallazgos encontrados
se estudian los efectos de una terapia con exRAGE y propionato
sobre la inflamacion intestinal inducida con DSS.
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3.1. Glicosilacién de la BSA los animales mostraron unos signos clinicos idénticos (peso, consis-
Para evaluar el efecto de un consumo elevado de AGEs  tencia de las heces y sangrado rectal) lo que dio lugar a un indice

sobre la inflamacion intestinal decidimos utilizar una BSA glicosi-  de actividad diaria (DAI) similar (Figuras 1Ay 1B). A partir del ter-
lada. Mediante el método de glicosilacion utilizado por nosotros ob- cer dia fodos los ratones deficientes en los recetores GPR43 y RAGE
tuvimos unos valores de CML de 69 mg/g proteina, que sonsimilares ~ (Gprd3- y RAGE") perdieron peso de forma mds significativa que
a los encontrados por otros autores (30). Como se adiciona un 3% los ratones control (Gprd3+/+ y RAGE+/+) mientras que estos tuvie-
de BSA a la diefa estandar de los ratones y teniendo en cuenta el ron menos diarrea y sangrado rectal (P <0,05). De igual forma se

consumo de éstos, se estimd la ingesta diaria de CML en 10 mg/dia, puede observar que la utilizacion de una dieta enriquecida en AGEs
aunque expresada en peso corporal llegamos 100 mg/Kg/dia. La (1B) no dio lugar a unos peores signos clinicos en ratones que ca-
ingesta diaria de CML en humanos ha sido estimada en unos 75 recian del receptor RAGE, mientras que el indice de actividad diaria
mg/dia (31) dando lugar a una ingesta de 1 mg/Kg/dia., lo quees  fue superior (P<0,01) en ratones Gprd3. Estos resultados con-
100 inferior a la ingesta que realizaron nuestros ratones. De esta ~ cuerdan con la longitud del colon de los animales alimentados con
forma, podemos evaluar con certeza el efecto de una ingesta elevada BSA-C (1A) y BSA-G (1B), mostrando una mayor inflamacion en

de CML sobre la inflamacion intestinal. Otros autores (21) han de- ratones deficientes en los receptores RAGE y GPR43.

mostrado que la BSA glicosilada interacciona con el receptor RAGE El examen histoldgico de las muestras obtenidas del colon
mediante la CML, lo que refuerza la utilizacion de esta proteina  descendente mostr6 (Figura 1E) un dafio tisular reducido y una
para realizar el estudio. menor infiltracion de los neutréfilos (P<0,001) en los ratones que

carecen de los receptores RAGE y GRP43 y son alimentados con un

3.2. Relacion de los receptores RAGE y GPR43 con la in-  dieta rica en AGEs. Sin embargo, estas diferencias no son tan apre-
gesta elevada de AGEs en un modelo de colitis aguda ciables en el caso de los animales alimentados con BSA-C, no sig-
Para estudiar la relevancia de la deficiencia de los recep- nificativas en el caso del receptor RAGE y P<<0,05 en el caso del

tores RAGE y GPR43 en condiciones de inflamacion aguda, asi como GPR43. Para cuantificar la cantidad de neutrdfilos, realizamos tam-
el efecto de la ingesta elevada de AGEs, indujimos una colitis aguda bién un ensayo ELISA para determinar los niveles de MPO en tejido
mediante la administracion de DSS al 4% en el agua de bebida de colonico homogeneizado. Como se muestra en la figura 2B, los ni-
ratones Gprd3+/+, RAGE*/+, Gprd3 y RAGE”. Hasta el dia 2todos ~ veles de MPO estaban significativamente reducidos en los ratones
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Figura 1. Signos clinicos y estudios histolégicos obtenidos en animales con colitis aguda inducida. A) indice de actividad patolégica (DAI) en ratones alimentados con
BSA control. B) DAI en ratones alimentados con BSA glicosilada. C) Longitud del colon en ratones alimentados con BSA control. D) Longitud del colon en ratones ali-
mentados con BSA glicosilada. E) Infiltracion de neutréfilos. F) Permeabilidad intestinal. E y F) Las diferencias para el mismo tipo de ratén alimentados con BSA control
o glicosilada son estadisticamente significativas (P <<0,001) excepto en los ratones RAGE-/- para permeabilidad intestinal (P <0,05).
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Figura 2. Pardmetros bioquimicos obtenidos en animales con colitis aguda inducida. A) Niveles de TNFou colénico. B) MPO. C) Niveles de IL-6 plasmdticos. D) Niveles

de IL-10 plasmaticos. A, B, Cy D) Las diferencias para el mismo tipo de raton alimentados con BSA control o glicosilada son estadisticamente significativas (P<0,05)
excepto en los rafones Gprd3+/*+ para MPO y RAGE para IL-6 (diferencias no significativas).

RAGE" (P<0,01) y Gprd3 (P<0,001). Ademas, la reduccion de
los niveles de TNFor colénicos (2A) fue mds marcada en los ratones
Gprd3 (P<0,001) que en los RAGE* (P <0,01). Los mismos des-
censos se encontraron para los niveles de IL-6 plasmdtica (2C) mien-
tras que los niveles de IL-10 (2D) estaban mas elevados en los
ratones Gpr43” (P<0,001). Teniendo en cuenta que la IL-10 es
una citoquina antiinflamatoria, mientras que la IL-6 y TNFou son
proinflamatorias, se puede establecer que la induccion de una colitis
aguda con DSS origina un estado proinflamatorio que da lugar a

una infiltracion de neutrdfilos. La utilizacion de una dieta rica en
AGEs promueve el desarrollo de una patologia mds grave. Dicha
infiltracion e inflamacion resultante es menor en los ratones que
carecen del receptor GPR43, lo que indica que dicho receptor es cru-
cial en el desarrollo de una respuesta inflamatoria temprana ante
un agente externo. En este sentido, la figura 1E muestra el efecto
que dicha inflamacion provoca en la permeabilidad al FD4, que se
considera un indice de la funcion barrera que ejerce el epitelio in-
testinal. Como se puede observar, en incremento en la permeabili-
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Figura 3. Signos clinicos y estudios histolégicos obtenidos en animales con colifis cronica inducida. A) indice de actividad patolégica (DAI) en ratones alimentados con
BSA control. B) DAI en ratones alimentados con BSA glicosilada. C) Longitud del colon en ratones alimentados con BSA control. D) Longitud del colon en ratones
alimentados con BSA glicosilada. E) Infiliracién de neutrdfilos. F) Permeabilidad intestinal. E y F) Las diferencias para el mismo tipo de ratén alimentados con BSA
control o glicosilada son estadisticamente significativas (P<0,01) excepto en los ratones RAGE para infiltracion de neutrdfilos.
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dad originada por la colitis no se experimentd en los ratones ca-
rentes del receptor GPR43, debido fundamentalmente al desarrollo
de una menor inflamacién, como se ha comentado anteriormente.

3.3. Relacion entre los receptores RAGE y GPR43 con la
ingesta elevada de AGEs en un modelo de colitis cronica
Para profundizar en el efecto de los receptores RAGE y
GPR43 y la exposicion continuada a concentraciones elevadas de
AGEs sobre el proceso inflamatorio a nivel intestinal, realizamos un
ensayo en el que administramos DSS al 2% durante 30 dias a los
distintos grupos de ratones estudiados. Como puede observarse en
|a figuras 3A y 3B, el indice de actividad diaria mostraba picos que
coinciden con el cese de la administracion del DSS. Asi mismo, es
evidente que la ausencia de los receptores RAGE y GPR43 protege
frente a la induccion de dafio infestinal, resultando en unos DAI
menos elevados. Sin embargo, en el caso de la suplementacion de
la dieta con BSA glicosilada (Figura 3B) mostré que los ratones
Gprd3 desarrollaban una diarrea, pérdida de peso y sangrado rec-
tales mas parecidos al de los ratones control (que expresaban dicho
receptor), lo que sugiere que el receptor RAGE juega un papel fun-
damental en el desarrollo de la inflamacion de tipo cronico. El es-
tudio microscapico de diferentes secciones del colon descendente
mostrd menos signos de inflamacion de la mucosa intestinal en ra-
tones con deficiencia en la expresion de alguno de los receptores
(Figura 4). Estos resultados también se apoyan en la mayor longitud
colénica en los animales transgénicos (P<0,01) comparados con
sus homélogos salvajes (Figuras 3Cy 3D).

Como se ha comentado previamente, las preparaciones
microscopicas revelaron una lesion mucosa menor en rafones
Gprd3" y RAGE- (Figura 4) y especialmente una menor infiltracion
de neutrdfilos (Figura 4E). Este hecho se demostr6 cuantitativamente
por los menores valores de TNFou (5A) y MPO (5B) e IL-6 (5C) asi
como por un mayor nivel plasmdtico de IL-10 (5D). De esta forma,
la funcion de barrera epitelial se vio mds protegida en dichos ratones
(Figura 3E), especialmente en los RAGE. En resumen, estos resul-
tados demuestran que la deficiencia en los receptores GPR43 y RAGE
dan lugar a una menor inflamacion coldnica en el modelo de colitis
cronica inducida por DSS, dando un mayor protagonismo al receptor
RAGE en el mantenimiento de la inflamacion intestinal de tipo cro-
nico. Asi mismo, estos resultados apoyan la hipétesis de que los
AGEs procedentes de la dieta pueden dar lugar al desarrollo y/o
perpetuacion de una patologia inflamatoria intestinal mds severa
que cuando se administra una dieta normal.

3.4. Repercusion de la ingesta prolongada de AGEs sobre
los receptores RAGE y GPR43
Como se ha comentado en los dos apartados precedentes,
el consumo elevado de AGEs origina un cuadro inflamatorio mds
severo en distintos modelos de inflamacion intestinal. De esta forma,
nos propusimos evaluar el efecto que tiene una ingesta elevada de
AGEs en animales a los que no se les induce ningdn tipo de colitis.
Como se puede observar en la figura 6, se obtuvo una mayor infil-
tracion de neutrdfilos (P<0,001) en todos los ratones que se ali-
mentaron durante tres meses con BSA-G, excepto en el caso de los

RAGE**

RAGE”

Figura 4. Microfotografias coldnicas obtenidas en animales con colitis crénica inducida. Los ratones RAGE” y GPR43 presentan una inflamacién cronica menos severa.
Las flechas indican la presencia de una cantidad diferente de neutréfilos en la zona submucosa.
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Figura 5. Pardmetros bioguimicos obtenidos en animales con colitis cronica inducida. A) Niveles de TNFou colénico. B) MPO. C) Niveles de IL-6 plasmaticos. D) Niveles
de IL-10 plasmaticos. A, B, Cy D) Las diferencias para el mismo fipo de ratdn alimentados con BSA control o glicosilada son estadisticamente significativas (P <0,05)

excepto en los ratones RAGE”- para MPO e IL-10 (diferencias no significativas).

ratones Gprd3- donde no se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas. Este hecho se verificd a partir del contenido co-
lonico de MPO, que mostrd una infiltracion mayor en ratones
alimentados con la protfeina glicosilada, exceptuando a los ratones
con deficiencia de los receptores RAGE y GPR43 (no significativas).
Asi mismo, se encontraron mayores niveles (P<0,01) de TNFa co-
lonico e IL-6 plasmdtica en ratones con dieta enriquecida en
BSA-G (Figura 7), siendo los valores de IL-10 plasmdtica inferiores
en estos grupos. Asi, estos resultados apuntan a que la ingesta pro-
longada de cantidades sustanciales de AGEs da lugar a la elevacion
de marcadores inflamatorios.

3.5. Efecto del tratamiento con exRAGE sobre los recep-
tores RAGE y GPR43 en un modelo de colitis cronica

Tras evidenciar que los receptores RAGE y GPR43 juegan

un papel fundamental en la respuesta inmunoldgica ante una si-

tuacion de inflamacion sostenida, decidimos estudiar el efecto que

puede fener una terapia de secuestro de AGEs mediante la utiliza-

cion de exRAGE, que es una proteina quimérica homologa al sSRAGE

humano y que es capaz de captar AGEs libres en el medio. Para
ello, se repitio el experimento de induccion de colitis cronica a rato-
nes suplementados como BSA-G.

Como se observa en la figura 8A, el grado de infiltracion
de los neutrdfilos en el colon descendid significativamente
(P<0,001) cuando se trataron ratones Gprd3++, RAGE*',
Gprd3 y RAGE; en este Gltimo también se observo un descenso
significativo (P <0,05). Teniendo en cuenta que estos ratones care-
cen del receptor RAGE, el efecto beneficioso derivado de retirar un
exceso de AGEs podria indicar que otros receptores como el GPR43,
que estdn implicados en el redutamiento de los neutréfilos, también
se activan por los AGEs. De igual forma, la permeabilidad del epi-
telio intestinal (Figura 8B) mejord de forma considerable
(P<0,001) con el tratamiento mediante exRAGE. De forma cuan-
titativa, la infiliracién neutrofilica, medida como actividad de la
MPO, disminuyé significativamente (P <0,001) mediante el trata-
miento con exRAGE en fodos los grupos excepto en el RAGE” donde
no se encontraron diferencias (Figura 9B). En cuanto a los marca-
dores proinflamatorios, las citoquinas TNFou (9A) e IL-6 (9C) se com-
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T
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Figura 6. Infiltracion de los neutréfilos en animales con una ingesta prolongada de AGEs. Las diferencias para el mismo tipo de ratén alimentados con BSA control o gli-

cosilada son estadisticamente significativas (P<0,001) excepto en los ratones Gprd3-/-(NS).
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Figura 7. Pardmetros bioquimicos obtenidos en animales con colitis aguda inducida. A) Niveles de TNFou colénico. B) MPO. C) Niveles de IL-6 plasmaticos. D) Niveles de IL-10 plasmdticos.
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para MPO y GPR43 para IL-6 (diferencias no significativas).

portaron de igual forma a los signos histoldgicos resefiados ante-
riormente. Finalmente, la concentracion de IL-10 plasmatica se in-
crementd de forma significativa (P<0,001) con el tratamiento,
indicando que la inflamacion subsiguiente a la induccion de la colitis
era menor (Figura 9D).

3.6. Efecto de la CML y propionato sobre la migracién
de los neutréfilos y su relacion con los receptores RAGE
y GPR43

Los resultados obtenidos en los apartados anteriores in-
dican que el receptor GPR43 podria ser estimulado por los AGEs,
principalmente la CML, que es el AGE mayoritario formado en la
BSA glicosilada. De esta forma, para caracterizar la respuesta qui-
miofdctica de los neutréfilos ante los AGEs, aislamos neutréfilos a
partir del lavado peritoneal de ratones de los cuatro grupos tratados
previamente con tioglicolato. Para realizar el experimento utiliza-

mos una solucion de CML 10-2 M, ya que ha mostrado previamente
su actividad quimiotdctica sobre los neutréfilos en ratones salvajes.
Tras 45 minutos de estimulacion, se observd un incremento signifi-
cativo (P<0,001 excepto en RAGE", P<0,01) de la migracion qui-
miotdctica en todos los grupos (Figura 10A). Es de sealar que en
el RAGE la migracion quimiotdctica debe de estar mediada por
otros receptores distintos al RAGE, que no se expresa en esos neu-
tréfilos. Para determinar si el receptor GPR43 podia activarse me-
diante la estimulacion con CML, se utilizd un anticuerpo murino
antiRAGE, que es capaz de bloquear la sefial AGE-RAGE. Asi, se
pudo observar que en los ratones RAGE+/+, Gpr43+/+ y Gprd3™ la
migracion de los neutrofilos descendio de forma significativa un
60% (P <0,001) mientras que en el grupo RAGE" no se encontra-
ron diferencias significativas, ya que estos neutrofilos carecian del
receptor RAGE. De igual forma, los valores a los que descendi6 la
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Figura 8. Signos clinicos y estudios histol6gicos obtenidos en animales con colitis crénica inducida y tratados con exRAGE. Las diferencias para el mismo tipo de raton
alimentados con BSA control o glicosilada son estadisticamente significativas (P<0,001) excepto en los ratones Gprd3--.
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Figura 9. Pardmetros bioquimicos obfenidos en animales con colitis cronica inducida y tratados con exRAGE. A) Niveles de TNFo. colénico. B) MPO. C) Niveles de IL-6 plasmdticos. D)
Niveles de IL-10 plasmaticos. A, B, Cy D) Se tratd a los ratones con BSA glicosilada. De igual forma los ratones se trataron con exRAGE para captar los AGEs libres con o sin adicién de pro-

pionato, para estimular al receptor GPR43.

migracion quimiotdctica fueron significativamente mayores
(P<0,01) en los grupos Gprd3+/+, RAGE++ y RAGE"" que la qui-
miotaxis del grupo control. Sin embargo, en el grupo Gpr43” no
se encontraron diferencias significativas entre el control y los neu-
trofilos tratados con CML y antiCML. Habida cuenta de que estos
neutrdfilos carecen de receptor GPR43, la quimiotaxis debia deberse
al receptor RAGE, que resulta bloqueado por su anticuerpo. Asi, las
diferencias de actividad encontradas con los neutrdfilos de los demds
grupos cuando se aiiade CML y antiRAGE indican que en estos gru-
pos la migracion quimiotdctica se debia al receptor GPR43.

Para comparar la capacidad migratoria de los neutrdfilos
debida a los SCFA y la CML, se realizé un ensayo con neutrdfilos
procedentes de rafones RAGE", donde se ha demostrado previa-
mente que la quimiotaxis se debia exclusivamente a la interaccion
con el receptor GPR43. Asi, se ensayaron dos concentraciones dis-

tintas de CML y propionato (10-2 My 10-4 M) que fue seleccionado
como SCFA de referencia por su marcada actividad quimiotdctica
(10). Como puede observarse en la figura 10B, el incremento en la
concentracion de CML o propionato indujo una mayor respuesta qui-
miotdctica, que fue aproximadamente el doble en el caso del pro-
pionato comparado con la CML. Asi mismo, la co-estimulacion con
CML y propionato dio lugar a un incremento cooperativo en la mi-
gracion de los neutrdfilos.

4. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten
extraer diversas conclusiones. Uno de los principales hallazgos es
que tanto el receptor GPR43 como el RAGE son necesarios para el
reclutamiento de los neutréfilos en un modelo de inflamacion in-
testinal por lesion de la barrera mucosa. Los datos obtenidos per-
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Figura 10. Efectos de CML y propionato sobre la migracion de los neutréfilos. A) Efecto de la CML (10-4 M) sobre la migracion de los neutréfilos procedentes de ratones RAGE+/+, RAGE”-
GPR43+/+y GPR43". Se utilizd el anticuerpo monoclonal murino antiRAGE para evaluar del efecto de la CML sobre el receptor GPR43. B) Efecto de la CML y propionato sobre la migracion
de los neutrdfilos aislados de ratones RAGE™".
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miten demostrar que la activacion de ambos receptores juega un
papel contradictorio en la fisiopatologia inflamatoria a nivel intes-
tinal: por un lado, la activacion de estos receptores ejerce un factor
profector frente a la traslocacion bacteriana en un modelo agudo
de colitis. Sin embargo, dicha activacion es perjudicial en el caso de
una inflamacion de tipo cronico.

Hemos demostrado claramente el papel protector que
ejerce la presencia de los receptores GPR43 y RAGE frente las lesio-
nes agudas que se producen tras la exposicion a una dosis elevada
de DSS. La activacion del receptor GPR43 permite el reclutamiento
de los neutrdfilos, con la consiguiente elevacion de la citoquinas
proinflamatorias TNFou e IL-6 y la disminucion de la IL-10 (citoquina
antiinflamatoria). Un comportamiento similar, pero menos potente
se ha observado con el receptor RAGE. La ausencia de este receptor
da lugar al desarrollo de una patologia ligeramente mas severa
que en los ratones control, pero la ausencia del receptor GPR43 dio
lugar a una evolucion clinica peor, lo que estd en consonancia con
estudios realizados por otros investigadores (10, 25). Esto parece
indicar que el receptor RAGE no puede compensar la ausencia del
GPR43 y que este es estrictamente necesario para iniciar el proceso
inflamatorio. Por un lado, Sina et al. (10) han demostrado que las
sefiales inducidas por los SCFA a través del receptor GPR43 actian
in vivo como el interruptor maestro para poder alcanzar el umbral
critico ante otros estimulos. Asi, la ausencia de este receptor retar-
daria el desarrollo del proceso inflamatorio mediado por otros re-
ceptores como el RAGE. Por otro lado, el receptor RAGE podria
actuar a mds largo plazo, como se demuestra en los problemas a
largo plazo derivados de la diabetes (32).

En cuanto al modelo de colitis cronica, hemos podido de-
mostrar claramente el papel protector que juega la deficiencia de
los receptores GPR43 y RAGE frente a las lesiones cronicas genera-

das tras varios ciclos de administracion de una dosis baja de DSS.
Los ratones transgénicos deficientes en estos receptores exhibieron
una inflamacion menor de la mucosa, tal y como indicaban los sig-
nos clinicos, histologia y niveles de citoquinas anti- y proinflamato-
rias. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Sina et al. (10)
mientras que otros autores (25) defienden que la presencia del re-
ceptor GPR43 protege del desarrollo de una inflamacion cronica.
Nuestros resultados, junto con los de otros grupos apuntan a que
estos receptores juegan un papel perjudicial en la inflamacion cro-
nica. La activacion de estos receptores provocaria la migracion hacia
el infestino de cantidades crecientes de neutréfilos. Por un lado, uno
de los efectos fundamentales que ejercen los neutréfilos en la infla-
macion intestinal es la regulacion a la baja de las proteinas de union
intercelular en el epitelio intestinal. Asi, una infiltracion sostenida
de los neutrdfilos podria contribuir a la disminucion de la funcion
barrera de dicho epitelio (33). Por otro lado, diversos autores han
encontrado tanto en células Caco-2 (22) como en el colon (20) la
permeabilidad de la mucosa se altera por activacion del receptor
RAGE. Esta hiptesis explicaria porqué aumenta la permeabilidad
intestinal en los ratones RAGE+/+ y Gpr43+/+ en el modelo de in-
flamacion cronica, a la vez que aumenta el nimero de neutrdfilos
infiltrados en la mucosa infestinal.

Es importante sefialar que, i bien la actividad del receptor
RAGE no parece ser fundamental en el inicio de la actividad infla-
matoria, su papel en el posterior mantenimiento de este status pa-
rece ser importante. La union AGE-RAGE daria lugar a la aparicion
de diversos efectos mediados por la activacion celular (22):
1) Atraccion quimiotdctica de los neutrdfilos por regulacion al alza
de receptores de adhesion endotelial y su union al mismo receptor
RAGE, que también actia como receptor de adhesion.
2) Produccion elevada de citoquinas proinflamatorias.

Grupo carboxilo

(responsable unién a GPR43)

(responsable potencia accién)

Cadena alifatica

Acido propiénico

Figura 11. Posible explicacion de la afinidad de la CML por el receptor GPR43 teniendo en cuenta las semejanzas en la estructura quimica con el dcido propidnico.
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De forma general se especula que los AGEs puedan ser
un “factor de riesgo” para la salud humana (34, 35). Estos autores
indican que la absorcion de los AGEs procedentes de los alimentos
es de un 10% y de acuerdo con estudios cinéticos un tercio de los
mismos se eliminan por via renal. Por tanto, una alta proporcion
es retenida, aunque no esta claro cual de los compuestos de Maillard
de la dieta activan la via proinflamatoria después de su absorcion
y si los organismos sanos compensan el efecto fisiopatolagico. En
este sentido, ofra de las conclusiones que se derivan del presente
trabajo es que los AGEs ingeridos con la dieta promueven la apari-
cién de un desequilibrio en el balance inflamatorio a nivel intestinal,
originando un status proinflamatorio que podria dar lugar a la apo-
ricion de la enfermedad inflamatoria intestinal en aquellos indivi-
duos con susceptibilidad genética o sometidos a otro tipo de
estimulos ambientales o microbianos. Por un lado, hemos demos-
trado que el consumo elevado de AGEs promueve la activacion del
sistema inmune de la mucosa en presencia de una barrera mucosa
daiiada, contribuyendo al desarrollo de la Ell. Por otro lado, hemos
observado que la ingesta elevada de AGEs durante un tiempo pro-
longado da lugar a una serie de cambios, como infiltracion de neu-
trofilos en la mucosa intestinal o elevacion de los niveles de
citoquinas proinflamatorias, que podria predisponer al desarrollo
de una patologia posterior.

Otro descubrimiento importante del presente trabajo es
la demostracion de que la CML es capaz de estimular el receptor
GPR43. De esta forma los AGEs, en concreto la CML, no solo actua-
rian como quimioatractores de los neutrdfilos de una forma indirecta
mediante su interaccion con el receptor RAGE, sino que podrian ac-
tuar de forma directa tal y como los SCFA hacen. Los agonistas na-
turales del receptor GPR43 son los dcidos grasos de cadena corta
como el acetato, propionato o butirato (36), aunque recientemente
se han sintetizado diversos compuestos artificiales, fenilacetamidas,
con una mayor actividad sobre este receptor (37). En este sentido,
mediante la utilizacion de neutrdfilos obtenidos a partir de ratones
transgénicos, hemos demostrado por primera vez que la CML es
capaz de unirse al receptor GPR43 y activarlo, promoviendo la mi-
gracion quimiotdctica de los neutrdfilos. Los SCFA interactGan con
el GPR43 por medio de grupo carboxilato tal y como muestra la fi-
gura 11 (39). Este grupo con carga negativa se uniria a los grupos
cationicos de la arginina 5.39 y 7.35 (40). Asi, la CML podria unirse
al GPR 43 mediante el grupo carboxilico en la posicion €, ya que el
que estd presente en la posicion < es el que se ufiliza para realizar
el enlace peptidico en la proteinas (Figura 11). Respecto a la po-
tencia de la CML, se observo que es aproximadamente del 30 al
40% de la que ejerce el propionato. En los SCFA la potencia de ac-
cion depende de la longitud de la cadena alifdtica, pero en el caso
de la CML no hemos realizado experimentos para determinar si su
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actividad depende de las cadenas sefialadas en la figura 10, aunque
posiblemente, debido a la homologia estructural con las fenilace-
tamidas, el grupo N¢ y el carboxilo anexo podrian ser los responsa-
bles. También es de destacar la actividad cooperativa que existe
entre la CML y el propionato, que dieron lugar a un incremento no-
table en la migracion de los neutrofilos. Un comportamiento similar
se ha encontrado entre el propionato y el quimioatractante de los
queratinocitos (10) y el propionato y las fenilacetamidas (38).

Finalmente, habida cuenta del papel que juegan los AGEs
en crear las condiciones propicias para el desarrollo de un brote
agudo de la Ell o de la perpetuacion de una inflamacion cronica, el
tratamiento con sRAGE podria ser una terapia prometedora para
el tratamiento de esta patologia. La administracion de sSRAGE en el
modelo de colitis cronica mejoro tanto los signos clinicos de la en-
fermedad como los pardmetros bioquimicos e histoldgicos. Unos re-
sultados similares se han obtenido al utilizar sSRAGE para prevenir
las alteraciones que se producen en la barrera epitelial en experi-
mentos de isquemia-reperfusion (20). Como se ha comentado antes,
una ingesta elevada de AGEs produce una patologia mds grave y
podria facilitar el desarrollo de la Ell si se ingieren en cantidades
elevadas durante un tiempo prolongado. De igual forma hemos co-
mentado la actividad agonista de la CML sobre el receptor GPR43.
Asi, quelacion de los AGEs podria ser una forma prometedora de
inhibir la migracion de los PMN o la sobreproduccion de citoquinas
proinflamatorias.
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Abreviaturas

AGEs: Compuestos avanzados de glicosilacion
BSA-C: Albumina sérica bovina conirol.
BSA-G: Albumina sérica bovina glicosilada.
BSA: Albumina sérica bovina.

(ML: carboximetillisina

DAI: indice de actividad diaria.

DSS: dextrano sulfato sodico.

Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal
GC-MS: Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
masas.
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GPR43: Receptor acoplado a la proteina G43

IL-10: Interleukina 10. 12.

IL-6: Interleukina 6.

MPO: Mieloperoxidasa. 13.

NFi(3: Factor nuclear de transcripcion kappa-beta.
NOS: Radicales del nitrogeno
RAGE: Receptor para los compuestos avanzados de glicosilacion

ROS: Radicales del oxigenos 4.
SCFA: Acidos grasos de cadena corta
SIM: Single lon Monitoring.
SRAGE: Fraccion soluble del receptor RAGE
TNFou: Factor de necrosis tumoral alfa.
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ARTiCULO

RESUMEN

Las B-lactamasas son proteinas de origen bacteriano que se caracterizan por hidrolizar los antibidticos B-lactd-
micos, confiriendo resistencia microbiana ante estos. Son una familia heterogénea de proteinas muy relevantes
desde el punto de vista sanitario debido a la facilidad que presentan para adquirir resistencia a nuevos farmacos
por su alta capacidad de evolucion.

La evolucion in vitro de estas proteinas ha servido, no solo para desarrollar su caracterizacion y mejorar su co-
nocimiento, sino como una nueva linea de investigacion que permite identificar de manera predictiva residuos
implicados en la adquisicion de resistencia frente antibioticos.

Al mismo tiempo, el método de reconstruccion ancestral de proteinas se ha revelado como una herramienta no-
vedosa y util para comprender la evolucion de las 3- lactamasas y entender algunas de sus caracteristicas como
es su promiscuidad.

En este trabaio, se ha realizado un estudio de B-lactamasas ancestrales reconstruidas a partir de la filogenia de
B-lactamasas existentes de clase A. De las cuatro proteinas ancestrales estudiadas, se ha obtenido una que es
funcional y se ha comparado su actividad hidrolitica con la de cuatro de sus homdlogos actuales frente a ocho
farmacos B-lactdmicos. Se ha comprobado que esta proteina ancestral tiene una actividad frente a

antibidticos mds generalista que cualquier de las proteinas actuales estudiadas. Ademads, la proteina ancestral
activa mostrd mds resistencia frente a uno de los farmacos utilizados que el resto de B-lactamasas existentes. Fi-
nalmente se han discutido estos resultados y a partir de ellos se argumenta por qué las secuencias ancestrales re-
construidas pueden ser un punto de partida muy atractivo a la hora de realizar evolucion dirigida de proteinas
para la obtencion de proteinas de interés biotecnoldgico.

ABSTRACT

The B-lactamases are proteins of bacterial origin that are characterized by hydrolyzing antibiotics B-lactams,
conferring microbial resistance against them. They are a heterogeneous family of proteins very relevant from a
health point of view due to the ease they present fo acquire resistance to new drugs due to their high capacity for
evolution.

The in vitro evolution of these proteins has served not only to develop their characterization and improve their
knowledge, but as a new line of research that allows to predictively identify residues involved in the acquisition
of antibiotic resistance.

At the same time, the method of ancestral protein reconstruction has been revealed as a novel and useful fool to
understand the evolution of B-lactamases and understand some of their characteristics such as their promiscuity.
In this work, a study of ancestral B-lactamases reconstructed from the phylogeny of existing class A B-lactamases
has been carried out. Of the four ancestral proteins studied, one has been obtained that is functional and has
compared its hydrolytic activity with that of four of its current counterparts against eight B-lactam drugs. This
ancestral protein has been shown to have a more generalistic antibiotic activity than any of the current proteins
studied. In addition, the active ancestral protein showed more resistance to one of the drugs used than the rest
of B-lactamases existing. Finally these results have been discussed and from them it is argued why reconstructed
ancestral sequences can be a very attractive starting point when it comes to direct evolution of proteins for
obtaining proteins of biotechnological interest.
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1. INTRODUCCION

El conocimiento de Los (3-lactdmicos surge con el descu-
brimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1929, cudndo
varias placas que contenian colonias de Staphylococcus se encon-
traban confaminadas por un moho, actualmente caracterizado cémo
Penicillivm notatum (1). A pesar de los esfuerzos realizados por
Fleming para conseguir concienciar al mundo cientifico de la nece-
sidad de aislar el compuesto no es hasta 1940 cuando Howard Florey
y Ernest Chain publican un método para poder purificar la penicilina
de manera eficaz para ser utilizada en medicina clinica (2). Este su-
ceso marco un antes y un después en el desarrollo de la humanidad.
A partir de este momento, desde un punto de vista cientifico, nu-
merosos grupos se inferesan por los B-lactdmicos, intentando en-
tender su mecanismo de accion para poder realizar modificaciones
que mejoraran su actividad terapéutica. Por ofro lado, a nivel mé-
dico, se comienzan a utilizar este grupo de antibidticos como una
herramienta eficaz en la lucha contra las enfermedades microbia-
nas, destacando el papel sanitario que tuvieron durante la 2° Guerra
Mundial (3).

Actualmente estos compuestos son muy utilizados debido
a diferentes caracteristicas antibidticas cémo su heterogeneidad, su
amplio espectro y su gran poder bactericida. Tanto es asi que, segin
datos de la OMS, el 63,8% de todos los antibidticos que se consu-
mieron cada dia en Espaia durante 2015 fueron [B-lactdmicos (4).
Historicamente, este tipo de antibidticos se han dividido en cinco
subgrupos diferentes: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactdmicos e inhibidores de las B-lactamasas. Todos ellos se
caracterizan por tener una estructura quimica compuesta por una
amida ciclica muy reactiva, a la que se denomina anillo B-lactdmico,
que sufre diferentes modificaciones para dar lugar a los distintos
subgrupos mencionados anteriormente (5).

El mecanismo de accion de la mayoria de los antibidticos
B-lactdmicos consiste en la inhibicion de la formacion de la pared
celular bacteriana. En concreto, impiden la correcta formacion del
peptidoglucano, componente esencial del espacio periplasmdtico
que confiere rigidez a la célula a la vez que la protege del estrés
osmotico interior (6). Esta molécula se forma mediante el entrecru-
zamiento de largas cadenas de glicidos (N-acetilmurdmico, NAM,
y N-acetilglucosamina, NAG), también conocidas como cadenas de
mureina, entrelazadas mediante pentapéptidos, conformando una
estructura en forma de malla. Cabe destacar que los pentapéptidos
se encuentran unidos al glicido NAM y se caracterizan por ser es-
tructuralmente diferentes entre las especies bacterianas. La estruc-
tura general del péptido se caracteriza por tener una Alanina en 1°
posicion, exceptuando algunas especies que en su lugar contienen
Glicina o Serina. En 2° posicion una Glutamina comin para fodas
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las bacterias. La 3° posicion que conforma el péptido es la mds va-
riada y dependiendo de la especie se pueden identificar un tipo u
otro de aminodcidos, en general, las gram negativas se caracterizan
por tener m-DAP (dcido meso-diaminopimelico), mientras que las
gram positivas suelen tener D-Lisina. Los aminodcidos en la 4ta y
5ta posicion generalmente son dos D-Alanina y suelen afiadirse de
forma conjunta en forma de dimero que se une al tripéptido (7).

El ltimo paso esencial en la formacion de un peptidoglu-
cano estable y funcional es el proceso denominado “cross-linking”,
donde las cadenas de glicidos se unen unas a otras dando lugar
una conformacion bioldgicamente funcional. En este paso, es nece-
sario que unas transpeptidasas y carboxypeptidasas, pertenecientes
al grupo de proteinas PBPs (penicillin-binding proteins), se encar-
guen de realizar la unién de dos cadenas de mureina (8). En el caso
de las bacterias gram-negativas, estas PBPs conectan dos cadenas
adyacentes realizando un enlace peptidico entre la pendltima D-
Alanina del péptido de una de las cadenas y el m-DAP del péptido
adyacente, a la vez que una D-Alanina carboxypeptidasa se encarga
de eliminar el Gltimo aminodcido del primer pentapéptido (Figura
1). Asimismo, en gram-positivas, ocurre un proceso similar, en el
que, en vez de un enlace peptidico, se forma un puente peptidico
(formado por 5 glicinas) entre la pendltima D-Alanina de una ca-
denay el 3° aminodcido perteneciente al pentapéptido de la cadena
adyacente. En conclusion, se crea un peptidoglucano estable debido
a la union de dos cadenas de mureina a nivel de sus pentapéptidos
(9,10).

Segun la teoria mds aceptada que Tipper y Strominger
desarrollaron en 1965, los B-lactdmicos, en especial la peniciling,
forman una estructura tridimensional muy similar a la conformacion
que adoptan los aminodcidos terminales (D-Ala-D-Ala) del penta-
péptido, pudiendo ser esta la razon de la inhibicion de las PBPs
(11). Investigaciones mds recientes demuestra que la inhibicion de
distintas PBPs puede dar lugar a diferentes situaciones dentro de
la célula, como: la lisis celular por la activacion de unas proteinas
denominadas autolisinas que se encargan de destruir el peptido-
glucano mal formad; La inhibicion de la division celular, debido a
|a inestabilidad peripldsmica; la filamentacion de la célula (protu-
berancias que aparecen en la célula e impiden su correcto funcio-
namiento (12).

Ademds, dentro del amplio grupo de los B-lactdmicos,
existe un subgrupo denominado “inhibidores de las B-lactamasas”.
Este se compone de una serie de moléculas con estructura similar a
los B-lactdmicos, pero cuya funcion, en vez de ser antimicrobiana
es la de inhibir el funcionamiento de las enzimas bacterianas (me-
diante una unién no competitiva al sitio activo) que se encargan de
desactivar los antibioticos B-lactdmicos. Estas enzimas son las [3-
lactamasas (13).
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D-Ala terminal

Mimetizan la estructura D-Ala-D-Ala: CO CD . .

La inhibicién de la transpeptidasa
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e Mene % frena la sintesis del peptidoglucano

Los B-lactamicos
se unen al sitio activo de Ia

transpeptida
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inhibida

Figura 1: Formacién de la pared celular mediante la actuacion de una PBP (izquierda). Inhibicién de la formacién del peptidoglucano por la accién de distintos tipos de
B-lactdmicos que se unen al sitio activo de la enzima mimetizando los dos Gltimos aminodcidos (D-Ala-D-Ala) del pentapéptido. (derecha). Figura Modificada de Usman

Umar Zango, Munir Ibrahim et al. 2019.

Las B-lactamasas son enzimas capaces de inactivar los an-
tibioticos B-lactdmicos mediante dos tipos diferentes de accion hi-
drolitica. El primer gran grupo son las B-lactamasas con serina que
hidrolizan el anillo B-lactdmico y que contienen una secuencia de
aminodcidos muy variada entre ellas, pero un centro catalitico muy
conservado con una serina responsable de la catdlisis (14). El se-
gundo grupo se caracteriza por catalizar la reaccion de hidrolisis
mediante la utilizacion de iones de zinc que se encuentran en los
sitios activos de estas enzimas, y que por su mecanismo de accion
se denominan MBLs del inglés mefallo-beta-lactamases (15).

Estos dos grandes grupos, se dividen en 4 dases diferentes
de B-lactamasas (A, B, Cy D) segin la dasificacion de Ambler (16).
Esta clasificacion se basa en la homologia o similitud de las secuen-
cias de aminodcidos, donde las enzimas de los grupos A, Cy D son
B-lactamasas que presentan una serina catalitica, mientras que las
del grupo B utilizan iones metdlicos para realizar la catdlisis (17).
Sin embargo, la clasificacion de las B-lactamasas mds utilizada en
el diagnostico de infecciones es la de Bush-Jacoby-Medeiros (18).
El uso popular en medicina clinica de esta clasificacion se debe a los
criterios utilizados en la misma para identificar cada proteina: Pri-
mero, las B-lactamasas se agrupan dependiendo de que agente es
el que produce su inhibicion (dcido etilendiaminotetraacético, el
dcido clavuldnico, etc.) y, en segundo lugar, se agrupan de acuerdo
con su capacidad y eficacia a la hora de hidrolizar distintos com-
puestos B-lactdmicos (19).

La diversificacion de las B-lactamasas es un evento re-
ciente que surge como un mecanismo de defensa bacteriano ante
la alta presion terapéutica ejercida por el uso popular de los
B-lactdmicos sintéticos o semi-sintéticos en diversos sectores como
la medicina, la ganaderia, la cosmética o la agricultura. Sin
embargo, se han encontrado genes de resistencia en sedimentos de
permafrost con mds de 30,000 afios (20) y se estima el origen de

las B-lactamasas en mds de 2000 millones de aiios (21).

En 2018 se habian descrito mds de 2.770 B-lactamasas.
Alo largo de los dltimos 20 afios, desde el afio 2000 hasta 2018, el
nomero de nuevas B-lactamasas identificadas ha aumentado un
500% con respecto a las que se habian caracterizado en el periodo
anterior desde el descubrimiento de la penicilina en 1929 (22). En
todos estos estudios se destaca que las B-lactamasas son el principal
mecanismo de resistencia que presentan las bacterias frente a los
antibidticos 3-lactdmicos.

En relacion con este tema, cabe resaltar que, en Europa,
el coste total debido al aumento de la resistencia a los antibidticos,
en términos de hospitalizacion y pérdida de produccion laboral, se
estima en 1,500 millones de euros cada afio (23). Ademds, la OMS
publico en 2019 un informe realizado por la Interagency coordina-
tion group en el que se estima que para 2030, los costes debido a
|a resistencia microbiana podrian llevar a 24 millones de personas
a la pobreza extrema en el mundo. Por ofro lado, la resistencia a
antibidticos no produce solamente un problema econémico, sino
que la OMS resalta que en 2019 hubo 700.000 muertes debido a
enfermedades infecciosas resistentes y estima que para 2050 la re-
sistencia microbiana a antibidticos provocard 10 millones de muertes
cada afio (24). Por ende, se hace incuestionable la necesidad de es-
tudiar estas proteinas para poder luchar contra ellas y asi disminuir
este coste sanitario y econémico. Mds adn, cuando se conoce que la
aparicion de resistencia a un nuevo antibidtico ocurre a los 3 afios
de su aprobacion por los organismos reguladores (25). Siendo esta
una de las principales razones por las que la industria farmacéutica
solamente consiguio sacar al mercado 12 nuevos antibidticos en el
periodo comprendido entre 1999 y 2014 (26).

Una de las posibles soluciones planteadas ante esta
situacion de emergencia ha sido la reestructuracion y limitacion del
uso de estos fdrmacos para intentar frenar el aumento de
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resistencias, sin embargo, se ha demostrado que aunque se reduzca
el ndmero de prescripciones de antibidticos, no se consigue reducir
la resistencia, sino que en algunos casos incluso se puede aumentar,
como fue el aumento de bacterias nosocomiales super resistentes,
debido a su uso necesario en un lugares muy concretos y de manera
continuada (27). Por lo tanto, parece necesario comprender las ca-
racteristicas biologicas de las B-lactamasas, desde el origen de su
promiscuidad hasta su alta capacidad para evolucionar ante el
estrés, para poder prever que tipo de mutaciones sufrirdn los genes
de resistencia ante el uso continuo de un farmaco o ante los nuevos
farmacos que pudieran salir al mercado (28).

En este sentido, el grupo del profesor Barry G. Hall ha
descrito un modelo de evolucion dirigida de profeinas que mimetiza
la evolucion natural en el laboratorio utilizando como objeto de es-
tudio el gen TEM-1 que codifica para una B-lactamasa que hidroliza
penicilinas y algunas cefalosporinas (29). Una de las conclusiones
de este estudio resaltaba que a la hora de predecir futuras muta-
ciones de un linaje uno de los métodos mds efectivos es mimetizar
la evolucion natural mediante una evolucion in vitro de proteinas
ancestrales reconstruidas.

La reconstruccion ancestral de proteinas (Ancestral Se-
quence Reconstruction, o ASR), es una técnica basada en la obten-
cion de proteinas del pasado utilizando una combinacion de
herramientas filogenéticas y de biologia molecular. Su uso principal
es poder estudiar en el laboratorio la evolucion natural de una fo-
milia de proteinas y deducir su futuro linaje a través del andlisis y
deteccion de los cambios estructurales que ha tenido que sufrir un
gen para dar lugar a sus homélogos actuales (30). El estudio y ca-
racterizacion de estas proteinas ha permitido, por ejemplo, com-
prender caracteristicas como la relacion existente entre la secuencia
de aminodcidos de una proteina y su posible funcidn, asi como des-
ifrar posibles caracteristicas proteicas (estabilidad a altas tempe-
raturas, promiscuidad, etc.) inferidas por el estrés medioambiental
de hace millones de aios (31).

El proceso de obtencion de una proteina ancestral consta
de una serie de pasos:

a) Hacer un alineamiento de mltiples B-lactamasas actuales ho-
mologas a partir de las cuales quiera inferirse su secuencia ancestral.
Estas secuencias se obtienen de bases de datos como UniProt o NCBI;
b) Estimar la filogenia de estas secuencias mediante algin método
de inferencia estadistico como la mdxima parsimonia, la mdxima
verosimilitud o la inferencia bayesiana (MP, ML e IB, respectiva-
mente); ¢) generar la secuencia mds probable para cada nodo del
drbol filogenético; d) Producir y expresar la proteina codificada por
la secuencia ancestral seleccionada (31). Todos los pasos desde el
“a)" hasta el “c)” precisan el uso de distintas herramientas compu-
tacionales. Actualmente, existen diversos programas gratuitos con
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los que poder realizar todo el proceso de reconstruccion ancestral
de proteinas de manera eficaz (32).

Esta técnica cientifica ya se ha utilizado para el estudio y
la mejora de proteinas actuales. Se pueden encontrar diversos ejem-
plos como puede ser la utilizacion de la reconstruccion ancestral de
la proteina ancestral de factor VIII de coagulacion, para producir
una proteina con mds estabilidad, menos inmunogénica y con una
mejora de la actividad funcional (33); o la obtencion, mediante ASR
de mutantes de la enzima RUBISCO mucho mds eficientes a la hora
de fijar el CO, (34).

Con el fin de profundizar en el conocimiento de la accion
y el origen de actividad hidrolitica de las B-lactamasas de clase A
(atendiendo a la nomenclatura de Ambler) en este trabajo hemos
caracterizado el perfil de resistencia de 4 B-lactamasas de especiro
extendido y de un ancestro comdn reconstruido por ASR frente a 8
antibicticos B-lactdmicos de uso clinico.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos
A partir de bacterias E. coli JM109 (end A1 gln V44 thi-1 rel A1 gyr
A96 rec AlmerB*A(/ac- pro AB)e14- [F'tra D36 pro AB* lacl® lac
ZAM15] hsd R17(rK'mK™*), cedidas por la Dra. Maria Isabel Marti-
nez Jiménez ((BMSO); y E. coli DH5E (F-80d/ac ZAM15 A(/ac
IYA-arg F) U169 end A1 rec A1 hsd R17(r m+) deo R thi-1 pho A

sup E44 \- gyr A96 rel A1 gal'; ThermoFisher Scientific) se obtu-
vieron células electrocompetentes utilizando un protocolo estanda-
rizado (35). El vector pACSE3 fue cedido por el Dr. Barry Hall (36).
Los compuestos Aztreonam (ATM), Cefotaxima (CTX), Cefepima
(FEP), Cefuroxima (CXM), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO) e
Imipenem (IMP) se obtuvieron de la empresa MedChemExpress.

El medio de cultivo en polvo LB, ampicilina (AMP), tetra-
ciclina (TET), glicerol y el isopropil-B-D-1- tiogalactopirandsido
(IPTG) se consiguieron a través de la empresa AppliChem. La solu-
cion stock de cada uno de los antibidticos se realizo utilizando 0.1M
de tampon NaPO, a pH 7.0 y se almacend a -80°C en estas concen-
traciones: AMP CTXy CXM a 128 g/L; TETa 15 g/L; FEP e IMP a 8
g/L; ATM, CAZy CRO a 4 g/L. Las enzimas de restriccion Sacly Bsp
HI, la DNA polimerasa Phusion® High-Fidelity (HF), la ligasa T4
y la enzima fosfatasa alcalina (CIP proveniente del inglés “ Calf in-
testine phosphate”) se adquirieron de la empresa New England Bio-
labs. EI SYBR® Green Il fluorescent dye, el medio de cultivo en
polvo Miiler-Hinton y los oligonucledtidos utilizados se compraron
a la casa comercial -Aldrich. Los kits de purificacion de ADN (Nu-
deoSpin ™ Geland PCR Clean-up Kit) y de aislamiento de pldsmido
se consiguieron a través de la empresa Macherey-Nagel.
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2.2 Obtencion y seleccion de secuencias de B-lactamasas
ancestrales
2.2.1 Seleccion de secuencias de B-lactamasas actuales

Para este trabajo, se decidid estudiar la actividad hidroli-
tica de 4 enzimas actuales [caracterizadas por ser B-lactamasas de
especiro extendido (ESBLs del inglés extended expectrum B-lacta-
mases) y carbapenemasas]. En concreto se escogieron cuatro B- lac-
tamasas, que de acuerdo con la clasificacion de Ambler son: Una
B-lactamasa de clase A capaz de hidrolizar el antibiotico B-lacta-
mdmico carbapenem, denominada “ SME-1" proveniente de Serratia
marcescens S6 (37); Una ESBL de clase A denominada “KLUG-1" 6
“imiA" proveniente de Kluyvera georgiana (38); Una carbapene-
masa de clase A denominada “BKC-1" que procede de Klebsiella
pneumoniae (39); Y otra ESBL de dase A capaz de hidrolizar car-
bapenem denominada “KPC-1" proveniente de una cepa resistente,
Klebsiella pneumoniae 1534 (40).

2.2.2 Obtencion de secuencias ancestrales

Para la seleccion de las secuencias ancestrales que han
sido sintetizadas en el proyecto se contd con la colaboracion del Dr.
Barry G. Hall (Bellingham Research Institute), experto a nivel mun-
dial en el estudio de la evolucion experimental de B-lactamasas.
Estas secuencias se obtuvieron a partir de 2 alineamientos: Uno
construido a partir de las secuencias peptidicas de 48 3-lactamasas
actuales utilizadas previamente en el trabajo realizado por Risso et
al.en 2014 en combinacion con las secuencias de las 4 enzimas nom-
bradas en el apartado anterior, y otro alineamiento construido a
partir de 16 secuencias de B-lactamasas de clase A e incluyendo las
4 proteinas actuales escogidas para el estudio, que pueden tener
capacidad de hidrolizar carbapenémicos. Cabe destacar, que este
segundo alineamiento se realizé para obtener un modelo mds con-
creto de la filogenia de las B-lactamasas de clase Ay su evolucion
hacia la resistencia hacia antibidticos carbapenémicos. La herra-
mienta informdtica utilizada para alinear las secuencias fue el pro-
grama gratuito Guidance 2.

A partir de este alineamiento, se estimd la filogenia de estas
secuencias mediante el método de mdxima verosimilitud ML utilizando
el programa informatico gratuito MEGA. Finalmente, la obtencion de
las secuencias de ADN y proteinas mds probables correspondientes a
cada uno de los nodos del drbol filogenético se obtuvieron mediante
la herramienta informdtica disefiada por el Dr. Barry G. Hall deno-
minada ExtAnceSeqProt.

Tras obtener las secuencias ancestrales, el Dr. Barry G. Hall
selecciond aquellas situadas en los nodos que correspondian a los an-
cestros mds comunes recientes (MRCA de sus siglas en inglés). En el
caso de la filogenia construida con las 48 secuencias provenientes del
trabajo de Risso et al., se seleccionaron los MRCAs de las Betaproteo-
baderia, Alphaproteobacteria, Proteobaderia (gram negativas): nodos

§

®

75,92y 90, respectivamente. En el caso de la filogenia obtenida uti-
lizando el conjunto de 16 B-lactamasasde clase A, se selecciond el
nodo perteneciente al MRCA mds antiguo: nodo 26. (Anexo ML-phylo).
Finalmente, se selecciond un MRCA de B-lactamasas pertenecientes
a bacterias gram negativas denominado GNCA (del inglés Gram ne-
gative Common Ancestor) que habia sido caracterizado anteriormente
(21) para ser utilizado como control.
2.2.3 Sintesis de secuencias ancestrales y actuales

Las secuencias pertenecientes a los nodos 75, 90, 92 y 26
(denominadas Anc 75, Anc 90, Anc 92 y Anc 26, respectivamente), asi
como la secuencia ancestral GNCA y la secuencia del gen actual BKC-
1 se obtuvieron mediante sintesis quimica (Eurofins Genomics) los
genes actuales KLUG-1 (imi A), KPC-1 y SME-1 se obtuvieron me-
diante amplificacion por PCR a partir de muestras obtenidas del ADN
bacteriano correspondiente. Este material genético se extrajo mediante
el método fenol/cloroformo (35) a partir de las bacterias Kluyvera ge-
orgianay Serratia marcescens S6, cedidas por el Dr. Patrice Nordmann,
y Klebsiella pneumoniae, cedida por la Dra. Ana Cristina Galesa.

2.3 Clonaije de las secuencias ancestrales y actuales en el
vector pACSE3

Todos los genes codificantes de 3-lactamasas utilizados en
este trabaijo se clonaron dentro del vector pACSE3 (Figura 2).

Tanto los genes obtenidos por sintesis quimica, como el ADN
purificado de las bacterias Kluyvera georgiana, Klebsiella pneumoniae
y Serratia marcescens S6 se amplificaron por PCR utilizando parejas
de iniciadores especificos (Tabla A1). durante esta amplificacion, se
introdujeron por mutagénesis dirigida las dianas de las enzimas de
restriccion Sacly Bsp HI en los extremos 5’y 3', respectivamente, de
los genes de interés. Los amplicones obtenidos se purificaron con el
kit NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up y se digirieron utilizando las
enzimas de restriccion Sacly Bsp HI durante 1 h a 37 °C para obtener
el ADN utilizado como inserto. Todo el producto de digestion se cargd
en un gel de agarosa (1% p/v), y tras eleciroforesis se aisld del gel
mediante el kit. Por otro lado, el vector pACSE3 purificado mediante
el kit NucleoSpin™ Plasmid Miniprep, se digirié utilizando las mismas
enzimas de restriccion en presencia de CIP para eliminar los fosfatos
de los extremos 5'de las cadenas de ADN.

Una vez realizada la digestion tanto el vector como los como
insertos se purificaron y se ligaron (utilizando una relacion molar
entre el vector y el inserfo de 1:7) con ligasa T4 durante 1h a 25 °C.
Tras la ligacion, se procedio a la purificacion utilizando el kit corres-
pondiente.

Finalmente, 2 L del producto purificado de la ligacion se
transformaron en 50jL de bacterias £. Coli DH5E electrocompetentes
utilizando un electroporador Gene Pulser® Il Electroporation System
siguiendo las indicaciones del fabricante. Este proceso se realizo con
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cada una de las construcciones de inferés, obteniendo asi 9 transfor-
mantes diferentes que contenian en su inferior el pldsmido con el gen
de interés. Estas bacterias se multiplicaron y una alicuota de cada una
de ellas se conservaron a -80 °C en presencia glicerol al 20% para su
posterior uso. Asimismo, se comprobd mediante secuenciacion la co-
rrecta estructura de cada una de las construcciones.

2.4 Puesta a punto del método para medir la funciona-
lidad de las B-lactamasas seleccionadas
Para medir la actividad de las B-lactamasas estudiadas
en este frabajo, se decidio utilizar el método de la minima concen-
tracion inhibitoria (MICs del inglés Minimal inhibitory concentra-
tions), utilizado histéricamente para la deteccion de resistencia de
una bacteria ante un antibidtico (41). Se utilizd una placa de 96 po-
cillos (M-96, 8 filas por 12 columnas) como soporte para medir la
resistencia de cada uno de las B-lactamasa los 8 antibicticos utili-
zados en este estudio: ampicilina,aztreonam, cefotaxima, ceftazi-
dima, ceftriaxona, cefepima, cefuroxima e imipenem. Se afiadieron,
en cada una de las 8 filas de la placa, diferentes concentraciones de
cada compuesto. Desde la columna 12 a la columna 2, la concen-
tracion de antibidtico en cada uno de los pocillos fue la mitad de la
del pocillo anterior. De este modo, el segundo pocillo de cada fila
contendrd la minima concentracion de antibidtico y el Gltimo la ma-
xima concentracion de antibidtico. El primer pocillo de cada fila se
mantuvo libre de antibidtico y se utilizd como control negativo del
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efecto inhibitorio de estos compuestos. Las concentraciones de anti-
bidtico utilizadas en cada placa se indican en la seccion correspon-
diente de Resultados. Después de incubar la placa durante 20 horas
a 30 °C, se midieron la densidad 6ptica (0.D.) de cada uno de los
pocillos utilizando un espedrofotometro lector de placas FLUOstar®
Omega (BMG labtech) a una longitud de onda de 600 nm.

3. RESULTADOS

3.1. Puesta a punto del método para el andlisis de las
secuencias ancestrales
El objetivo de este trabajo es medir y comparar la activi-
dad enzimdtica de varias B-lactamasas frente a un grupo de anti-
bidticos. Asimismo, se decidié medir la concentracion minima de
antibidtico que era capaz de inhibir el crecimiento de cultivos de E.
coli que expresaban los genes recombinantes de 3-lactamasas. De
modo que en una Unica placa M-96 se analiza el efecto B-lactdmico
de una GOnica enzima frente a 8 antibidticos diferentes. Para ello, se
crece un cultivo de bacterias transformadas con pldsmidos que por-
taban el gen de interés en 10 mL medio Miller-Hinton (M-H) du-
rante toda la noche a 37 °C en presencia de 0.1 mM IPTG y 10
Mg/mL de TET. Esta incubacion se realiza en tubos de 15 mL y ce-
rrados para limitar la aireacion del cultivo. Al dia siguiente, se diluye
el cultivo para que contenga una concentracion de 5x10° unidades
formadoras de colonia (CFU) por mL. Se afiaden 200 L de esta
disolucion en cada uno de los pocillos de una placa M-96 y 500 L en
8 tubos eppendorf. En cada tubo eppendorf se diluye cada uno de

Hindlll 5

P15A origin R ol wn,

Open reading frame
B Origin of replication
B Regulatory sequence

Selectable marker
W Unique restriction site

BamHI 351

.__~ _/Bsle 1533
Bglll 1694

S
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\\\:‘Apal 1766

N S——Stul 1805

<) }Ndel 1816
.8 Notl 1822
Pstl 1833
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Sacl 1883

Bell 2350
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Figura 2: Plasmido pACSE3 utilizado para el clonaje de los genes utilizados en este estudio. Se muestra muestra el sitio de policlonaje con las dianas de restriccion
utilizadas (Bsp Hl'y Sacl), el gen de resistencia Tet (en naranja) y la region lac (en verde).
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Tabla 1: Resumen de las concentraciones utilizadas en el trabajo junto con los criterios de sensibilidad y resistencia establecidos.
Filal A"ttiil?(i)ééiéo Médxima Minima Limite de
B-lactdmico) Abreviacion concentracion’ concentracion® sensibilidad*
A (i ANP 8192 19534105 <8 >3
B (mfﬂieuoc?gn'?ico) ATM 1024 780x10% <1>4
C Ceftazidima A7 2048 6 1410° .y
(cefalosporina) 1 <
D e ) (RO 512 12,2105 <12
E (i (T 512 1224105 <152
F (cgftatlfll:)rs(:)xglr?:u) CXM 8192 6.1x10° <8 >8
G (cefc(fltfs%imnu) FEP 64 24,4x10° <1 >4
H (e IMP 512 12,2105 <78

1Se indica la fila que corresponde a cada fila de la placa M-96.

2v3Indica la concentracion mdxima (2) y minima (3) en pig/mL de inhibidor utilizada en cada caso
4Se indican (en g/mL) las concentraciones de antibiético por debajo de la cual (izquierda) o por encima de la cual (derecha) se considera que una poblacion de E. coli

es sensible o resistente, respectivamente, a un antibiético.

los antibiticos utilizados en el estudio. La concentracion de cada
antibidtico en el tubo es igual al doble de la concentracion maxima
utilizada en el ensayo (Tablas A2-A8). En el pocillo duodécimo de
cada fila de la placa M-96 se aiiaden 200 L del tubo eppendorf
que contiene el antibidtico correspondiente (Tabla 1). A partir del
0ltimo poillo de cada fila de la M96 se realizaron diluciones seria-
das afiadiendo a cada pocillo 200 L del pocillo anterior hasta el
segundo pocillo de cada fila. De este modo, el primer pocillo de cada
fila se utiliza como control positivo de crecimiento bacteriano en
ausencia de antibiotico. Se incuba la placa M-96 a 30 °C con airea-
cion durante 20-22h. y transcurrido este periodo, se mide la absor-
bancia de cada pocillo a una longitud de onda de 600 nm para
determinar el crecimiento bacteriano.

De acuerdo con el Dr. Barry Hall y la literatura consultada
(36, 37) se establecieron, para cada proteina recombinante, las con-
centraciones maxima y minima de cada uno de los antibidticos uti-
lizados para medir la actividad hidrolitica (Tabla 1). Ademas, se
establecieron las concentraciones de farmaco a partir de las cuales
se considera que E. colies sensible o resistente al efecto antibitico
(Tabla 1).

Para hallar las concentraciones maxima y minima utilizadas,
inicialmente se realizd un experimento en el que se usaron las mismas
concentraciones de antibidtico en cada una de las placas correspon-
diente a cada 3-lactamasa. A partir de estos datos, se pudieron ajustar
las concentraciones adecuadas de cada antibidtico para calcular de
manera fiable, a cada B-lactamasas, los valores de inhibicion de cre-
cimiento. Las concentraciones finales de cada farmaco utilizadas en
cada caso se indican en el Anexo (Tablas A2-A8).

3.2. Comprobacion del sistema biolégico escogido para
analizar las B-lactamasas ancestrales
Para comprobar la resistencia de un gen ancestral ya
caracterizado, se ha decidido medir los valores de M/Cs del gen
reconstruido GNCA frente a los 8 antibidticos utilizados en este
ensayo. Estos valores nos dan informacion de la actividad de este
gen expresado a partir del vector que se utiliza en nuestro estudio
(el pACSE3), confirmando que el vector es viable y permite la
funcionalidad de B-lactamasas ancestrales. Asimismo, se calculan
las MICs de bacterias E. Coli DH5E que carecen del pldsmido pACES3,
como control para verificar que las bacterias utilizadas no presentan
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Tabla 2: Concentraciones inhibitorias y letales de los distintos anti-
bidticos a E. coli, GNCA, Anc 26, Anc 75, Anc 90 y Anc 92

1 E. coli, Anc 75,

s Anc90y Anc92 GNCA Anc 26

Antibitico | MLC | MIC | MLC | MIC MLC MIC

AMP 1 05 32 16 32 8
ATM 0,0313 [ 00156 | 05 0,25 256 128
(AZ 0125 00625 | 05 0,125 32 16
(RO 0125 [ 00313 | 64 8 16 4
(X 0,0625 | 00313 | 64 8 4 2
XM 0,5 0,25 512 256 4 2
FEP 0,0313 | 0,0313 2 0,25 2 1
IMP 0,0625 | 0,0313 | 0,125 | 0,0625 | 00625 | 0,0313

"los valores MIC y MLC se muestran en g/mL

utilizados y en el caso de que la presenten, establecer esos valores
como base.

Los resultados obtenidos demuestran en nuestro sistema,
que el gen GNCA se expresa como una profeina que presenta resis-
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tencia a los antibidticos AMP, CAZ, CRO y CTX, tal como se observo
anteriormente (Risso, Gavira et al. 2013). Ademds, las bacterias E.
colino transformadas son susceptibles a todos los compuestos utili-
zados en este trabajo, por lo tanto, la resistencia a los antibidticos
se debe especificamente a las B-lactamasas recombinantes expre-
sadas por el pldsmido pACSE3 (Tabla 2). Estos datos demuestran
que nuestro sistema es efectivo para poder determinar la actividad
hidrolitica de distintas 3-lactamasas.

3.3. Obtencion de MIC y MLC de cada gen

A partir de los datos obtenidos se obtiene los valores de
MICs de cada una de las B-lactamasas estudiadas frente a cada uno
de los antibidticos utilizados. Se determind también de manera se-
parada el valor de la minima concentracion letal de antibidtico (MLC
del inglés “ minimal lethal concentration”) ya que es un error fre-
cuente considerar los valores de MICy MLCequivalentes, cuando en
realidad el valor de M/Ccorresponde a la concentracion de antibio-
tico que inhibe el crecimiento bacteriano y que no tiene por qué
coincidir con el valor MLC Los valores MICy MLC de cada uno de
las B-lactamasas utilizadas, asi como el control de E. coli no trans-
formada y controles aparecen en las tablas 2 y 3.

Los resultados muestran que las cuatro B-lactamasas uti-
lizadas en este estudio presentan distintos grados de resistencia a
los antibicticos analizados, mientras que, de las B- lactamasas an-
cestrales observados en este estudio, solo el producto de expresion
de Anc26 muestra resistencia a todos los antibidticos utilizados excepto
frente a IMP. mientras que el resto no resultaron activas.

Tabla 3: Concentraciones inhibitorias y letales de los distintos antibiéticos frente a las [3-lactamasas actuales

BKC-1 KLUG-T KPC-1 SME-1
Antibistico MLC M MLC MIC MLC MIC MLC MIC
AMP 512 64 8192 2048 128 16 3 8
ATM 2 0.0313 4 05 2 025 256 128
(AZ 1 0.25 0.25 0.125 0.25 0125 3 16
(RO 16 05 128 3 1 8 16 4
(X 4 0125 64 16 0125 8 4 2
XM 128 4 2048 512 16 256 4 2
FEP 05 0.0625 3 2 0.0625 0,25 2 1

IMP 05 0.25 0125 0.0313 1 0,0625 0,0625 0,0313

Los valores MIC y MLC se muestran en ig/mL
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3.4. Obtencion del mejor generalista y el mejor especia-
lista

Para tener una mejor comprension de los resultados, se
decidio analizar que enzima presenta resistencia a mayor nimero
de antibiéticos (mds generalista) y cual es el mds resistente a cada
uno de los B-lactdmicos (mds especialista). Para este andlisis se cal-
cla el logaritmo en base 2 de los valores MLC obtenidos en cada
caso (Tabla 4). De este modo se obtiene un valor arbitrario adimen-
sional que sirve para comparar facilmente la actividad de los dis-
tintos genes estudiados en este trabajo (Tabla 5).

En relacion a las B-lactamasas actuales, los resultados de-
muestran que KLUG-1 es la B-lactamasa mds generalista de las
examinadas en este trabajo, ademds, presenta los valores de resis-
tencia mds altos frente a 5 de los 8 antibidticos estudiados (AMP,
(RO, CTX, CXM y FEP), mientras que SME-1 es la que presenta los
valores mds altos de resistencia frente a ATM e IMP. siendo la Gnica
enzima de las seleccionadas que presenta resistencia a este carba-
penem. Finalmente, el producto del gen Anc 26 presenta el mayor
nivel de resistencia frente a ceftazidima de todas las B-lactamasas
estudiadas y se comporta como un generalista intermedio.

4. DISCUSION

En este frabajo se han obtenido diferentes secuencias pro-
teicas de [B-lactamasas ancestrales para analizar su actividad y pos-
teriormente compararlas con secuencias actuales. Como se establecia
en la introduccion, estas enzimas son de vital interés, debido a los
estragos sanitarios que producen y pueden producir en el futuro. Es
por ello, que en este trabajo se caracteriz las diferentes actividades

Tabla 4: Resumen de los valores de MLC obtenidos’

hidroliticas que presentan las B-lactamasas estudiadas y sirve para
validar la metodologia de reconstruccion de proteinas ancestrales.

La clasificacion de las enzimas estudiadas segin el indice
de actividad establecido en este trabajo es KLUG-1 > SME-1> Anc
26 > BKC-1 > KPC-1. Sin embargo, aunque KLUG-1 es la B-lac-
tamasas que presenta los valores mds altos de resistencia frente al
mayor nimero de antibidticos, es el producto génico ancestral Anc
26 el mds generalista al mostrar resistencia a mayor ndmero de an-
tibigticos (Tabla 5), siendo sensible Gnicamente a imipenem, un an-
tibidtico altamente resistente a la accion de las B-lactamasas (42).
Aunque es cierto que los antibioticos utilizados en este estudio son
sintéticos o semi-sintéticos, se considera que los genes ancestrales
codifican profeinas mds generalistas que pueden evolucionar
mediante seleccion convirtiéndose en genes especialistas (43, 44).

Esta idea se sustenta adn mds cuando existen ciertos
estudios que demuestran que las B-lactamasas evolucionaron
directamente de las PBPs (enzimas contra las que actban los
B-lactdmicos (45).

Se observa en los resultados que el producto génico de
Anc 26, es el mds resistente frente a ceftazidima (CAZ). Esta
cefalosporina se caracteriza por ser un antibidtico estratégico,
debido a que no se utiliza a gran escala en el dmbito hospitalario.
Es posible que este hecho haya impedido que las B-lactamasas
actuales analizadas en este estudio no hayan estado suficientemente
expuestas a este antibiotico para adquirir una resistencia mayor que
la de la secuencia ancestral. Por el contario, la resistencia mostrada
por Anc26 a este compuesto se deberia a su promiscuidad inherente.
En un estudio en el que se evoluciond in vitro la ESBL CTX-M9 (46),

Limite de

Antibioticos sensibilidad BKC-1 KLUG-1  KPC-1 SME-1 Anc26
AMP <8,>8 512 8192 128 4096 32
ATM <1,>4 2 4 2 1024 256
(AZ <1,>4 1 0,25 0,25 4 32
(RO =1,>2 16 128 1 4 16
ax =<1,>2 4 64 0,125 1 4
XM <§,>8 128 2048 16 64 4
FEP <1,>4 0.5 32 0,0625 0,125 2
IMP =2,>8 0.5 0,25 1 128 0,0625

" Los valores MLC se muestran en ig/mL. Se indica en color rojo los valores que estdn por encima del limite de sensibilidad (resistentes), en negro los valores que estdn
en el limite de sensibilidad y en azul los valores que estdn por debajo del limite de sensibilidad (sensibles).

Reconstruccion ancestral de una B-Iactamasa y comparativa
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Tabla 5: valores de los Logaritmos obtenidos a partir de los datos de MLC mostrados en la Tabla '

Antibiéticos BKC-1 KLUG-1
AMP 9 13
ATM 1 2
(AZ 0 -2
(RO 4 7
(X 2 6
(XM 7 11
FEP -1 5
IMP -1 2
indice de adividad? 2,6 5
indice generalista® 5 6

KPC-1 SME-1 Anc 26
7 12 5
1 10 8
-2 2 5
0 2 4
3 0 2
4 6 2
-4 -3 ]
0 I 4

04 45 29
3 6 7

1Se indica en color rojo los valores que corresponden con MLCs que estdn por encima del limite de sensibilidad (resistentes), en negro los valores que se corresponden
con los MLCs que estdn en el limite de sensibilidad y en azul los valores que se corresponden con los MLCs que estdn por debajo del limite de sensibilidad (sensibles).

Se remarca en amarillo el valor mds alio de resistencia para cada antibidtico.
2l indice de actividad es el promedio de los valores de logaritmo obtenidos.

3 El indice generalista sefiala el nimero de antibiéticos frente a los cuales la 3-lactamasa correspondiente muesira resistencia

una B-lactamasa filogenéticamente muy cercana a KLUG-1, se
obtuvieron diferentes mutantes seleccionando contra CAZ tras varias
rondas de seleccion. En dicho estudio, la variante que mds resistencia
mostr6 frente a CAZ (MIC = 128 pg/mL, con respecto a MIC
1g/mL mostrado por la proteina parental), presenta 5 sustitu-
ciones con respecto a CTX-M9: P167S, A109T, G146R, T227A, Q254P
(variante A6B1C1). La proteina derivada de Anc 26 presenta 3 de
estos cambios (T180, A198 y P221 correspondientes a los cambios
AT09T, T227A, Q254P que aparecen en A6B1C1), ademds de con-
tener una sustitucion conservativa (K117 en la posicion correspon-
diente G146R que aparece en A6B1C1). El resto de las proteinas
actuales (BKC-1, KLUG-1, KPC-1y SME-1) solamente presentan una
0 dos de estas mutaciones. La presencia de estos cambios en la es-
tructura de Anc 26 podria ser responsable de la mayor resistencia
frente CALZ. Este hecho refuerza el poder predictivo que pueden tener
las proteinas ancestrales a la hora de mostrar residuos que pudieran
ser deferminantes de resistencia a un antibitico.

En este estudio hemos obtenido distintas secuencias an-
cestrales que representaran diferentes nodos del drbol filogenético
perteneciente a la historia evolutiva de las B-lactamasas. Sin em-
bargo, solamente una de ellas (Anc 26) ha resultado ser funcional.
Una caracteristica que presenta la B-lactamasa Anc 26 es un ex-
tremo N-terminal unos 10 aminodcidos mds largo que el resto de
las proteinas ancestrales inferidas en este estudio.

Ancestral reconstruction of a [3 -lactamase and comparison with
its extant proteins

Las B-lactamasas se caracterizan por tener una region
muy variable en este extremoterminal (47), que es imprescindible
para que la enzima sea exportada al espacio peripldsmico donde
realizan su funcion (48), lo que dificulta el alineamientode ~ se-
cuencia, la obtencion de una filogenia fiable y por lo tanto la  in-
ferencia de la secuencia ancestral correspondiente.

Estos problemas se traducen en la obtencion de proteinas
truncadas o directamente mal plegadas y podrian ser la causa de
la falta de actividad de las proteinas obtenidas a partir de Anc 75,
Anc 90 y Anc 92. En este trabajo se ha obtenido una secuencia an-
cestral funcional para poder comparar su actividad con la de sus
homdlogos actuales bajo las mismas condiciones experimentales.
Los resultados obtenidos estdn en concordancia con los resultados
previamente publicados que demuestran la relevancia de la recon-
struccion de proteinas ancestrales para caracterizar y entender el
comportamiento de sus homdlogos actuales (21, 49).

Un objetivo adicional de este trabajo es establecer un
punto de partida para la realizacion de experimentos de evolucion
dirigida de proteinas en paralelo tanto de las 3-lactamasas ances-
trales como de las actuales. Este tipo de estudios podrian propor-
cionar una gran informacion sobre la evolucion natural de las
B-lactamasas que nos podria permitir anticipar y predecir el tipo
mutaciones de resistencia antes de su aparicion.
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5. CONCLUSION

Los dafos presentados demuestran que la proteina
obtenida a partir de la secuencia ancestral reconstruida Anc 26 es
activa y muestra resistencia a varios antibioticos. Esta secuencia
muestra niveles de resistencia frente a CAZ mayores que cualquiera
de las B-lactamasas actuales estudiadas. Los datos obtenidos con-
firman que las proteinas ancestrales son mds generalistas que las
profeinas actuales, esta estrategia podria servir como un punto de
partida prometedor para la obtencion de proteinas de interés biotec-
noldgico, ya que la promiscuidad es una de las principales carac-
teristicas a la hora de producir nuevas proteinas mediante evolucion
in vitro de proteinas (50).
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ANEXO0

Anexo ML-phylo

(16) Bacteroides-gi29349915-CFB

19 (12) Escherichia-gi301017556-entero

(13) Yersinia-gi134044832-Entero

(14) Vibrio-gi156977582-gammaprot

(15) Aliivibrio-gi59711706-gammaprot

7 (2) Sme-1 carbapenem hydrolysing beta-lactamase Serratia marcescens
(3) imiA

(4) KPC-1 Klebsiella pneumoniae

(25)

(28)

(6) Burkholderia-gi221209528-betaprot
(7) Burkholderia-gi170737715-alphaprot
(8) Burkholderia-gi167839554-betaprot
———1(1) BKC-1 (plasmid) Klebsiella pneumoniae
(9) Nitrobacter-gi75674549-alphaprot
[w]E( 10) Rhizobium -gi209548458-alphaprot

(29) (11) Chelativorans-gi110634564-alphaprot

27)

Anexo ML-phylo

Bacillusgi29633064 Tfirm
Bacillusgi 11068302firm
Bacillusgi308173179firm
Bacillusgi228921220firm
Bacillusgi30262502fim
Bacillus gi228952751firm
BacillusgiZ29179484firm
Clostridiumgi153955520firm
Clostridiumgi226947940firm
Staphylococcusgi257794502firm
Staphylococcusgi27468526frm

'—Nomuomasgizevssmnm

plomycesgi345003830actino
Streptomycesgi 326655095actino
Streptomycesgi345012931actino
My gi15609205actino

200958323acting

KPC1 Klebsiella pneumoniae
:Smul ydrolysing Serrati
KLUG1AANT3274.1 P KLUG1 Kluy
B iagi 16783955
iagi 170737715
B iagi1342941

QRO pep

Rhizobiumgi116251120alphaprot

wdesgi FB
Bacteroidesgi20349915CFB
Bacteroidesgi53712542CFB
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Tabla A1: Primers utilizados en el clonaje

Nombre del
primer
Sme-1_Fw
Sme-1_rv
ancestral75_Fw
ancestral75_rv
ancestral90_Fw
ancestral90_rv
ancestral92_Fw
ancestral92 rv
KPC-1_Fw
KPC-1_rv
BKC-1_Fw
BKC-1_1v
KLUG-1_Fw
KLUG-1_rv
ancestral26_Fw
ancestral26_rv
GNCA_Fw
GNCA_1v

Secuencia de primers Genes
amplificados
Caatttcacacaggaaacagatcatgagtaacaaagtaaattttaaaac! SME-1
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttaatcaattgectgaattge
caatttcacacaggaaacagatcatgagtatccagceactttegtgtgge ANC 75
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttattaaaacgctgegge
caatttcacacaggaaacagatcatgagtatccagcattttcgegtage ANC 90
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttattaaaacgcagecgegac
caafttcacacaggaaacagatcatgagtattcagcactttcgcgtage ANC 92
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttattaaaacgeggetaccace
caatttcacacaggaaacagatcatgagtctgtaccgtegtetggtec KPC-1
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttattattggecattgactcecag
caatttcacacaggaaacagatcatgacgatcacattttcgegeeg BKC-1
gicaacgtaaaactagtacttctcgagetcttattatcaggecteggegge
caatttcacacaggaaacagatcatgatgagacatcgegttaage KLUG-1
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttactaattaccgtcagtgacgattttc
caatttcacacaggaaacagatcatgagtattcagcactttcgcgtage ANC 26
acgtaaaactagtacttctcgagctcttattacatctccatgacgatgeg
caatttcacacaggaaacagatcatgagtattcagcactttcgtgtggc GNCA

cgtaaaactagtacttctcgagcetcttattagaacgettcgaccaccaag

Tablas A2-A8: Concentraciones utilizadas de cada antibidtico en
cada uno de los pocillos de la placa M-96

Concentraciones! de antibidtico para el gen SME-1

AMP 0
ATM
CAZ
CRO
CTX
CXM
FEP

IMP

(==} )] el < N ol [ =) )

8

2
0,0313
0,0313
0,0156
0,25
0,0020
0,5

16

4
0,0625
0,0625
0,0313
0,5
0,0039
1

32 64 128 256 512 1024 2048 4096 8192
8 16 32 64 128 256 | 512 1024 2048
0,125 | 0,25 0,5 1 2 4 8 16 3
0,125 | 0,25 0.5 1 2 4 8 16 3
0,0625 0,125 | 0,25 0.5 1 2 4 8 16

1 2 4 8 16 32 64 128 | 256
0,0078 | 0,0156 | 0,0313 | 0,0625 | 0,125 | 0,25 | 0,5 1 2

2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512

Concentraciones! de antibiotico para el gen KLUG-1

AMP | 0
ATM 0
CAZ
CRO
CTX
CXM
FEP
IMP

o|C|o|C|o|e

8
0,0156
0,0020
0.5
0.25

8
0.0625
0,0078

16
0,0313
0,0039
1

0.5

16
0,125
0,0156

32 64 128 256 512 1024 | 2048 | 4096 | 8192
0,0625 | 0,125 | 0,25 0,5 | 2 4 8 16
0,0078 | 0,0156  0,0312 0,0625 | 0,125 1 0,25 | 0.5 1 2

2 + 8 16 32 64 128 | 256 | 512
1 2 4 8 16 32 64 128 | 256
32 64 128 256 512 1024 ' 2048 4096 | 8192
0,25 0,5 1 2 -4 8 16 32 64

0,0313 | 0,0625 | 0,125 | 0,25 0,5 1 2 4 8
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AMP 0 |05 | 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512
ATM 0 | 0,0078  0,0156 | 0,0313 | 0,0625 | 0,1250 0,2500 | 0,5 1 2 -4 8
CAZ 0 | 0,0010 0,0020 | 0,0039 0,0078 | 0,0156 0,0313 0,0625 0,125 025 05 1
CRO 0 | 0,0039 | 0,0078 | 0,0156 | 0,0313  0,0625 0,125 0,25 0.5 | 2 4
CTX [0 0,0010 0,0020 | 0.0039 | 0,0078 | 0,0156  0,0313 | 0,0625 0,125 0,25 1 05 1
CXM |0 |0,0625 (0,125 0,25 0.5 1 2 4 8 16 32 64
FEP | 0 | 0,0020 | 0,0039 | 0,0078 | 0,0156  0,0313  0,0625 0,125 025 |05 |1 2
IMP | 0 | 0,0078 | 0,0156 | 0,0313 | 0,0625 | 0,125 | 0,25 0.5 1 2 4 8
Concentraciones' de antibidtico para el gen BKC-1
AMP 0 2 4 8 16 32 64 128 256 | 512 1024 | 2048
ATM | 0 | 0,0078 10,0156 | 0,0313 | 0,0625 0,125 0,25 0.5 1 4 8
CAZ 0 |0,0039  0,0078 | 0,0156 | 0,0313 0,0625 0,125 025 |05 |1 2 4
CRO |0 | 0.0625  0.125 0,25 0.5 1 2 4 8 16 | 32 64
CTX 0 |0,0156 0,0313 00625 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16
CXM 0 |05 | 2 - 8 16 32 64 128 | 256 | 512
FEP |0 |0,0020 0,0039 | 0,0078  0,0156 0,0313 0,0625 0,125 025 05 1 2
IMP |0 |0,0078  0,0156 |0,0313 0,0625 0,125 | 0,25 0.5 1 2 - 8
Concentraciones' de antibiotico para el gen ANC 26
AMP 0 0,25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 | 128 256
ATM 0 | 0,25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 | 128 256
CAZ 0 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 |64 | 128
CRO 0 10,0625 0,125 0,25 0.5 1 2 4 8 16 |32 |64
CTX 0 |0,0156 @ 0,0313 0,0625 |0,125 |025 |05 1 2 4 8 16
CXM 0 | 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 |64 | 128
FEP 0 | 0,0078 @ 0,0156 0,0313 | 0,0625 | 0,125 0,25 | 0,5 1 2 - 8
IMP 0 00078 | 0,0156 0,0313 | 0,0625 0,125 10,25 |05 1 2 4 8
Concentraciones' de antibiético para los genes Anc 70, anc 90, 92 y para E. coli
AMP 0  0,0020 | 0,0039  0,0078 | 0,0156 0,0313 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2
ATM 00,0001 | 0,0002 0,0005  0,0010 0,0020 0,0039 0,0078 0,0156 0,0313 0,0625 0,125
CAZ 0 0,0002 0,0005 0,0010 0,0020 0,0039  0,0078 0,0156  0,0313  0,0625 0,125 | 0,25
CRO 00,0002 | 0,0005 | 0,0010 0,0020 0,0039 0,0078 0,0156 0,0313 | 0,0625 0,125 | 0,25
CTX 0  0,0002 | 0,0005 | 0,0010  0,0020 0,0039  0,0078 0,0156 0,0313 | 0,0625 0,125 | 0,25
CXM 0 0,0020  0,0039  0,0078 0,0156 0,0313  0,0625 0,125 | 0,25 0,5 | 2
FEP 0 0,0078 | 0,0156 0,0313 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8
IMP 00,0001  0,0002 0,0005 0,0010 0,0020 0,0039 0,0078  0,0156 0,0313 0,0625 0,125
Concentraciones' de antibidtico para el gen GNCA
AMP |0 |2 4 8 16 32 64 128 256 512 | 1024 | 2048
ATM |0 | 0,0156 | 0,0313 | 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16
CAZ 0 | 0,0020 0,0039 @ 0,0078 00156 0,0313 0,0625 0,125 025 05 1 2
CRO 0 05 1 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512
Crx | |1 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512 | 1024
CXM 0 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096 8192
FEP 0 | 0,0156 | 0,03125 | 0,0625 | 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16
IMP |0 | 0,0010 | 0,0020 @ 0,0039 0,0078 0,0156 0,0313 00625 0,125 0,25 0,5 1
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REVISION

RESUMEN

Se trata de un trabajo bibliogrdfico que pretende obtener una “Mirada Farmacéutica” de la obra de Garcia Mdr-
quez. En el mismo se relacionan plantas medicinales o derivados, algunos medicamentos y aspectos farmacéuticos,
con las referencias literarias que aparecen en una muestra representativa de las novelas del autor, entre las que
se incluyen Cien afios de soledad y amor en los Tiempos del c6lera.

Estas novelas trascurren en lugares imaginarios o reales de Colombia en los siglos XIX y primera mitad del XX.
De forma mayoritaria se han encontrado remedios vegetales y en menor medida de origen quimico y animal.
Para cada uno de ellos se han realizado observaciones e interpretaciones medicamentosas, sociales e histéricas,
que ponen en valor la farmacia y las plantas medicinales, que el autor ha usado como recursos para construir las
novelas, con independencia de que fengan una base cientifica o no. Para ello se acompaiian con las literarias
textuales. Como conclusion, destacamos la forma magistral con la que Garcia usa estos recursos y recomendamos
sus lecturas o relecturas, teniendo en cuenta también al mismo tiempo se puede hacer desde un punto de vista
farmacéutico.

ABSTRACT

It is a bibliographic work that aims to obtain a "Pharmaceutical Look" at the work of Garcia Mdrquez. It relates
medicinal or associated plants, some medicinal and pharmaceutical aspects, with literary works that appear in a
representative sample of the author's novels, including One Hundred Years of Solitude and Love in the Times of
Cholera.

These novels take place in imaginary or real places in Colombia in the 19th century and the first half of the 20th.
Plant remedies and fo a lesser extent chemical and animal remedies have been found. For each of them, obser-
vations and interpretations medical, social and histérical, have been made that value the pharmacy and medicinal
plants, which the author has used as resources fo build the novels, regardless of whether they have a scientific
basis or not. For this they are accompanied by textual literary texts. In conclusion, we highlight the masterful
way in which Garcia uses these resources and we recommend their reading or re-reading, also taking into account
that at the same time it can be done from a pharmaceutical point of view.
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1. INTRODUCCION

A medida que se van leyendo las novelas Cien arios de so-
ledad o Amor en los tiempos del célera, van apareciendo numerosas
referencias botdnicas en forma de nombre comunes de plantas, a
menudo muy acompaiiadas de la prosa poética del autor. En estas
dos novelas se recogen mds de 170 referencias botdnicas: plantas
con interés alimenticio, usadas en jardineria, aromdticas, que for-
man parte del paisaje, medicinales, etc. (1). A lo largo de su bio-
grafia, hemos encontrado algunas relaciones explicitas entre Garcia
Mdrquez y el mundo de la Botdnica. En su nifiez, en el colegio de
jesuitas de Barranquilla, el narrador hizo “sin pestafiear” unos di-
bujos de botdnica que le habia encargado el hermano Reyes (2).
De joven, en su retiro en Sucre para curarse de una pulmonia, re-
(ibio un cajon de libros, entre los que se encontraba El origen de
las especies, que él mismo calific6 como “regalo indescifrable” (2).
Ya en 1981 nos encontramos un articulo con verdades poéticas titu-
lado Como sufrimos las flores (3).

Algo similar ocurre con la medicina, cuando narra cuadros
clinicos de envenenamiento, prolapsos de matriz, hemorragias di-
gestivas, autopsias, cataratas, etc. Por tanto, no es de extrafiar que
algunos investigadores realicen estudios que resaltan la implicacion
del campo de la medicina en la narrativa de Garcia Mdrquez (4,5).
En estos trabajos subyace el objetivo comiin de ser ejemplos de como
se puede usar la literatura en la educacion cientifica. Hay personas
se preguntardn si son Gtiles este tipo de andlisis en estudios cienti-
fico-técnicos. Como respuesta diremos que en un fercio de las facul-
tades de medicina de Estados Unidos se cuenta con la posibilidad
de estudiar literatura relacionada con la profesion, dado que la fic-
cion o la realidad literarias narran y ofrecen una vision diferente y
complementaria a lo que se ha aprendido en el dmbito académico
(6). En este sentido, Esteva de Sagrera (7) escribe en La Farmacia
en el Quijote lo siguiente: uno de los colegas del médico britdnico
Thomas Sydenham -1624-1689- le preguntd qué libro deberian leer
los estudiantes de medicina y Sydenham contesto que leyesen el
Quijote, un texto admirablemente escrito y con un gran conocimiento
de los seres humanos y de su flaquezas, padecimientos y dolencias.
Esta metodologia de aprendizaje fomenta el interés del alumno.
En consonancia con el argumento recién expuesto, tenemos que
puntualizar que los estudios de Farmacia en Espafia no han perdido
adn su cardcter “renacentista”, adnan conocimientos de muchas
dreas, por lo que lo dicho aqui, puede ser bienvenido.

Teniendo en cuenta estos antecedentes hemos considerado
la oportunidad de realizar este articulo, escrito de forma no lineal,
para contribuir a que el farmacéutico recverde o descubra a través

Pharmacy and medicinal plants in the literature:
m case of Garcia Marquez
Francisco José Gonzalez Minero y Luis Bravo Diaz

. ANAlESI

RANF

de varias novelas de Garcia Mdrquez: plantas de cardcter medicinal
-ya sea por alusion directa de las mismas o por sus derivados tera-
péuticos-, productos de sintesis quimica y aspectos farmacéuticos de
indole general, todo ello escrito en una prosa cautivadora y en un
marco cultural y geogrdfico privilegiados, como es el caribe natal
del autor colombiano.

Como se discutird a lo largo del trabajo, no se persigue
hacer un mero compendio de remedios con base cientifica -que
puede ser que no exista o no haga falta siquiera-, mds bien se pre-
tende conseguir una “Mirada Farmacéutica” de la obra de Garcia
Mdrquez y su realismo mdgico, llena de metdforas, ironias, situa-
ciones alucinantes y divertidas, entre otros mensaies.

La eleccion de Garcia Mdrquez para este trabajo no ha
sido aleatoria. Distintos autores de realismo mdgico muestran in-
terés por la naturaleza, como el caso de Alejo Carpentier, en £/ siglo
de las luces (8) describe en una pequeiia “clase de botdnica” cémo
es una ceiba -Ceiba pentandra- considerada por los negros como
“la madre de todos los drboles” (p.146-147). La profusion de plan-
tas que aparece en las novelas de Garcia Mdrquez, supera con
mucho a lo que podemos encontrar, por poner un ejemplo, en obras
de Vargas Llosa, asi mismo premio Nobel. Este dltimo autor, en La
civdad y los perros (9), La Guerra del fin del Mundo (10) o El suefio
del celta (11) nos transporta de manera magistral al lugar fisico y
geogrdfico de los acontecimientos que narra, pero de una forma
general. De esta manera, en La Civdad. . . los personajes contem-
plan cada dia un paisaje en apariencia desértico y estdn sometidos
a esa lluvia imperceptible y plimbea como es la garda de Lima, en
La Guerra. .. nos habla de la Caatinga brasileia como una region
drida en la que domina el matorral espinoso y plantas suculentas y
en El Sveiio. . ., nos sumerge en una exuberante vegetacion y clima
agobiantes del Congo belga y de la Amazonia para explicarnos la
extraccion del caucho, pero en ninguno de los tres casos se detiene
en alusiones concretas de plantas.

2. MATERIALES Y METODOS

Se han leido novelas emblemdticas de Gabriel Garcia Mdr-
quez y se ha sefialado segun aparece en la narracion: aquello re-
lacionado con las plantas con una posible accidn (terapéutica, téxica,
venenosa o con un efecto fisiolégico observable), con la farmacia y
con ofros medicamentos de origen quimico. Sobre estas anotaciones
se realizan las consideraciones oportunas y se acompanan de citas
textuales de las novelas.

Las obras escogidas son: Cien arios de soledad (12), Amor
en los tiempos del célera (13), El coronel no tiene quien le escriba
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(14), El otorio del patriarca (15), Crénica de una muerte anunciada
(16) y El general en su laberinto (17). En la mayoria de estas no-
velas no aparecen datos histdricos ni referencias geogrdficas con-
crefas, pero de su lectura se desprende que transcurren en el Caribe
Colombiano durante el siglo XIX y primera mitad del XX. El criterio
para seleccionar estas novelas ha sido obtener una muestra repre-
sentativa del autor, basada en su relacion de novelas mds vendidas
y leidas (18,19). Hemos incluido, permitannos la licencia”, la novela
El general en su laberinto, que en su dia cred grandes disputas entre
historiadores colombianos y venezolanos, llegando a decirse que
esta obra habia sido escrita de una forma que satisficiera a Fidel
Castro [20)

3. RESULTADOS

3.1 Consideraciones biogrdficas sobre Garcia Marquez

En una entrevista periodistica realizada a Garcia Mdrquez
en 1996, el escritor dice: “no hay una sola linea en mis libros que
no surja de un hecho verdadero que conoci o que me contaron, o
que he vivido” (21), por ello hemos recurrido a su novela autobio-
grdfica Vivir para contarla (2) para poner en contexto los resultados
que aqui se recogen, y extraerle el mayor jugo posible.

Debemos tener ante todo en cuenta que el autor escribe
novelas, no tratados cientificos, y en muchos casos, la narracion
puede tener primeras y segundas derivadas, que son descubiertas
y discutidas por hermeneutas fildlogos, politicos e historiadores.
Nosotros intentaremos realizar algunas interpretaciones, sabiendo
que las narraciones estdn construidas bajo la clave de la corriente
del realismo mdgico: donde la realidad y la ficcion se compaginan
de forma natural y se recurre a metdforas y a cargas de ironia -en
este punto recomendamos la lectura de aceptacion del Premio Nobel
en 1982, todo un alegato sobre la identidad de América Latina, no
exento de un espiritu reivindicativo en contra de la injusticia social
(22). A continuacion, se reproduce el siguiente pdrrafo de dicho dis-
(urso:

“No obstante, los progresos de la navegacion que han re-
ducido tantas distancias entre nuestras Américas y Europa, parecen
haber aumentado en cambio nuestra distancia cultural. éPor qué la
originalidad que se nos admite sin reservas en la literatura se nos
niega con toda dase de suspicacias en nuestras tentativas tan dificiles
de cambio social? éPor qué pensar que la justicia social que los eu-
ropeos de avanzada fratan de imponer en sus paises no puede ser
también un objetivo latinoamericano con métodos distintos en con-
diciones diferentes? No: la violencia y el dolor desmesurados de
nuestra historia son el resultado de injusticias seculares y amarguras

sin cuento, y no una confabulacion urdida a tres mil leguas de nues-
tra casa. Pero muchos dirigentes y pensadores europeos lo han cre-
ido, con el infantilismo de los abuelos que olvidaron las locuras
fructiferas de su juventud, como si no fuera posible otro destino que
vivir a merced de los dos grandes duefios del mundo. Este es, ami-
gos, el tamaiio de nuestra soledad”.

El autor naci6 en Aracataca -Colombia- en 1927. Alli pasa
su infancia con sus abuelos, asistidos por dos indios guajiros en una
casa, “de bahareque y techos de palma amarga, con una salita am-
plia y bien iluminada, un comedor en forma de terraza con flores
de colores alegres, dos dormitorios, un patio con un castafio gigan-
tesco, un huerto bien plantado...” (2) (p. 41).

Garcia Mdrquez era hijo de Gabriel Eligio, natural Carta-
gena de Indias que se ganaba la vida con el oficio de telegrafista,
después de dejar sus estudios de medicina y farmacia por falta de
recursos -durante el siglo XIX y primera mitad del XX, los estudios
de farmacia en Colombia estaban ligados - estaban ligados a los
de medicina a los de medicina los dos o tres de los primeros afios-
(23). Alo largo de su vida instal6 cinco farmacias. Asi cuenta el na-
rrador en su autobiografia (2) una de sus experiencias directas con
la farmacia:

“La Gnica prueba que me faltaba era viajar solo con mi
papd, y la tuve completa cuando me llevo a Barranquilla para que
lo ayudara a instalar la farmacia. .." (p.142).

El padre mds tarde obtuvo el titulo de médico homedpata,
con la advertencia de que no podia “tomar parte de operaciones
quirdrgicas ni tampoco se le permite ninguna actividad en el ejercicio
de la alopatia” (5). Este método curativo aparece varias veces en
Gien. . .: "El doctor Alirio Noguera habia llegado a Macondo pocos
afos antes con un botiquin de globulitos sin sabor y una divisa mé-
dica que no convencié a nadie: Un Clavo saca ofro clavo” (p.195-
196). De esta forma el autor pretende transmitirnos su falta de
creencia en esta manera de curar, que también puede deducirse del
siguiente pdrrafo autobiogrdfico (2):

“Papd flotaba en un aire de buen humor, con el consulto-
rio repleto y la farmacia bien surtida, sobre todo los domingos en
que llegaban los pacientes de los montes vecinos. No sé si supo
nunca que aquella afluencia obedecia en efecto a su fama de buen
curador, aunque la gente del campo no se la atribuia a las virtudes
homeopaticas de sus globulitos de azicar y sus aguas prodigiosas,
sino a sus buenas artes de brujo” (Pdg.179).

Después de la muerte de sus abuelos la vida del escritor
pasa por Barranquilla, Bogotd -donde comienza a trabajar de pe-
riodista-, Paris, Espafia, Ciudad de Méjico. . .). Se casé con Mercedes
Barcha, /a Jirafa, la hija de un boticario de Sucre amigo de su padre,
a la que se refiere asi en Gien. . .
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“Sélo tuve que recorrer dos cuadras para llegar hasta la
estrecha botica de polvorientas vidrieras con pomos de loza marca-
dos en latin, donde una muchacha con la sigilosa belleza de una
serpiente del Nilo le despachd el medicamento” (p.507), “y casi
siempre entre los pomos de loza y el aire de valeriana de la Onica
botica que quedaba en Macondo, donde vivia Mercedes, la sigilosa
novia de Gabriel” (p. 542).

A toda esta trascendencia familiar, habria que sumar las
vivencias del autor en la farmacia Barbosa, dado que a partir de
sus conversaciones con el farmacéutico se gestaria parte de sus lineas
maestras que recorren toda su literatura. En esa farmacia se veian
a escondidas sus padres durante el noviazgo (24).

El narrador también mantuvo durante toda su vida estre-
chas relaciones con toda clase de médicos y contaba en su circulo de
amistades con expertos ginecologos, psiquiatras, médicos generales,
forenses. . ., a los que atosigaba con foda clase de preguntas de in-
dole médico (5). Una de las relaciones mds destacables fue con Da-
nilo Bartulin, médico personal de Salvador Allende, quien redactd
de forma integra la autopsia que le hicieron a Santiago Nasar en
(rénica. .. (p.87-89). Nuestro autor apenas alter6 la redaccion,
tanto introdujo detalles para mejorar la calidad literaria, como que
la realizé el cura del pueblo con la ayuda del boticario que tomé
las notas y un estudiante de medicina de primer afio que estaba alli
de vacaciones, entre otras cosas hallaron en el contenido del lodazal
gdstrico “una medalla de oro de la Virgen del Carmen que la victima
se habia tragado a la edad de cuatro afios” (p.88).

Garcia Mdrquez estd impregnado de vivencias familiares
farmacéuticas y médicas y tiene la costumbre de documentarse hasta
el extremo antes de escribir sus novelas, de modo que, aunque po-
siblemente no sea su Gltima pretension, es un hecho de que parte
de los remedios farmacéuticos que emplea tienen una base cientifica
0 empirica que vamos a comentar en algunos casos. Segin Dasso
Saldivar, biografo de Gabo, refiere en £l viaje a la semilla, que alld
por la década de los 60, mientras Cien aiios de soledad empezaba
a tomar forma, la mesa de trabajo del escritor estaba repleta de
«manuales de medicina casera, cronicas sobre las pestes medievales,
manuales de venenos y antidotos” (5). EI mismo narrador refiere
en su autobiografia (2) lo siguiente: “en tiempos de hambruna lle-
gué a leer desde tratados de cirugia hasta manuales de contabilidad,
sin pensar que habrian de servirme para mis aventuras de escritor”
(p.451).

Esta relacion con el mundo de la medicina se traduce en
la aparicion de un médico como uno de los personaies principales
en Amor. . ., el doctor Juvenal Urbino, que viaja a Paris para for-
marse en la profesion y regresa al Caribe con la sabiduria mds mo-
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derna de la época, dejando atrds praxis médicas desfasadas, y co-
menzando a tratar las enfermedades cientificamente segiin su etio-
logia. El doctor Urbino hace uso de su reputacion para impulsar de
iniciativas civicas, como la construccion de un acueducto para mejorar
de la calidad del agua y otras mejoras de salubridad pablica:

“Su obsesion era el peligroso estado sanitario de la ciu-
dad. Apeld a las instancias mds altas para que cegaran los albaiales
esparioles, que eran un inmenso vivero de ratas, y se construyeran
en su lugar alcantarillas cerradas cuyos desechos no desembocaran
en la ensenada del mercado, como ocurria desde siempre, sino en
algin vertedero distante. Las casas coloniales bien dotadas fenian
letrinas con pozas sépticas, pero las dos terceras partes de la pobla-
cion hacinada en barracas a la orilla de las ciénagas hacia sus ne-
cesidades al aire libre. Las heces se secaban al sol, se convertian en
polvo, y eran respiradas por todos con regocijos de pascua en las
frescas y venturosas brisas de diciembre. El doctor juvenal Urbino
tratd de imponer en el Cabildo un curso obligatorio de capacitacion
para que los pobres aprendieran a construir sus propias lefrinas.
Luchd en vano para que las basuras no se botaran en los manglares,
convertidos desde hacia siglos en estanques de putrefaccion, y para
que se recogieran por lo menos dos veces por semana y se incine-
raran en despoblado” (p. 160).

“Era consciente de la acechanza mortal de las aguas de
beber. La sola idea de construir un acueducto parecia fantdstica,
pues quienes hubieran podido impulsarla disponian de aljibes sub-
terrdneos donde se almacenaban bajo una espesa nata de verdin
las aguas llovidas durante afios. Entre los muebles mds preciados
de la época estaban los tinajeros de madera labrada cuyos filtros
de piedra goteaban dia y noche dentro de las tinajas. . .El agua era
vidriada y fresca en la penumbra de la arcilla cocida, y dejaba un
regusto de floresta. . . Pero el doctor Juvenal Urbino no incurria en
estos engafios de purificacion, pues sabia que a despecho de tantas
precauciones el fondo de las tinajas era un santuario de gusara-
pos...De modo que paso mucho tiempo antes de que aprendiera
que los gusarapos eran en realidad las larvas de los zancudos, pero
lo aprendid para no olvidarlo jamds, porque desde enfonces se dio
cuenta de que no solo ellos sino otros muchos animes malignos po-
dian pasar infactos a través de nuestros candidos filtros de piedra”

(p.161).

3.2 Enfermedades de la época
Si nuestro obijetivo principal es obtener una “Mirada Farmacéutica”
en una muestra representativa de la narrativa de Garcia Mdrquez,
parece oportuno desarrollar unos breves apuntes sobre las enfer-
medades mds comunes de la época, al menos las que nombra el
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autor. Para ello hay que tener en cuenta que Colombia es conocido
como el pais de la megadiversidad y posee un clima tropical muy
matizado por sus diferentes altitudes (1), algo que condiciona la
expansion de las epidemias y prevalencia de enfermedades. Un
ejemplo muy claro es el paludismo, que existe en todavia en algunas
zonas rurales de Colombia, pero afecta a poca poblacion, dado que
la mayoria de la gente vive a mds de 1500 metros de altura -donde
el riesgo de transmision de la enfermedad es menor- y ademds exis-
ten tratamientos combinados -higiene pdblica, menor indice de vul-
nerabilidad y medicamentos- (25), estos Gltimos ya recomendados
por Celestino Mutis, cuando en 1785 recomendaba “quina a puiia-
dos” (26).

En siglos anteriores, la region se vio afectada por la vi-
ruela, bocio, focos de fiebre amarilla, malaria y lepra, siendo con-
tenidas mds o menos las dos primeras por fendmenos de
inmunizacion o autoinmunizacion (25). Pasando a la época que nos
ocupa -siglo XIX y primera mitad del siglo XX-, el autor nombra la
lepra, la filariasis drabe, el célera y la gonorrea.

La lepra -Mycobacterium leprae- es una enfermedad aso-
ciada a condiciones de pobreza, hambre y guerras, en el caso de
Colombia se llegd a decir que el pais era la primera “potencia mun-
dial de leprosos” (27), caso que no pasa inadvertido para el narra-
dor y hace referencia al lazareto de Cartagena de Indias y a la
vivencia siguiente:

“El embajador Palmerston, uno de los Gltimos diplomdti-
cos que le presentd las cartas credenciales. . . contaba en sus me-
morias prohibidas. ..nadie me dio razon de nada en alcabalas y
oficinas y tuve que valerme de los leprosos y los paraliticos que ya
habian invadido las primeras habitaciones privadas” (£/ ofoiio. . .,
p.99-100).

La elefantiasis drabe o potra es una hernia de escroto cau-
sada por una filaria (Wuchereria brancofti) transmitida por mos-
quitos que viven en aguas estancadas y no tratadas. Entonces no
tenian tratamiento farmacoldgico, aunque se usaron decocciones de
orquideas y aceite de copaiba (Copaifera officinalis) sin éxito, “si
bien los potrosos soportaban esta enfermedad no sélo sin pudor
sino inclusive con cierta insolencia patridtica” (28). De £l otorio. . .,
recogemos el siguiente pdrrafo:

“y él alegaba muerto de risa que si Dios es tan macho
como usted dice digale que me saque este cucarron que me zumba
en el oido, le decia, se desabotonaba los nueve botones de la bra-
gueta y le mostraba la potra descomunal, digale que me desinfle
esta criatura, le decia, pero el nuncio lo pastoreaba con un largo
estoicismo” (p.26).

En 1849 y 1850 hubo en Cartagena de Indias una epide-

mia de colera - Vibrio cholerae- en la que murié una cuarta parte
de la poblacion. La enfermedad se contraia consumiendo agua o
alimentos contaminados por las heces de las personas que tienen
este mal. Recordemos que no habia ni antibidticos ni vacunas y la
unica forma de tratamiento era la cuarentena (29), que en Amor...,
no es una cuarentena sino un sitio que se anunciaba con banderas
amarillas en los barcos y un cafionazo cada cuarto de hora:

“Desde que se proclamd el bando del colera, en el alcdzar
de la guarnicion local se dispard un cafionazo cada cuarto de hora,
de dia y de noche, de acuerdo con la supersticion civica de que la
polvora purificaba el ambiente. El clera fue mucho mds encarni-
zado con la poblacion negra, por ser la mds numerosa y pobre, pero
en realidad no tuvo miramientos de colores ni linajes. Ceso de
pronto como habia empezado, y nunca se conocid el nimero de sus
estragos, no porque fuera imposible establecerlo, sino porque una
de nuestras virtudes mds usuales era el pudor de las desgracias pro-
pias” (p.164-165).

La gonorrea o blenorragia - Neisseria gonorrhoeae- es
una enfermedad que aparece de forma recurrente en las novelas
estudiadas, y serd descrita en la parte final de este trabajo.

3.3 Remedios de origen vegetal

Con el propdsito de hacer mds asimilable los contenidos
que aparecen en este trabajo, pasamos a comentar las plantas use-
das - demds remedios- reunidas en grupos temdticos en funcion de
su naturaleza. Al final del texto aparece una tabla con el nombre
cientifico de las plantas nombradas.

En El oforio. . . aparece el siguiente pdrrafo:

“y cultivando plantas de botica para las emergencias de
los vecinos que la despertaban a medianoche con que tengo un es-
pasmo de vientre, sefiora, y ella les daba a masticar semillas de
mastuerzo, que al ahijado tiene el ojo torcido, y ella le daba un ver-
mifugo de epazote, que me voy a morir, sefiora, ero no se morian
porque ella tenia la salud en la mano” (p.166).

El autor emplea el mastuerzo, con accion de tonico esto-
macal segin Font-Quer (30), el epazote o paico, un vermifugo muy
potente (31). Parece indicar que a los mastuerzos -necios y zafios-
los trata con semillas de la planta con el mismo nombre, y al ojo
torcido -posiblemente se refriere a zurumbatico o persona lela o
pasmada- les aplica un purgante fuerte. El mismo autor, en su am-
bigiiedad calculada, manifiesta su “confianza” en las plantas me-
dicinales, cuestion que pone en duda en otros sucesos como veremos
mads adelante.

En Cien. .. aparecen remedios vegetales caseros: jarabe
de totumo, agua de bija, pdcimas de paico y aceite de ricino para
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desparasitar, drnica para las hinchazones, aji picante y ruibarbo
para el vicio de comer tierra -geofagia-, gotas de acénito para la
peste del insomnio, cataplasma de mostaza para burlar la fertilidad.
Algunos de estos remedios se han usado por sus propiedades reco-
nocidas (30). En el caso del ruibarbo el autor nos deja con la duda,
y el empleo de la mostaza y aconito, es una mera invencion.

“Estos nifios andan como zurumbdticos -decia Ursula-.
Deben tener lombrices.» Les prepard una repugnante pocima de
paico machacado, que ambos bebieron con imprevisto estoicismo, y
se sentaron al mismo tiempo en sus bacinillas once veces en un solo
dia, y expulsaron unos pardsitos rosados que mostraron a todos con
gran jobilo” (p.115).

“Su padre le dio con el revés de la mano un violento golpe
en la boca que le hizo saltar la sangre y las ldgrimas. Esa noche
Pilar Ternera le puso compresas de drnica en la hinchazon” (p.114).
Una manera mediante la cual nos recuerda lo importante que es el
respeto materno, inconcebible en la actualidad.

“Echaban hiel de vaca en el patio y untaban aji picante
en las paredes, creyendo derrotar con esos métodos su vicio perni-
cioso, pero ella dio tales muestras de astucia e ingenio para procu-
rarse la tierra, que Ursula se vio forzada a emplear recursos mds
drdsticos. Ponia jugo de naranja con ruibarbo en una cazuela que
dejaba al sereno toda la noche, y le daba la pocima al dia siguiente
en ayunas”. Aunque nadie le habia dicho que aquél era el remedio
especifico para el vicio de comer tierra, pensaba que cualquier sus-
tancia amarga en el estomago vacio fenia que hacer reaccionar al
higado. .. Rebeca era tan rebelde y tan fuerte a pesar de su raqui-
tismo, que tenian que barbearla como a un becerro para que tro-
gara la medicina. Cuando Ursula lo supo, complementé el
tratamiento con correazos. No se establecid nunca si lo que surtio
efecto fue el ruibarbo a las tollinas, o las dos cosas combinadas,
pero la verdad es que en pocas semanas Rebeca empezo a dar
muestras de restablecimiento” (p.131-132).

Como se ha referido, el autor nos deja en la indefinicion
o muestra una ambigiiedad calculada, puesto que en la su autobio-
grafia (2) cuenta como un médico de la compaiiia bananera le dio
una pocima de ruibarbo para una amigdalitis que le provocd una
crisis de vomitos (p.93).

Otro aspecto que trata el narrador es la anticoncepcion.
En Gien. .., la pitonisa Pilar Ternera tiene algunos remedios como
la mostaza, un condimento muy de olor fuerte y usado en todo el
mundo y especialmente en Francia, pero sin el efecto que se le atri-
buye, por lo que puede ser que el autor las use como un recurso que
le recuerda a su etapa en dicho pais, como también recordaria el
olor a coliflores hervidas y castaiias asadas (Amor.. ., p.139):
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“Pilar Ternera. .. Le ensefio ademds como prevenir la concepcion
indeseable mediante la vaporizacion de cataplasmas de mostaza,
y le dio recetas de bebedizos que en casos de percances hacian ex-
pulsar «hasta los remordimientos de conciencia” (p.410).

Una discusion mds extensa tiene el episodio sobre la peste
del insomnio. “Habian contraido, en efecto, la enfermedad del in-
somnio. Lo mds temible de la enfermedad no era la imposibilidad
de dormir, pues el cuerpo no sentia cansancio alguno, sino su in-
exorable evolucion hacia una manifestacion mds critica: el olvido...,
hasta hundirse en una idiotez sin pasado.... Al principio nadie se
alarmd... Cuando José Arcadio Buendia se dio cuenta de que la peste
habia invadida el pueblo, reunié a los jefes de familia para expli-
carles lo que sabia sobre la enfermedad del insomnio, y se acorda-
ron medidas para impedir que el flagelo se propagara a otras
poblaciones... Todos los forasteros que por aquel tiempo... que re-
corrian las calles de Macondo tenian que hacer sonar su campanita
para que los enfermos supieran que estaba sano. No se les permitia
comer ni beber nada durante su estancia, pues no habia duda de
que la enfermedad slo sé transmitia por la boca, y todas las cosas
de comer y de beber estaban contaminadas de insomnio. En esa
forma se mantuvo la peste circunscrita al perimetro de la poblacion.
Ursula, que habia aprendido de su madre el valor medicinal de las
plantas, prepard e hizo beber a todos un brebaje de aconito, pero
no consiguieran dormir, sino que estuvieron todo el dia sofiando
despiertos...” Pero el visitante -el gitano Melquiades- advirti6 su
falsedad. Entonces comprendi6. Abrié la maleta atiborrada de ob-
jetos indescifrables, y de entre ellos sacé un maletin con muchos
frascos. Le dio a beber a José Arcadio Buendia una sustancia de
color apacible, y la luz se hizo en su memoria. Los ojos se le hume-
decieron de llanto”

Este largo extracto sobre la peste del insomnio, que acon-
sejamos a leer en toda su extension Gien..., (p.133-140), i ofrece
varias derivadas. Por una parte, el narrador nos puede estar ha-
blando de una demencia o un posible Alzheimer, recordemos Garcia
Mdrquez tenia antecedentes familiares de estas patologias (32) -
en Amor... volverd a hablar de ellas cuando Trdnsito Ariza terming
sin recuerdos, con la memoria casi en blanco- (p.249-250)- a las
que Ursula intentd tratar sin éxito con un potente toxico como es el
aconito. El mismo autor recibié una carta de un médico que asegu-
raba haber visto un caso asi, al que respondié como hemos dicho
antes: me lo inventé, fue una “mamada de gallo”. EI mismo Sdn-
chez-Torres relaciona por otra parte la virtud curativa con el color
del agente terapéutico que sacd del maletin, algo poético que la
alopatia no ha tenido en cuenta, pero que no que no hay que des-
preciar (5). Pero mds actualidad cobra, si cabe, este episodio cuando
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se compara con la epidemia causada por el SARS-CoV-2. El New
York Times (33) ha recordado este episodio como la Pandemia de
la Soledad, el que estdn viviendo millones de personas en el mundo
en la actualidad. También se ha realizado de forma altruista un
corfo metraje sobre la peste del insomnio por treinta actores lati-
noamericanos, como signo de dnimo y esperanza en medio de esta
risis sanitaria y econdmica (34).

En este trabajo ya se ha hablado de la presencia un mé-
dico en Amor. .., el doctor Juvenal Urbino, quien, junto a Fermina
Daza y Florentino Ariza, forman un el trio amoroso, eso si el dltimo
personaje debe esperar “cincuenta y tres afios, siete meses y once
dias con sus noches” (p.495), mientras tanto toma, infusiones de
flores de tilo para entretener los nervios” (p. 95-96), y se mantiene
virgen a su manera: “Decian que usaba una pomada de veneno de
vibora que enardecia la silla turca de las mujeres, pero él juraba
no tener recursos distintos de los que Dios le habia dado. Decia
muerto de risa: “Es puro amor” (p.98). El mismo Florentino Ariza,
después de probar todo tipo de remedios para frenar su calvicie,
acude al Portal de los Escribanos -donde mezclan mestizos, criollos,
negros, drabes, indios, aventureros- y en principio, los remedios son
de dudosa eficacia:

“Recurrio por dltimo a cuantas yerbas de indios pregona-
ban en el mercado pablico, y a cuantos especificos mdgicos y pacimas
orientales se vendian en el Portal de los Escribanos” (p.374).

En realidad, parece que Florentino Ariza acude a la des-
esperada para curar algo, que todavia hoy dia tiene un tratamiento
farmacoldgico con éxito relativo. éQuiere decir esto que el autor des-
precia remedios “milagro” o “sin argumento” que sélo usarian las
clases sociales mds pobres? Resulta dificil saberlo. De nuevo, el autor
nos devuelve a su ambigiiedad, dado que en su autobiografia cali-
fica a su padre como “brujo” a la hora de tratar enfermedades. Las
artes de brujo o “ritos de fatalidad” también las cita el autor como
las realizadas en los palenques - refugios de fugitivos y esclavos-:

“El general Montilla le contd que estaban envenenando
a los perros de la calle para impedir la propagacion de la rabia.
Sélo habian logrado capturar a dos de los nifios mordidos en el ba-
rrio de los esclavos. Los otros, como siempre, habian sido escondidos
por sus padres para que murieran bajo sus dioses, o-se los llevaban
a los palenques de cimarrones en los pantanos de Maria- labaja,
adonde no alcanzaba el brazo del gobierno, para tratar de salvarlos
con artes de culebreros” (El general. . ., p.178-179).

En una situacion antonima con el apartado anterior, el
autor nos muestra a un doctor Urbino, “como caro y excluyente, y
su dientela estuvo concentrada en las casas solariegas del barrio de
los Virreyes” (Amor. . ., p.21). Receta tabonucos para la tos, pape-

lillos de quinina para las fiebres fercianas, y otros medicamentos
de origen quimico de los que hablaremos al final del trabajo. Con
el tiempo se va volviendo escéptico y sus actitudes hacia la medicina
fueron cambiando a lo largo de su el tiempo:

Es un “médico excelente, capaz de saber lo que tenia un
enfermo sélo por su aspecto, y cada vez desconfiaba mds de los me-
dicamentos de patente” (p.21), una reclamacion, creemos que no
una sospecha, insertada por el narrador en contra de estos medica-
mentos que son mds caros y no disponibles para toda la poblacion.
“En todo caso -solia decir en clase- la poca medicina que se sabe
s6lo la saben algunos médicos. . . por lo que de sus entusiasmos ju-
veniles habia pasado a una posicion que él mismo definia como un
humanismo fatalista” (p.21). El propio autor cuenta en su autobio-
grafia (2) lo siguiente: “Pues mire usted, comadre -concluy6-. Mé-
dico soy, y aqui me tiene usted, sin saber cudntos de mis enfermos
se han muerto por la voluntad de Dios y cudntos por mis medicinas”
(p.38).

Veamos a continuacion, cémo el narrador se vale de las
reales o supuestas virtudes medicinales de las plantas y ofros me-
dicamentos, para construir el personaje de un médico posiblemente
hipocondriaco, polimedicado y que sigue una dieta estricta para re-
frasar su vejez:

“Se levantaba con los primeros gallos, y a esa hora em-
pezaba a tomar sus medicinas secretas: bromuro de potasio para
levantarse el dnimo, salicilatos para los dolores de los huesos en
tiempo de lluvia, gotas de cornezuelo de centeno para los vahidos,
belladona para el buen dormir. Tomaba algo a cada hora, siempre
a escondidas, porque en su larga vida de médico y maestro fue siem-
pre contrario a recetar paliativos para la vejez: le era mds fdcil so-
portar los dolores ajenos que los propios. En el bolsillo llevaba
siempre una almohadilla de alcanfor que aspiraba a fondo cuando
nadie lo estaba viendo, para quitarse el miedo de tantas medicinas
revueltas” (p.18-19).

“Desayunaba en familia, pero con un régimen personal:
una infusion de flores de ajenjo mayor, para el bienestar del esto-
mago, y una cabeza de ajos cuyos dientes pelaba y se comia uno
por uno masticdndolos a conciencia con una hogaza de pan, para
prevenir los ahogos del corazon” (p.20).

Ademds de construir un personaie, el narrador nos brinda
una metdfora como es la almohadilla de alcanfor, que sirve para
evitar los efectos adversos e interacciones entre tantas medicinas
juntas. También nos habla de una dieta sana y de las exageraciones
u obsesiones que pueden tener algunas personas con este aspecto,
como es el comerse todos los dias una cabeza de ajo. En definitiva,
el doctor Urbino vive mds de ochenta afios, pero no es inmortal a
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pesar de su dieta y automedicacion, acaba muriendo de una forma
“absurda” como es caerse de espaldas de una escalera arrimada a
la copa de un mango cuando infentaba rescatar a un loro doméstico
manglero -al que habia que ponerle supositorios de trementina-
que se habia escapado de la cocina de su casa.

3.4 Especias

Las especias son productos vegetales aromdticos que sirven
como condimento. En Europa se empleaba el azafrdn, laurel, mos-
taza, orégano, fomillo u ofras plantas de diversa procedencia, na-
turalizadas en el mediterrdneo como el pereiil, cilantro, comino,
sésamo, ajo, etc. Sin embargo, estas plantas son insipidas y aportan
menos sabor en comparacion con las especias. Lo que consideramos
como especias se encontraban en el paleotrdpico, en las Islas Molu-
cas, Sri-Lanka, etc. El clavo de olor y la nuez moscada son las dos
especias principales, a las que habria que sumar otra lista no muy
extensa: pimienta, canela, anis estrellado, jengibre... La bisqueda
de estas especias, que llegaban a valer su peso en oro, origind dos
viajes ocednicos, el viaje de Colon y la vuelta al mundo de Mago-
llanes. Hoy dia su cultivo se ha extendido por todos los trapicos.
Estas sustancias, a una determinada dosis, producen un efecto fisio-
|dgico (35). Garcia Marquez describe en Amor... de forma magistral
a este grupo de derivados de las plantas cuando Fermina Daza com-
pra especias y condimentos en el Portal de los Escribanos de Carta-
gena de Indias:

“En la tienda de especias, por el puro placer del olfato,
estrujo hojas de salvia y orégano en las palmas de las manos, y
compré un puiiado de clavos de olor, otro de anis estrellado, y otros
dos de jengibre y de enebro, y salio bafiada en ldgrimas de risa de
tanto estornudar por los vapores de la pimienta de Cayena. En la
botica francesa, mientras compraba jabones de Reuter y agua de
benjui” (p.149-150).

No podemos saber si es una casualidad que Fermina Daza
compre cosas caras como las especias en un lugar que no le “corres-
ponde” por su alcurnia -aunque tenga cardcter de mula- como es
el Portal de los Escribanos, y deje para la farmacia cosas mds su-
perfluas. Es posible que se trate de una contraposicion entre lo “au-
téntico” y rancio en la que la protagonista disfruta de lo “fantdstico”
y cosmopolita, frente a algo mds elegante y distinguido como la bo-
tica francesa.

3.5 Sustancias psicoactivas, tabaco y estupefacientes
Consideraremos aqui como sustancias psicoactivas a las

bases xdnticas: cafeina, teofilina y teobromina. En mayor o menor

medida son estimulantes del sistema nervioso central, estimulantes
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cardiorrespiratorios y diuréticos. Aunque la cafeina se puede extraer
de ofras plantas, la principal fuente es la semilla de café, un arbusto
originario de Abisinia y extendido por todo el tropico. El narrador
nombra con frecuencia el café, a veces en forma de café cerrero:
“llevé al cuarto un termo de café espeso como el petréleo crudo”
(Amor..., p.414). Las contraindicaciones que tiene el abuso de café
las conoce el doctor Urbino quien, en su preocupacion por mantener
la salud, dice que “el café es veneno” (Amor.. ., p.272), tampoco
bebe manzanilla porque dice que “esa vaina sabe a ventana”
(Amor..., p.317) e incluso llega a pensar lo siguiente:

“Pensaba que con un criterio estricto todo medicamento era veneno,
y que el setenta por ciento de los alimentos corrientes apresuraban
la muerte. “En todo caso -solia decir en clase. . .que “muchos me-
dicamentos adelantan la muerte” (Amor..., p.21).

El ¢ es igualmente un arbusto, originario del norte de la
India y del Sur de China. En Europa se introdujo en el siglo XVIIl y
en paises como Inglaterra se popularizé su consumo, pero no asi en
Espaiia y en muchas de sus colonias, esto fue lo que dijo la madre
del doctor Urbino cuando se trataba de imponer esta bebida a la
hora de la merienda:

“Cuando hizo las primeras invitaciones para tomar el 6
a las cinco de la tarde, con galletitas imperiales y confituras de flores,
de acuerdo con una moda reciente en Inglaterra, dofia Blanca se
opuso a que en su casa se bebieran medicinas para sudar la fiebre
en vez del chocolate con queso fundido y ruedas de pan de yuca”
(Amor..., p.297). Suponemos que con esta frase estd reivindicando
lo autoctono americano, el chocolate -cacao y el tubéreulo de yuca
-también llamada mandioca- en contra de algo mds refinado, me-
dicinal, “imperial” y extraniero.

El autor define al cacao, originario de América Central,
como drbol “de grandes hojas persistentes y flores encarnadas y fru-
tos de baya cuyas semillas se usaban como principal ingrediente del
chocolate” (El otorio..., p.170). Veamos, dentro de lo que supone la
técnica del realismo mdgico, como el pdrroco de Macondo, presio-
nado por los feligreses, demuestra la existencia de Dios mediante
el chocolate -derivado del cacao-:

“Un momento -dijo-. Ahora vamos a presenciar una
prueba irrebatible del infinito poder de Dios. El muchacho que habia
ayudado a misa le llevd una taza de chocolate espeso y humeante
que él se tomo sin respirar. Luego se limpid los labios con un pa-
iivelo que sacd de la manga, extendid los brazos y cerrd los ojos.
Entonces el padre Nicanor se elevo doce centimetros sobre el nivel
del suelo” (Cien..., p. 178).

El pdrrafo anterior parece una filmacion a modo de las
que aparecen en los evangelios cristianos. De nuevo se sirve de una
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planta nativa, el jefe espiritual cristiano de la “tribu” ha ascendido
un poco al cielo, s6lo doce centimetros. El responsable es el un vaso
de una bebida que proviene del cacao - Theobroma- que literal-
mente quiere decir alimento de los dioses. Para hacerlo mds vero-
simil, es posible que Garcia Mdrquez introduzca de manera
periodistica la cifra de doce centimetros, que puede no ser aleatoria,
en tanto en cuanto que este nimero posee connotaciones biblicas.

El interés farmacolégico del tabaco hay que encuadrarlo
en razones histdricas, cuando en el siglo XV, el uso del tabaco por
las poblaciones indigenas fue observado por Cristobal Colén y la
planta fue llevada por primera vez a Europa. Entonces se conside-
raba que todas las hierbas tenian propiedades terapéuticas poten-
ciales y esta nueva se uso para tratar un amplio rango de dolencias
-catarro, resfriados y fiebres, como una ayuda a la digestion y en la
prevencion del hambre y la sed; como purgante y narcdtico- (36).
El propio autor era un fumador de hasta seis cajetillas mientras es-
cribia Cien aiios de soledad, en su autobiografia (2) se refiere al to-
baquismo varias veces:

“Por la pulmonia me habian prohibido fumar. . .en Sucre,
mientras trataba de leer sin pausas los libros recibidos, encendia
un cigarrillo con la brasa del otro hasta que ya no podia mds, y
mientras mds trataba de dejarlo mds fumaba” (p.385).

“Una noche cualquiera, durante una cena casual en Bar-
celona, un amigo siquiatra les explicaba a otros que el tabaco era
quizds la adiccion mds dificil de erradicar. Me atrevi a preguntarle
cudl era la razon de fondo, y su respuesta fue de una simplicidad
escalofriante: -Porque dejar de fumar seria para ti como matar a
un ser querido”. (p.386).

y asi se refiere al tabaquismo en sus novelas:

“escribia sin piedad, intoxicado de café cerrero, envene-
nado del tabaco rancio del cigarro que encendia con el cabo del an-
terior” (El ofofio. . ., p.164).

“fumaba sin reposo unos cigarros de carretero que liaba
con papel de estraza, y se los recetaba a sus enfermos contra toda
clase de malentendidos del cuerpo. Los mismos pacientes decian
que nunca los curaba por completo sino que los entretenia con su
yerba florida. El soltaba una risa plebeya” (E/ general. . ., p.220).
La coca, marihuana y burundanga las trataremos como elementos
estupefacientes, que causan placer de distinto fipo y falsas impre-
siones sensoriales o alucinaciones. El narrador emplea la coca bajo
la forma de coqueo, 0 empleo tradicional de los indigenas andinos
que mastican bolas de coca (junto con cenizas alcalinas para liberar
el alcaloide) por su efecto psicomotor, dado que reduce el cansancio
y el hambre: “sentados, sin respirar, rumiando bolas de tabaco,
bolas de coca, medicinas de parsimonia que les permitian sobrevivir

a fanta ignominia” (E/ ofofio. . ., p.204). Una buena forma no sélo
de describir esta prdctica, sino de denunciar la prdctica social iden-
tificada con este sector de la poblacion.

Sin embargo, separa el coqueo del empleo de la mari-
huana y la burundanga, al que circunscribe en un contexto de tu-
gurio o de cantina -menos licito-, donde estas drogas estdn ligadas
al contacto sexual o moroso: “donde te habrds perdido en la pa-
rranda sin término del maranguango y la burundanga” (E/ oforio. ..
, p-85). Queremos recordar que esta Gltima planta es rica en esco-
polamina y a dosis bajas anula la voluntad y la memoria del indi-
viduo (37).

3.6 Toxicos y venenos

Recordemos la famosa frase de Paracelso dosis sola facit
venenum o la dosis hace al veneno. El arsenal médico del siglo XIX
eran sustancias potencialmente toxicas que contenian mercurio,
plomo y arsénico. Uno de los productos muy usados era el Licor de
Fowler -solucion al 1% de dcido arsenioso- que se empleaba como
antipirético contra el paludismo y otras muchas enfermedades (38).

En el 0ltimo viaje de su vida “El Libertador” estaba muy
enfermo y durante el mismo se aplicaron toda clase de remedios,
recibio muchas drogas, pociones, cataplasmas y maniobras. Un re-
sumen de las mismas, extraidos de £/ general..., podria ser: bafios
calientes con hojas de salvia y orégano, infusion de flores de filo
para calmar la tos, colirios de manzanilla para la supuracion del
lagrimal, gotas de belladona -para calmar alucinaciones-, infusion
de amapolas con goma ardbiga -como sedante-, quinina -para una
posible malaria-, pildoras purgantes y lavativas de sen para su es-
trefiimiento habitual, sinapismos en los pies, cantdridas -Lytta ve-
sicatoria, vejigatorio para evacuar liquidos-. Para finalizar con este
caso, en plena desesperacion, llegd a plantearse algo exotérico, que
aleja la mala suerte, como es un bario de cariaquito morado: “Algo
habria que hacer», dijo. «Aunque fuera darnos un buen baiio de
cariaquito morado. Y no sélo nosotros: todo el ejército libertador”
(p.136). Incluso el mismo Simén Bolivar desed tener a mano un
médico del que se decia que curaba mds de trescientas enfermeda-
des distintas a base de sabila (p.182). Todos los remedios vegetales
fueron intiles, e incluso tuvo que recurrirse a supersticiones como
el cariaquito morado o a plantas panacea como la sdbila.

Segdn Auwaerter y cols (39), Simdn Bolivar murié de Pa-
racoccidioidomicosis - Paracoccidioidomyces braziliensis- complicada
por una intoxicacion cronica por arsénico. Estos autores se basan en
un informe forense -no del todo pablico-, realizado a partir de frag-
mentos de hueso extraidos de los restos de Simon Bolivar en 2010
por orden de Hugo Chdvez, para determinar si se trataba de un en-
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venenamiento. En este momento ya sabemos que la pretension de
Garcia Mdrquez es escribir novelas, no exentas de una documenta-
cion previa que la usa segin le conviene. De esta forma pone en
boca de “El General” su experiencia con el arsénico:

“-«Acabo de renunciar al poder por un vomitivo mal re-
cetado, y no estoy dispuesto a renunciar también a la vida». Afios
antes habia dicho lo mismo, cuando otro médico le curd unas fiebres
tercianas con un brebaie arsenical que estuvo a punto de matarlo
de disenteria” (£l general..., p.52).

El ldudano también cobra protagonismo en algunas de
las novelas. Se trata de una tintura muy diluida de opidceos en vino
o alcohol etilico no desnaturalizado con miel, azafrdn, especias (40)
y se usaba para todo tipo de dolores y era de uso doméstico, si bien
a grandes dosis era toxico. En narrador recurre a esta tintura como
forma de suicidio. En su viaje de amor por el Rio Magdalena entre
Fermina Daza y Florentino Ariza, éste dltimo recibi6 un telegrama
en la que la joven América Vicuiia se habia suicidado por celos:
“América Vicuiia, presa de una depresion mortal por haber sido re-
probada en los exdmenes finales, se habia bebido un frasco de Idu-
dano que se robd en la enfermeria del colegio” (Amor..., p.477-478).

La estricnina es un alcaloide presente en la semilla de la
nuez vomica y es una sustancia letal a dosis de partes por millon.
Pero el coronel Aureliano Buendia parece inmune a los efectos de
esta sustancia, ya que después de sobrevivir a un peloton de fusila-
miento, a emboscadas, a atentados e intento de suicidio con un tiro
en el pecho, “sobrevivid a una carga de estricnina en el café que
habria bastado para matar un caballo” (Gien..., p.202). El autor es-
tablece la diferencia entre estos dos venenos y los dos personaies,
un frasco que hay que tomar completo para provocar la muerte de
una adolescente, pero para matar al coronel Aureliano Buendia ne-
cesita algo mds contundente, una cantidad grande de estricnina
como para matar un caballo, y no lo consigue.

El comienzo de Amor... dice asi: “Era inevitable: el olor
de las almendras amargas le recordaba siempre el destino de los
amores contrariados... Se trataba de una urgencia por la que habia
sido llamado el doctor Juvenal Urbino, un caso que habia dejado
de ser urgente hace muchos afios” (p.11).

El doctor atiende a un amigo suicida suyo, Jeremiah de
Saint-Amour que habia respirado vapores de cianuro de oro, porque
no queria vivir ningn dia mds de cumplidos los 60 aiios por miedo
a la vejez. Consideramos que es una metdfora preciosa y una en-
trada literaria muy brillante, en la aparecen las almendras amargas
-medicinales en cantidades muy diluidas- cuya actividad se debe al
dcido cianhidrico o dcido prosico. Con independencia de considera-
ciones literarias, la belleza de esta entrada queda realzada por la
capacidad sensorial que tiene el autor de transmitirnos el olor ca-
racteristico de esta planta, al mismo tiempo que leemos.
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3.7 Sustancias quimicas

Los medicamentos de naturaleza quimica o sintética que
aparecen en las novelas son varios, podemos dividirlos en funcion
de su naturaleza inorgdnica y orgdnica.

El permanganato de potasio diluido -en inyecciones o irri-
gaciones- era la forma mds comdn de tratar las afecciones bleno-
rrdgicas en el siglo XIX y comienzos del XX (41) antes de que
aparecieran las sulfamidas y después los antibidticos, como ya in-
dicamos con anterioridad-. La gonorrea o blenorragia era enfer-
medad prevalente y atribuida a la “mala vida”. Esta afeccion se ha
relacionado en Colombia con el crecimiento de las ciudades, la apa-
ricion de una clase media, un proletariado urbano y un aumento
de la prostitucion en las ciudades (42), aunque décadas antes la en-
fermedad hacia estragos en los ejércitos de Simon Bolivar. Asis des-
cribe el narrador estragos y el tratamiento de esta enfermedad:

En Gien. .., Pilar Ternera somete a Aureliano Segundo a
“unos ardientes lavados de permanganato y las aguas diuréticas, y
ambos se curaron por separado después de tres meses de sufrimien-
tos secretos “(p.300-301).

En Gien. .. parece ser un mal social, cuando los trabaja-
dores de la bananera United Fruit Company, instalada en los alre-
dedores de la Ciénaga y en toda Centroamérica, recibian asistencia
médica. Sin embargo, el autor no desaprovecha la oportunidad de
confar como hay médicos ajenos al juramento hipocrdtico, que tratan
a las personas como recuas de ganado o como si fueran esclavos:
“Los médicos de la compaiiia no examinaban a los enfermos, sino
que los hacian pararse en fila india frente a los dispensarios, y una
enfermera les ponia en la lengua una pildora del color del piedra-
lipe, asi tuvieran paludismo, blenorragia o estrefimiento.” (p.423).

En Amor. . ., Trdnsito Ariza confundia el cdlera con la go-
norrea de su hijo: “Pero de todos modos se equivocaba, porque el
hijo habia tenido en secreto seis blenorragias” (p.313). El autor se
“rie” de un personaje que prometio conservar su virginidad, que se
prolongaria sin él saberlo, nada menos que mds de medio siglo,
para entregdrsela a Fermina Daza.

A veces la enfermedad no se cura, sino es por medio de la
cdreel, como le ocurrié en Crénica. . ., a uno de los hermanos Vicario
-asesinos de Santiago Nasar-, un personaje animal, zafio y refrac-
tario a cualquier tratamiento, que solo puede sanarse por métodos
drdsticos:

“Regreso con una blenorragia de sargento que resistio a
los métodos mds brutales de la medicina militar, y a las inyecciones
de arsénico y las purgaciones de permanganato del doctor Dionisio
Iguardn. Sélo en la cdrcel lograron sanarlo” (p.71).
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En £ general. . ., Simon Bolivar, preguntando por las tro-
pas, recibe como respuesta “«Lo que nos tiene jodidos no es la
moral, Excelencia», le dijo. «Es la gonorrea» (p.241).

El dcido borico es una molécula que podriamos considerar
de drogueria, que puede comprarse a granel, sin tener en principio,
mucho cuidado con la dosis. Es desinfectante activo y poco toxico que
es incapaz de acabar con las cucarachas, ya perseguidas desde tiem-
pos biblicos y solo susceptibles al deslumbramiento solar (Cien...,
p.523), con el que el dictador Zacarias Alvarado se aseaba cada dia
-con grandes cantidades de este producto- la zona genital que in-
cluia su enorme potra de la que el personaje estaba orgulloso:

“le embadurnaba las bisagras de las piernas con manteca de cacao
para aliviarle las escaldaduras del braguero, le empolvaba con dcido
bérico la estrella mustia del culo” (E/ otorio..., p.194).

Otra molécula inorgdnica era el bromuro de potasio que
se tomaba como calmante del sistema nervioso y en situaciones neu-
rasténicas (41); y era unas de las medicinas secretas que fomaba
del doctor Juvenal Urbino para levantarse el dnimo (Amor. . ., p.18).
Este dato aporta detalles sobre la personalidad del doctor Urbino,
que por supuesto fambién estd sujeto a bajadas de dnimo como el
resto de los mortales.

En este sentido, durante el siglo XIX se lograron en Europa
-y mds tarde en los Estados Unidos- grandes avances en quimica
orgdnica de aplicacion medicinal, como la extraccion de alcaloides
y la sintesis de moléculas como los salicilatos (43). Comienza el pro-
ceso de industria quimico-farmacéutica, que en pocas décadas ex-
portd sus medicamentos a distintas partes del mundo, lo que
desembocé en el abandono progresivo de la formulacion magistral
basada en plantas medicinales.

En Amor..., ya hemos referido como el doctor Juvenal Ur-
bino también tomaba salicilatos para el dolor de huesos en tiempos
de lluvia (p.19). Una observacion que resulta muy conspicua que
nos brinda el autor sobre el mundo de la de la sintesis de medica-
mentos, los salicilatos fueron aislados en el siglo XVIII a partir de
la corteza de sauce, con buenos resultados para la artritis y la fiebre,
pero no fue hasta finales del siglo XIX cuando de acetilaron por la
empresa Bayer para disminuir sus efectos secundarios y empezar a
producirse en gran escala y destinarlos a la exportacion (44). Tam-
poco hay que olvidar que el clima caribefio colombiano se caracte-
riza por un periodo largo de lluvias persistentes que comienza en
abril — con una inferrupcion en julio- y sigue durante un largo in-
vierno entre agosto y noviembre, y se interrumpe entre diciembre
y marzo con un periodo seco (1). Medicamentos similares eran mds
costosos, como la fenaspirina -dcido fénico y aspirina- y solo estaban
dirigidos a las élites y su consumo se consideraba con un ejemplo

de distincion (45). Pero existen dos ejemplos mds claros de esta dis-
criminacion, el doroformo y la insulina. El cloroformo sélo aparece
en Amor..., esta molécula también llamada “anestésico de la reina”,
se usd en 1847 para dormir a la Reina Victoria de Inglaterra en su
octavo parto.

“Florentino Ariza sabia que los ricos de su tierra no tenian
enfermedades cortas...Se sometian a lo que Dios quisiera en el Hos-
pital de los Adventistas...Algunos volvian con el abdomen atravesado
de costuras bdrbaras que parecian hechas con cdiiamo de zapa-
tero..., y por el resto de sus dias seguian contando y volviendo a
contar las apariciones angélicas que habian visto bajo los efectos
del cloroformo “(Amor..., p.334). Con esta frase el narrador nos re-
cwerda, igual que en el caso de las victimas del cdlera, algunos ras-
gos fundamentales de la existencia humana: los ricos no se mueren,
simplemente desaparecen.

Por Gltimo, aparece la insulina que, aunque de un origen
bioldgico, la incluimos en este apartado como fruto del progreso
bioquimico. Esta molécula se empezd a comercializar en Hispano-
américa en el primer tercio del siglo XX (46). El narrador trata la
diabetes en sus novelas de forma mds o menos explicita, aunque
en su familia parece ser que no hay antecedentes de la enfermedad
(32).

En Cien..., los Buendia beben limonada y siempre el café
sin azicar. En El Coronel habla de una “pastilla blanca con tamario
de habichuela” para endulzar el café, “es como azdcar, pero sin azo-
car... de una dulzura triste. Es algo asi como repicar sin campanas”
(p.59).

También se describe un andlisis de orina a un diabético:
“el coronel esper6 hasta cuando el médico calentd el tubo de vidrio
con la orina del paciente, olfated el vapor e hizo a don Sabas un
signo aprobatorio” (p.77). Como consecuencia de esta prueba para
comprobar la existencia de cuerpos cetonicos en la orina, el mismo
médico concluye: “Habrd que fusilarlo -dijo el médico dirigiéndose
al coronel-. La diabetes es demasiado lenta para acabar con los
ricos”. «Ya usted ha hecho lo posible con sus malditas inyecciones
de insulina». El mismo médico apostillaria después que “la pobreza
es el mejor remedio contra la diabetes” (p.78). Es una descripcion
de la diabetes en adultos muy certera, causada, entre ofras cosas
por el exceso de comida y la vida sedentaria. El autor puede que-
rernos decir que la insulina, un producto muy innovador y nortea-
mericano, no va a poder con una diabetes de un coronel caribeiio.
Como el coronel se ha portado “mal” y el azicar no va a acabar con
él, habrd que recurrir a algo tan familiar y castizo como es el peloton
de fusilamiento. Al final no olvidemos que en la autopsia de San-
tiago Nasar se encontrd un higado hipertrofiado por una hepatitis
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mal curada, pero a la que el doctor Dionisio Iguardn mads tarde
apostillo: “Tenia que ser cura para ser tan bruto -me dijo-. No hubo
manera de hacerle entender nunca que la gente del tropico tenemos
el higado mds grande que los gallegos” (Crdnica..., p.89).

4.CONCLUSION

Con este trabajo se ha pretendido que un farmacéutico u
otro profesional sanitario lea a Garcia Mdrquez porque se trata de
un escritor universal que incita de continuo a reflexiones con hechos
insélitos, aventuras, enamoramientos, historia, etc. Si bien cuando
de forma secundaria, se reconocen diversos aspectos farmacéuticos,
se extrae un jugo particular, con independencia de que las alusiones
a la farmacia y a las plantas medicinales sean ciertas o no. Los re-
sultados nos demuestran que el autor escribe a menudo con mucha
propiedad y de una forma muy elegante del tema aqui tratado. En
una segunda lectura Garcia Mdrquez nos relaciona la Farmacia con
|a sociedad de la época en un momento de solapamiento entre plan-
tas medicinales y nuevos medicamentos de sintesis. También pen-
samos que estamos ofreciendo un recurso diddctico mds para captar
la atencion docente a la hora de impartir distintas materias de la
carrera, por lo que queda realizada una invitacion a leer o releer
estas novelas, sin perder nunca de vista que también se puede hacer
con una mirada farmacéutica. De manera final, no hay que olvidar
que este es un trabajo “abierto” sujeto a diferentes interpretaciones
y enfoques, por lo que animamos a diferentes autores interesados
a que sigan profundizando sobre el este asunto y aporten su propia
vision y enfoque, que sin duda serdn enriquecedores.
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Tabla 1. Plantas medicinales o derivados. Nombre comin vs. Nom-
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bre cientifico.
Aconito Aconitum napellus L.
Ajenjo mayor Artemisia absinthium L.
Aijii picante Caspsicum annuum L.
Ajos Allium sativum L.
Alcantor Cinnamomum camphora (L.) J.Presl
Amapola Papaver sp. L.
Anis estrellado Illicium verum Hook 1.
Almendra amarga Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb
Arnica Arnica montana L.
Belladona Atropa belladona L.
Benjui Styrax sp. L.
Bija Bixa orellana
Burundanga Datura stramonivm L.
Cacao Theobroma cacao L.
Caté Coffea arabica L.
Cariaquito morado Lantana trifolia L.
Chocolate Theobroma cacao L.
Clavo de olor Syzygivm aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry
Coca Erythroxylum coca Lam.
Cornezuelo del centeno (Hongo) (laviceps purpurea (Fr.) Tul.
Enebro Juniperus oxycedrus L.
Epazote Dyphania chilensis Mosyakin & Clemants
Estricnina Strychnos nux-vomica L.
Goma ardbiga Acacia segenal (L.)Willd.
Gordolobo Crescentia cujete L.
Jengibre Zingiber officinale Roscoe
Ldudano Papaver somniferum L.
Manzanilla Matricaria chamomilla L.
(Maranguango Cannabis sativa L.
[Mastuerzo Lepidium sativum L.
Mostaza Brassica nigra (L.) K. Koch
Orégano Origanum vulgare L.
Paico Dysphania ambrosioides Mosyakin & Clemants
Pimienta de Cayena Caspsicum annuum L.
Quinina Cinchona sp. L.
Ricino Ricinus communis L.
Ruibarbo Rheum palmatum L.
Sauce Salix sp. (L.)
Sdbila Aloe vera (L.)Burm.
Sen Senna sp. Mill
Sinapismos Brassica nigra (L.) K. Koch
Tabaco Nicotiana sp. L.
Tabonucos Dacryodes excelsa Vahl
Té Camellia sinensis (L.) Kuntze
Tilo Tilia sp. L.
Trementina Pinus sp.
Totumo Crescentia cujete L.
Valeriana Valeriana officinalis L.
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RESUMEN

El concepto de innovacion incremental abarca las adaptaciones resultantes del andlisis de la utilizacion de los medica-
mentos existentes, con el fin de incorporar una modificacion o proponer un nuevo uso disefiado para beneficiar a los
pacientes. Puede dlasificarse en 6 distintas categorias, en funcion de la naturaleza o del objetivo de la innovacion
realizada.

La innovacion incremental puede resultar muy interesantes para los profesionales sanitarios porque estas variaciones
aportan mejoras en el tratamiento, en la continuacion de los tratamientos, en la disminucion de efectos adversos o en
la adherencia.

La innovacion incremental tiene también una excelente acogida desde la perspectiva del paciente, puesto que facilita el
tratamiento y en muchos casos abre una expectativa terapéutica a determinados subgrupos, inexistente antes de la co-
mercializacion del medicamento.

Es interesante asimismo para el Sistema Nacional de Salud, ya que determinados pacientes tratados con innovaciones
incrementales obtienen mejores resultados en salud y requieren con menor frecuencia hacer uso de otros servicios sani-
tarios.

Desde una perspectiva econdmica, muchas empresas farmacéuticas radicadas en nuestro pais relevantes desde un punto
de vista estratégico, podrian asimismo mejorar con este tipo de innovaciones el arsenal terapéutico aportando productos
necesarios que, lamentablemente, no tienen en la actualidad las condiciones idoneas de viabilidad.

Por todo ello, la promulgacion de una normativa espafiola que ampare y aporte sequridad juridica a los fitulares de la
autorizacion de comercializacion de este tipo de innovaciones parece necesaria. Esta futura normativa deberia incluir
un procedimiento para calificar las innovaciones incrementales de interés para el Sistema Nacional de Salud y tener
efectos econdmicos para garantizar su comercializacion efectiva.

ABSTRACT

The concept of incremental innovation encompasses adaptations resulting from the analysis of the use of existing medicinal
products, in order fo incorporate a modification or propose a new use designed fo benefit patients. It can be classified
into 6 different categories, depending on the nature or objective of the innovation carried out.

Incremental innovation can be very interesting for health professionals because these variations provide improvements
in treatment, in the continuation of treatments, in the reduction of adverse effects or in adherence.

Incremental innovation is also very well received from the patient's perspective, since it facilitates treatment and in many
cases opens up a therapeutic expectation for certain subgroups that did not exist before the medicinal product was mar-
keted.

It is also interesting for the National Health System, since certain patients treated with incremental innovations obtain
better health results and require less frequent use of other health services.

From an economic perspective, many pharmaceutical companies established in our country and relevant from a strategic
point of view, could also improve the therapeutic arsenal with this type of innovations by providing products of therapeutic
interest that, unfortunately, do not currently have the ideal conditions for viability.

For all these reasons, the promulgation of a Spanish regulation that protects and provides legal certainty to the marketing
authorization holders of this type of innovations seems necessary. This future regulation should include a procedure to
qualify incremental innovations of interest fo the National Health System and have economic effects to guarantee their
effective commercialization.

Palabras Clave:

Innovacion incremental
Reposicionamiento
Adherencia terapéutica
Comercializacion efectiva
Precios de referencia

Keywords:

Incremental innovation
Repositioning
Therapeutic Adherence
Effective marketing
Reference prices
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1. INTRODUCCION

El tema que he escogido, la innovacion incremental en

medicamentos, creo que permite hacer un repaso a una materia
que siempre estd presente en esta Real Academia, la innovacion en
general y la referida a los medicamentos en particular y tiene, ade-
mds, un notable interés para determinados laboratorios farmacéu-
ticos, que ven en la innovacion incremental una manera mds de dar
continuidad a la empresa mediante el desarrollo de nuevos medi-
camentos, en beneficio de los pacientes y del sistema sanitario.
La denominada innovacion incremental parte del andlisis de la uti-
lizacion de los medicamentos buscando incorporar una modificacion
0 un nuevo uso que beneficie directamente al paciente y al sistema
sanitario. Su atractivo deriva directamente de la intencionalidad
que tiene de modificar o adaptar un medicamento existente para
ofrecer un tratamiento mds apropiado bien a todos, bien a un sub-
grupo de pacientes.

Esto tiene un marcado interés para los profesionales sa-
nitarios porque ven en estas variaciones una mejora en el frata-
miento, en el sequimiento, en la disminucion de reacciones adversas
o en la adherencia, elementos que son de gran trascendencia en el
dia a dia del trato con los pacientes.

La innovacion incremental tiene también una excelente
acogida desde la perspectiva del paciente, puesto que facilita el tra-
tamiento y en muchos casos abre una expectativa terapéutica, in-
existente antes de la comercializacion del medicamento que
comporta este tipo de innovacion.

La innovacion incremental también es inferesante para el
Sistema Nacional de Salud, sobre todo cuando los pacientes tratados
con medicamentos que han incorporado mejoras incrementales ob-
tienen mejores resultados de salud y requieren con menor frecuencia
del sistema sanitario.
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La innovacion incremental también tiene su justificacion
economica. La industria farmacéutica, como cualquier otra industria
en la actualidad, debe encontrar formas de reducir riesgos y garan-
tizar retornos. Puesto que el sector farmacéutico tiene un riesgo muy
elevado, algunos autores (1) consideran que es mds aconsejable
para la propia industria y los pacientes que un ndmero grande de
compaiias sigan desarrollando mejoras continuas y constantes en
medicamentos conocidos (Figura 1)

La paradoja se produce cuando estas bondades de la in-
novacion incremental no son percibidas de igual modo por parte de
las autoridades competentes encargadas del proceso de precio y fi-
nanciacion. Efectivamente, todo parece indicar que el pagador es
mucho mds prodlive a reconocer la innovacion radical que la incre-
mental y es habitual que este tipo de mejoras las consideren insu-
ficientes para obtener el beneficio de la financiacion pablica.

Ademds, algunas de estas novedades incrementales y cen-
tradas en la persona, aunque se lleguen a financiar, quedan poste-
riormente “atrapadas”, si se me permite la expresion, en el Sistema
de precios de referencia vigente en nuestro pais, que no es lo sufi-
cientemente flexible para proteger determinadas presentaciones
que comportan este tipo de innovacion, naturalmente protegidas
por patentes, y que resultan injustamente penalizadas con reduc-
ciones de precio que pueden llevar a la inviabilidad econdmica en
su comercializacion, a la salida de la financiacion pablica, a la re-
tirada de la comercializacion o a cercenar una futura solicitud de
autorizacion y registro. La aplicacion del Sistema de precios de re-
ferencia ha generado una abundante litigiosidad, especialmente en
|a inferpretacion de los criterios para la conformacion de un conjunto

(2).

La innovacion incremental: beneficia a todos

Los profesionales sanitarios

ca

Pacientes y sociedad en general

La industria farmacéutica

Ee

,

El sistema sanitario

Figura 1. Esquema de los beneficiados por la innovacion incremental. Fuente: elaboracion propia.
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2. CLASIFICACION DE LAS INNOVACIONES INCREMENTALES

La tipologia de la innovacion incremental no estd inequi-
vocamente establecida en la literatura cientifica. En el afio 2019, a
peticion de la Federacion Europea de Industrias y Asociaciones Far-
macéuticas (EFPIA), una consultora especializada (IQVIA) realizé
un informe estructurando la innovacion incremental en seis catego-
rias (3).

En dicho informe, a este tipo de innovacion se la denomina
innovacion terapéutica centrada en las personas, puesto que una
de las principales caracteristicas de la innovacion incremental no es
otra que la voluntad que tienen las compaiiias farmacéuticas de tra-
tar de ofrecer soluciones expresamente orientadas a la mejora del
individuo, es decir, a reducir los efectos adversos de los medicamen-
tos, mejorar la pauta de administracion, favorecer la adherencia al
tratamiento, facilitar la administracion del medicamento, efc.

Las seis categorias de innovacion incremental propuestas
son las siguientes: i) los medicamentos que siguen al primero de la
serie para una determinada categoria de la clasificacion ATC, ii) las
nuevas combinaciones a dosis fijas entre principios activos ya co-
mercializados como medicamentos, iii) las reformulaciones de me-
dicamentos para facilitar su administracion a determinados
colectivos de pacientes, iv) los reposicionamientos de medicamentos
orientados a indicaciones distintas de las que tuvieran autorizadas,
v) la inclusion de dispositivos de administracion para facilitar la
aplicacion del medicamento, y vi) la incorporacion de soluciones di-
gitales a los dispositivos de los medicamentos para mejor segui-
miento y adherencia al tratamiento.

3. MEDICAMENTOS SEGUIDORES

Pueden definirse como medicamentos seguidores los que
formulan principios activos quimicos o bioldgicos estructuralmente
similares y destinados al tratamiento de la misma indicacion me-
diante un mecanismo de accion comparable a otros medicamentos
ya comercializados.

Como es fdcil colegir, esta definicion abarcaria todo nuevo
principio activo quimico o bioldgico aparecido inmediatamente des-
pués del primero de la serie. En muchos casos el desarrollo de estos
productos ha sido independiente y con posibilidades reales de haber
sido los primeros de la serie, y se consideran en general nuevos me-
dicamentos originales sin mds, pues estdn avalados por un dossier
de registro completo y gozan de una proteccion de patente compa-
rable al primero de la serie.

Los medicamentos seguidores han sido algunas veces de-
nostados. Se ha argumentado que no suponen una aportacion re-
levante en terapéutica, pero en la mayoria de los casos esto no
ocurre. El primero de la serie puede, o no, ser el mejor y nos con-
viene tener abundantes medicamentos en la serie, tanto porque al-
guno se puede tener que retirar del mercado o puede ser superado,
como frecuentemente suele ocurrir, por investigaciones posteriores.
Si revisamos el fratamiento del virus de la hepatitis C en la Gltima
década, los primeros medicamentos que se comercializaron formu-
laban como principio activo telaprevir y boceprevir. Se aprobaron
en Espaia hace ahora una década, en 2011. Pues bien, actualmente
ninguno de estos dos principios aparece en un medicamento comer-
cializado en nuestro pais (4), puesto que han sido ampliamente des-
plazados por sus seguidores, demostrando la importancia que tiene
seguir investigando.

Tipologia de la innovacién incremental

1 follow-on drugs

6 drug + digital app

5 drug + device

4 drug repositioning

2 drug + drug combinations

3 drug reformulation

Figura 2: Tipologia de la innovacion incremental segin informe IQVIA (1). Fuente: elaboracién propia a partir del citado informe.
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Tal vez la categoria que mds requiere de la proteccion nor-
mativa de entre los medicamentos de innovacion incremental se-
guidores seria la que engloba a aquellos medicamentos formulados
con variaciones moleculares que conduzcan a diferentes sales, és-
teres, éteres, isomeros, mezclas de isomeros, complejos o derivados
de una sustancia activa que reivindiquen propiedades diferentes en
cuanto a eficacia y/o seguridad. Es una diferenciacion legal recogida
en el articulo 10.2 b) de la DIRECTIVA 2001/83/CE DEL PARLA-
MENTO EUROPEQ Y DEL CONSEJO de 6 de noviembre de 2001 por
la que se establece un codigo comunitario sobre medicamentos para
uso humano (5) que permite que el principio activo se considere di-
ferente siempre que el medicamento que lo formula tenga propie-
dades considerablemente diferentes en cuanto a seguridad y/o
eficacia.

Para muchas compaiias farmacéuticas este grupo de me-
dicamentos seguidores constituye una verdadera oportunidad, es-
pecialmente cuando su aparicion se produce como consecuencia de
variaciones quimicas o biotecnoldgicas sobre principios activos ya
comercializados y fuera de patente. Se trata del desarrollo que pue-
den iniciar las pequeias y medianas empresas. En el caso de algunas
de ellas puede ser la Gnica oportunidad para lanzar un nuevo me-
dicamento, puesto que la inversion necesaria en este tipo de solici-
tudes de registro suele ser notablemente inferior con respecto a las
innovaciones radicales.

4. NUEVAS COMBINACIONES

La segunda categoria de medicamentos que comportan
una innovacion incremental es la que conforman las asociaciones
de dos medicamentos previamente autorizados. Debemos excluir
de este grupo los casos en los que la combinacion contiene un prin-
ipio activo nuevo, que no ha formado parte de ningdn medicamento
con anterioridad. En este caso no podemos hablar de una innovacion
incremental, sino de un nuevo medicamento.

Dentro de la categoria de las combinaciones, la asociacion
de dos medicamentos A+ B tiene también una diferente conside-
racion legal a efectos de proteccion de registro en funcion de si la
pretension de la asociacion es la mera sustitucion o si se pretende
una mejora (6).

Tenemos ejemplos de asociaciones a dosis fijas de princi-

pios activos en prdcticamente fodas las dreas de la terapéutica, pero
una de las mds conocidas han sido las denominadas “polipildoras”,
que se han autorizado combinando principios activos conocidos con
objeto de aumentar la adherencia los tratamientos y asi profeger
mejor a los pacientes.
Existe una buena base cientifica para apoyar las solicitudes basadas
en combinaciones a dosis fijas y por ello las agencias reguladoras
otorgan las correspondientes autorizaciones de comercializacion a
este tipo de combinaciones (7).

Considerations regardinbg incremental drug innovation
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5. REFORMULACIONES

La fercera categoria se refiere a la reformulacion de me-
dicamentos previamente autorizados y comercializados. Puede cla-
sificarse, a su vez, en dos grupos principales.

El primer grupo de reformulaciones responderia a lo que

en el dmbito reglamentario se denominan extensiones de linea, que
comportan nuevos desarrollos del medicamento original mediante
formas farmacéuticas para ampliar la gama de uso de una deter-
minada marca. Estas extensiones de linea tienen solicitudes basadas
en la documentacion inicialmente presentada por el fitular de au-
torizacion de comercializacion que se completan, naturalmente, con
la documentacion pertinente a dicha forma farmacéutica. Formal-
mente, se trata de una innovacion incremental, puesto que amplia
las posibilidades de tratamiento del medicamento, pero esta inno-
vacion es la que realmente se espera como continuacion de la in-
novacion principal y es la que habitualmente realiza el titular de la
autorizacion de comercializacion del medicamento innovador.
El segundo grupo de reformulaciones suele aparecer cuando, como
consecuencia de necesidades que afloran en el tratamiento habitual,
el mismo titular de la autorizacion de comercializacion de un me-
dicamento u otra compaiiia farmacéutica desarrollan una innovacion
incremental por cuenta propia o a sugerencia de los profesionales
sanitarios (médicos, farmacéuticos, enfermeras, del personal al cui-
dado de los pacientes, de las asociaciones o incluso de los pacientes
a fitulo individual) porque se hubiera detectado la conveniencia de
disponer de una determinada forma farmacéutica nueva para faci-
litar la administracion del medicamento, reducir la aparicion de
efectos adversos, mejorar la eficacia o ayudar a mejorar el segui-
miento del tratamiento.

La reformulacion puede estar orientada a disminuir la
dosis manteniendo los efectos, como ocurre con determinadas for-
mulaciones de itraconazol oral, que nunca deberian prescribirse por
principio activo, sino por marca, porque actualmente las cdpsulas
de 50 mg de una determinada marca son comparables a las cdpsulas
de 100 mg de las restantes presentaciones.

La innovacion incremental también puede estar pensada
especificamente en las preferencias de los pacientes. Un ejemplo ex-
puesto en diciembre del aiio 2019 en la Real Academia de Medicina
de Cataluiia puede ilustrar esta cuestion. Los pacientes afectados de
psoriasis pueden ser tratados inicialmente con un andlogo sintético
de la vitamina D3 asociado a un corticosteroide. Hace mds de 20
afios una compaiiia inicio la comercializacion de uno de estos pre-
parados topicos en forma de pomada. Naturalmente, esta forma
farmacéutica no es la ideal para administrar un medicamento topico
y por ello la compaiiia obtuvo la autorizacion posterior para comer-
cializar un gel con el mismo contenido en principios activos. En
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ambas circunstancias los pacientes tenian que esperar bastantes mi-
nutos después de la administracion del medicamento para vestirse,
y fueron los propios pacientes quienes expusieron este inconve-
niente. La compaiiia desarrollo entonces una forma topica en ae-
rosol que permite cubrir la zona de administracion a los pocos
minutos, de manera que la autonomia del paciente se ha incremen-
tado.

Lo deseable seria que las formulaciones incrementales pu-
dieran ser efectivamente consideradas y reconocidas por las autori-
dades competentes en materia de precio y financiacion con cardcter
diferencial, puesto que suponen un avance documentado satisfac-
toriamente mediante estudios clinicos y ratificado por el otorga-
miento de la preceptiva autorizacion de comercializacion del
medicamento.

6. REPOSICIONAMIENTO

El reposicionamiento de medicamentos es otra de las fa-
cetas que caracterizan la innovacion incremental. Consiste en apro-
vechar los conocimientos que se tienen sobre un determinado
medicamento quimico o bioldgico ya comercializado y proponer su
uso para una indicacion sustancialmente diferente respecto a la que
tiene autorizada.

Para ello, I6gicamente, se requiere una compafiia farma-
céutica solicitante de la autorizacion de comercializacion que aporte
la documentacion de registro sustanciando la nueva indicacion.

En el caso del reposicionamiento de medicamentos, pue-
den distinguirse, al menos, dos grandes categorias.

La primera, cuando el uso de un medicamento en otra in-
dicacion distinta a la que tiene autorizada constituye una prdctica
habitual, de manera que el medicamento se viene empleando en
clinica, aunque la ficha técnica autorizada no contemple la indica-
cion. Esta situacion no es la deseable y preocupa a las autoridades
competentes que buscan una regularizacion, de oficio (8).

La segunda categoria de reposicionamientos no se pro-
duciria, si se me permite la expresion, de oficio —como el caso an-
terior-, sino a peticion de parte, es decir, cuando una compaiia
farmacéutica solicitante hiciera un desarrollo expreso.

En Espaiia tenemos algunos casos de éxito de reposicio-
namiento.

Como es sabido, nifedipino es un calcioantagonista del
grupo de las dihidropiridinas que inhibe el flujo de iones calcio al
tejido miocdrdico y al tejido muscular liso. El nifedipino dilata las
arterias coronarias mejorando el suministro de oxigeno al miocardio
al aumentar el flujo sanguineo coronario. Las cdpsulas blandas de

10 mg de nifedifipino tienen actualmente autorizadas tres indica-
ciones en el dmbito cardiaco: angina de pecho cronica estable (an-
gina de esfuerzo); angina de pecho vasoespdstica (angina de
Prinzmetal, angina variante) y sindrome de Raynaud (4). Dado
que nifedifino también inhibe el flujo de iones calcio en los canales
lentos del tejido muscular liso de las paredes uterinas, se ha venido
utilizando, fuera de indicacion, en el tratamiento de la amenaza de
parto prematuro, debido precisamente a su actividad farmacolégica,
que le otorga una acentuada accion relajante del miometrio.

El reposicionamiento de nifedipino ha exigido a la com-
paiia farmacéutica que lo ha solicitado la elaboracion de un dossier
de registro con la correspondiente documentacion sobre calidad, se-
guridad y eficacia, incluidos los pertinentes estudios, que ha permi-
tido a la AEMPS otorgar la correspondiente autorizacion de
comercializacion en retrasar el parto prematuro inminente en mu-
jeres embarazadas que presenten: - contracciones uterinas regulares
de al menos 30 segundos de duracion y con una frecuencia de 4 o
mds contracciones cada 30 minutos. - dilatacion de cuello uterino
de 1a3cm. (0a3cm para mujeres nuliparas ) y borrado del cuello
uterino en mds del 50%.- edad de al menos 18 afios,- edad gesta-
cional de 24 a 33 semanas completas y - frecuencia cardiaca fetal
normal.

De esta manera, ya no es necesario que en la farmacia
del hospital extraigan el contenido de las cdpsulas blandas de nife-
dipino 10 mg para elaborar una preparacion, con fodas las limita-
ciones técnicas y legales que supone esta manipulacion.

La innovacion incremental ha permitido disponer de una
presentacion comercial de un medicamento que, aunque tenia todo
el racional farmacolégico, no disponia de una presentacion comer-
cializada en nuestro pais.

7. INCLUSION DE DISPOSITIVOS DE ADMINISTRACION

Los dispositivos para facilitar la administracion se conocen
desde antafio y son muchos los adminiculos que acompaiian a los
medicamentos para aplicarlos en una zona dptima o para lograr
que el tamano de particula sea el adecuado o para distribuir uni-
formemente el medicamento en una superficie determinada. Pero
la aplicacion de una tecnologia cada vez mas sofisticada estd trans-
formando la administracién de algunos medicamentos.

Un caso reconocido fue la aparicion de las denominadas
plumas de insulina a mediados de los afios 80. En aquel momento,
los pacientes diabéticos disponian de viales comercializados de in-
sulinas en sus diferentes formulaciones, pero debian adquirir en las
farmacias, por separado, las jeringuillas. Para ese colectivo de pa-
cientes, la aparicion de las plumas supuso una diferencia sustancial
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y, aunque los viales de insulina todavia se comercializan (1,3%),
la proporcion de plumas en el mercado de farmacia ya supera el
98% de las presentaciones comercializadas.

Del mismo modo, podemos hablar de las plumas de me-
totrexato, que superan a las jeringas precargadas especialmente en
el caso de pacientes con dificultades de manipulacion. Igualmente,
en el caso de las plumas de apomorfina. Para los pacientes con Par-
kinson, con dificultades de manipulacion asociadas a la enfermedad,
las plumas fueron determinantes.

La tecnologia aplicada a la administracion de medicamen-
tos, pensada para las personas, desde luego contribuye a hacer los
tratamientos mds comodos y seguros, incluidos los que, por su na-
turaleza inyectable, suponen un reto. Existen numerosos ejemplos
de ello y Farmaindustria estd trabajando en trasladarlos a la socie-
dad (9).

Pero no sdlo los inyectables, los inhaladores también son fodo un
reto, y una mejora clara para el mejor control de ciertas enferme-
dades pulmonares.

En algunos de estos medicamentos, la innovacion incre-
mental es doble, porque incorporan un dispositivo de administracion
y combinan varios principios acfivos.

Este es el caso de las combinaciones de inhaladores em-
pleadas en EPOC que rednen en un mismo medicamento dos o tres
principios activos en el dispositivo de inhalacion. De esta forma, el
paciente, manejando un Gnico dispositivo, puede administrarse la
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medicacion que antes requeria el manejo de dos o hasta tres dis-
positivos distintos, en funcion del tratamiento, resultandole mucho
mds fdcil seguirlo (10).

Los datos demuestran que este tipo de estrategias bene-
fician no sélo al paciente, sino que también pueden hacerlo respecto
al propio sistema sanitario, puesto que los pacientes tratados con
este tipo de combinaciones reducen la frecuencia con la que acuden
a Urgencias por crisis asmdticas (11).

8. INCORPORACION DE SOLUCIONES DIGITALES A LOS DIS-
POSITIVOS

Esta sexta y Gltima categoria de medicamentos que apor-
tan una innovacion incremental hace referencia a la combinacion
de un medicamento que ya se encuentra en el mercado y un dispo-
sitivo digital orientado especificamente para mejorar la adminis-
tracion, monitorizar el cumplimiento por parte del paciente,
comprobar el nivel de adherencia, efc.

Este tipo de innovacion no debe entenderse como el futuro,
sino como el presente, puesto que existen abundantes aplicaciones
que permiten inferconectar al paciente con el profesional sanitario
y de esta manera minimizar los problemas relacionados con los me-
dicamentos.

Uno de los ejemplos que se ha descrito para ilustrar esta
categoria hace referencia a la combinacion de levodopa y carbidopa

Principales acciones para afianzar la innovacion incremental

REGULAR UN PROCEDIMIENTO DE CALIFICACION DE
MEDICAMENTOS DE INTERES PARA EL SNS (MEDIS)

(Laguna terapéutica, medicacion extranjera, desabastecidos, innovacion incremental)

¥

EVALUACION AEMPS/DGCBSF

Otorga calificacién de medicamento de interés para el SNS (MEDIS).
Compromiso de la compaiiia de realizar accion (produccion, reacondicionado, presentacion a registro)

NO APLICACION TEMPORAL DEL
SPR'Y MEJORA DE LAS
CONDICIONES DE
COMERCIALIZACION

(Para los no afectados por el SPR)

PROTECCION EFECTIVA DEL
MEDICAMENTO DE INTERES EN EL

Financiacion exclusiva del medicamento n afios (no
impide nuevas autorizaciones). Precio acorde.

SNS

Figura 3. Principales acciones para afianzar la innovacion incremental. Fuente: Elaboracion propia
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en el fratamiento de la enfermedad de Parkinson. El medicamento
en cwestion dosifica pequefios comprimidos (que permiten ajustar
adecuadamente la dosis) mediante un dispositivo dosificador que
avisa al paciente del momento de las diferentes tomas.

El paciente, simplemente pulsando un botdn, vierte en un
vaso de agua la dosis apropiada.

El valor que aporta esta innovacion radica en la mejora
en la adherencia, puesto que el dispositivo se programa para avisar
de los momentos de administracion, disminuye la aparicion de efec-
tos adversos puesto que la dosificacion resulta mds precisa y, por dl-
timo, las funciones del dispositivo permiten que el paciente informe
al médico, de manera que el profesional puede sequir con mds fa-
ilidad la evolucion de la enfermedad. Por otra parte, la experiencia
del paciente se describe como muy positiva.

Inicialmente, la decision de los pagadores en Suecia, que
es el primer pais donde se ha presentado esta innovacion, fue no
reembolsar el medicamento con el dispositivo citado. Sin embargo,
desde mayo de 2016 ya lo estd reembolsando, aunque con restric-
ciones: sélo en pacientes con enfermedad de Parkinson avanzada
para los que la terapia convencional no es apropiada para el control
de las fluctuaciones motoras (3).

Este tipo de aproximaciones digitales aumentard en los
proximos afios y es posible que resulten de uso cotidiano, por lo que
es fundamental que los requisitos de los pagadores sean pablicos,
detallados y gocen de amplio consenso.

9. NECESIDAD DE AFIANZAR LA INNOVACION INCREMENTAL
EN ESPANA

Se requieren diversas acciones para afianzar la innovacion
incremental puesto que la innovacion es connatural a la industria
farmacéutica y, por tanto, las compaiiias seguirdn invirtiendo tanto
en el descubrimiento de nuevos medicamentos como en el desarrollo
de los existentes. De esta manera, siempre dispondremos de mejoras
incrementales como resultado de esta dindmica investigadora propia
del sector farmacéutico.

No obstante, determinadas innovaciones pueden tener su
viabilidad en juego porque no estén suficientemente valoradas por
las autoridades competentes.

En estas circunstancias, si las innovaciones estdn comer-
cializadas y no son adecuadamente recompensadas tenderdn a des-
aparecer del mercado. Y si las innovaciones estdn pendientes de
desarrollo no verdn la luz, puesto que, de hacerlo, no obtendrian
suficiente recompensa.

Parece necesario, por lo tanto, establecer un sistema que
permita calificar de interés para el Sistema Nacional de Salud aque-
Ilas innovaciones incrementales que se consideren adecuadas para
los pacientes del sistema pablico.

Un sistema de calificacion de innovacion incremental de
interés para el sistema piblico no seria una solucion imposible de
adoptar en el dmbito de los medicamentos. Existen antecedentes de
calificacion que han sido adoptados tanto a nivel nacional como co-
munitario para identificar, por sus caracteristicas, grupos singulares
de medicamentos.

Uno de los ejemplos que permiten ilustrar conceptual-
mente la calificacion de la innovacion incremental lo tenemos en el
caso de los medicamentos huérfanos: mediante la intervencion del
Comité de Medicamentos Huérfanos creado en el seno de la Agencia
Europea del Medicamento (EMA), las solicitudes presentadas obtie-
nen una calificacion (en este caso la de medicamento huérfano) que
tiene una serie de consecuencias directas, por ejemplo, en el dmbito
de la futura tramitacion y registro y en los incentivos de exclusividad
comercial, entre ofros (12).

Cuando la Administracion sanitaria quisiera fomentar la
aparicion de una determinada presentacion de un medicamento co-
nocido, que considerase conveniente para el sistema, deberia ser
posible que las solicitudes que se hicieran ajustadas a esta necesidad
se beneficiaran de un marchamo de innovacion incremental de in-
terés para el sistema pablico que se tradujera, en definitiva, en un
medicamento de interés para el SNS, de manera que, una vez ob-
tenida la autorizacion, quedara exenta de la penalizacion que, por
el hecho de formular un principio activo previamente autorizado,
estaria condenada a tener entrando en el sistema de precios de re-
ferencia.

Esta exclusion, para proteger un medicamento del sistema
de precios de referencia, se acaba de producir en Espaiia, aunque
con limitaciones, demostrando, efectivamente, el sentido que tiene
el articulo 3 del Real Decreto Legislativo 1/2015 (13).

Naturalmente, deberia preverse este tipo de exclusiones
para otros casos concretos para lo cual se necesitaria, en primer
lugar, disponer de una regulacion que permitiera calificar a los me-
dicamentos de interés para el SNS, y en segundo, un procedimiento
para dicha calificacion basada en unos criterios objetivos y publica-
dos para que las compaiiias pudieran emprender nuevos desarrollos
siguiendo estas pautas y pudieran presentar las solicitudes con la
documentacion apropiada. Para la calificacion de la innovacion in-
cremental de interés para el sistema deberia conformarse una co-
mision integrada por la AEMPS, la Direccion General de Cartera
Bdsica de Servicios para el Sistema Nacional de Salud y Farmacia y
representantes de profesionales sanitarios, de pacientes e industria.

En el caso de presentaciones sin competencia, y por tanto
no afectadas por el sistema de precios de referencia, la calificacion
de interés deberia tenerse en cuenta favorablemente en los proce-
dimientos de revision al alza de este tipo de medicamentos.

Las consecuencias de obtener una calificacion de inferés
para el sistema serian, en el caso de que las presentaciones estu-
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vieran integradas en el sistema de precios de referencia, la exencion
de la aplicacion del sistema mientras perdurara la condicion de in-
terés.

En el caso de presentaciones sin competencia, y por tanto
no afectadas por el sistema de precios de referencia, la calificacion
de interés deberia tenerse en cuenta favorablemente en los proce-
dimientos de revision al alza de este tipo de medicamentos.

Se trataria, en definitiva, de que en los casos en los que
existiera una confluencia entre los intereses del sistema sanitario y
los desarrollos de las compaiiias farmacéuticas se lograra alcanzar
una formula que protegiera este tipo de presentaciones que com-
portan una innovacion incremental de interés para el SNS.

La proteccion de estas presentaciones no solo deberia
abarcar la innovacion incremental de interés para el sistema sani-
tario, sino también a determinados formatos de medicamentos co-
mercializados que estdn en franco riesgo de desabastecimiento
debido al escaso volumen de comercializacion y de precio (14).

10. CONCLUSIONES

En definitiva, las conclusiones que se proponen son dos:

La primera: Se requiere una normativa que ampare y
aporte seguridad juridica a las iniciativas que se cursen para prote-
ger mediante una calificacion aquellas innovaciones incrementales
que el sistema sanitario requiere.

La segunda: La innovacion incremental es el tipo de me-
jora que pueden realizar muchas compafiias farmacéuticas y espe-
cialmente las pequeiias y medianas que tienen mucho mds dificil
acceso a las inversiones que comporta la innovacion radical. Muchas
empresas farmacéuticas radicadas en nuestro pais y estratégica-
mente muy importantes porque ofrecen empleo de calidad y pro-
ducen un bien esencial, el medicamento, podrian mejorar con sus
aportaciones el arsenal terapéutico y retendrian productos muy ne-
cesarios que, lamentablemente, no tienen en la actualidad las con-
diciones idoneas de viabilidad.
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REVISION

RESUMEN

El primer reto al que nos enfrentamos en este siglo XXI es el de poder alimentar a todos los habitantes de este planeta
con alimentos seguros y saludables y ademds de forma sostenible. Existen sociedades donde el principal problema es la
disponibilidad de alimentos, lo cual deriva en malnutricion y enfermedades de la pobreza (principalmente transmisibles)
junto a ofras donde la disponibilidad de alimentos no es el problema, pero paradéjicamente se dan casos de malnutricion
por malas elecciones dietéticas que derivan en las denominadas enfermedades de la riqueza (no transmisibles), como
es el caso de las enfermedades cardiovasculares como principal causa de mortalidad. La irrupcion a principios del afio
2020 de la emergencia provocada por el coronavirus SARS-Cov2 ha hecho de esta situacion un nuevo reto en todo el
mundo, sin distincion de paises con ingresos altos o bajos. Este discurso pretende abordar la importancia de mantener
un adecuado estatus nutricional para mantener un buen estado de salud, minimizar los efectos negativos provocados
por la COVID-19 asi como facilitar la recuperacion de los pacientes. Se revisard la evidencia cientifica relativa al papel
de los micronutrientes y compuestos bioactivos en el fortalecimiento del sistema inmune, un efecto beneficioso sinérgico
basado en sus mecanismos de accion complementarios. Se tratard ademds el nuevo concepto de “dieta de salud planetaria”
que considera la relevancia de las elecciones dietéticas, por su implicacion tanto para la salud humana como para el
medio ambiente, manteniendo los recursos disponibles: agua tierra y suelo. El objetivo final es profundizar en el cono-
cimiento cientifico de manera que pueda ser de utilidad para la sociedad; la promocion de la seguridad alimentaria,
mediante una alimentacion saludable y sostenible.

ABSTRACT

The first challenge we face in this 21st century is to be able fo feed all the inhabitants of this planet with safe and healthy
food in a sustainable way. There are societies where the main problem is the availability of food, which leads to malnu-
frition and diseases of poverty (mainly communicable). In other societies, the availability of food is not the problem, but
paradoxically there are cases of malnutrition due to poor dietary choices, which lead to the so-called wealth diseases
(non-communicable), such as cardiovascular diseases as the main cause of mortality. The emergence at the beginning of
2020 of the emergency caused by the SARS-Cov2 coronavirus has made this situation a new challenge throughout the
world, without distinction of countries with high or low income. The speech aims fo address the importance of maintaining
an adequate nutritional status to maintain good health, minimize the negative effects caused by COVID-19 as well as
facilitate the recovery of patients. Scientific evidence regarding the role of micronutrients and bioactive compounds in
strengthening the immune system will be reviewed, a synergistic beneficial effect based on their complementary mecha-
nisms of action. It will also discuss the new concept of "planetary health diet" that considers the relevance of dietary
choices, due to their implication for both human health and the environment, while maintaining available resources:
water, land and soil. The ultimate goal is to deepen scientific knowledge so that it can be of use to society; promoting
food security through healthy and sustainable eating.
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1. INTRODUCCION

El primer refo al que al que nos enfrentamos en este siglo
XXl es el de poder alimentar a todos los habitantes de este planeta
con alimentos seguros y saludables de forma sostenible. Varios in-
formes internacionales nos han hecho reflexionar sobre las conse-
cuencias que tienen, el modo de producir alimentos, asi como
nuestras elecciones dietéticas, tanto para nuestra salud individual
como para el medio ambiente donde habitamos (1,2). La carga de
la malnutricion en todas sus formas sigue constituyendo un desafio
y es probable que la sequridad alimentaria y el estado nutricional
de los grupos de poblacion mds vulnerables se deterioren ain mds
debido a las repercusiones socioecondmicas y sanitarias de la pan-
demia COVID-19.

En la actualidad coexisten dos realidades en cuanto a la
alimentacién: las dos caras de la Seguridad Alimentaria (Food Sa-
fety vs Food Security). Existen sociedades donde el principal pro-
blema es la disponibilidad de alimentos, lo cual deriva en
malnutricion y enfermedades de la pobreza (principalmente trans-
misibles) junto a otras donde la disponibilidad de alimentos no es
el problema, pero paraddjicamente se dan casos de malnutricion
por malas elecciones dietéticas que derivan en las denominadas en-
fermedades de la riqueza, generalmente enfermedades no trans-
misibles (3). Entre ellas, las cardiopatias son desde hace 20 afos la
causa principal de mortalidad en todo el mundo, si bien en la ac-
tualidad provocan mds muertes que nunca. Por otro lado, las en-
fermedades infecciosas han constituido una de las principales causas
de muerte para la especie humana desde sus origenes. En 2019, la
neumonia y otras infecciones de las vias respiratorias inferiores fue-
ron el grupo mds mortifero de enfermedades transmisibles siendo
la causa principal de muerte en paises de ingresos bajos (4).

La irrupcion a principios del afio 2020 de la emergencia
provocada por el coronavirus SARS-Cov2 causante de la pandemia
COVID-19 ha hecho de esta situacion un auténtico reto siglo del XXI
en fodo el mundo, sin distincion de paises con ingresos altos o bajos.

En la lucha contra las enfermedades causadas por virus la
medida mds eficaz para su control es el desarrollo de vacunas que
cumpla con las garantias de calidad, sequridad y eficacia (5). En
este sentido, la base de datos de seguimiento y panorama de vacu-
nas candidatas COVID-19, de la OMS, compila informacién detallada
y actualizada sobre las vacunas candidatas COVID-19 en desarrollo
(6).

La enfermedad COVID-19, estd caracterizada por provocar
un sindrome respiratorio agudo grave, que cursa con sintomatologia
algo diferente en funcion del grupo de poblacion afectada, y se ob-
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serva que aquellos con su sistema inmunitario comprometido, pue-
den correr un riesgo mds elevado de sufrir complicaciones graves,
de forma similar a lo que se observa con otras enfermedades res-
piratorias. Pero no debemos olvidar otros factores de riesgo que
condicionan la severidad de la enfermedad, como es el estatus nu-
tricional.

2. INFLUENCIA DE LOS FACTORES DIETETICOS EN LA CARGA
GLOBAL DE ENFERMEDAD

La dieta subdptima es un importante factor de riesgo pre-
venible de las enfermedades no transmisibles (ENT). Este hecho
ha sido confirmado por los resultados del estudio Global Burden of
Disease Study 2019 (7) tras evaluar el consumo de los principales
alimentos y aporte de nutrientes en 195 paises y cuantificar el im-
pacto de su ingesta suboptima en la mortalidad y morbilidad de las
ENT. Los factores dietéticos mds criticos son la ingesta de granos en-
teros, frutas, hortalizas, semillas y legumbres entre otros por su con-
tenido en fibra. Estos datos acaban de ser corroborados por el
estudio de la American Hearth Association (8) que establece que el
consumo de productos vegetales "Ayuda a reducir el riesgo de pa-
decer numerosas enfermedades crénicas que son las principales cau-
sas de muerte, como las cardiovasculares o el cancer". El menor
riesgo de mortalidad se observé para un consumo de aproxima-
damente 5 porciones diarias de productos vegetales, en concreto: 2
de frutas y 3 de verduras, si bien una ingesta superior no se acom-
pafid de una mayor disminucion del riesgo (9).

Esta situacion es especialmente preocupante en Espaiia,
pues pese a ser un pais productor de frutas y hortalizas de alta ca-
lidad, en la actualidad en Espafia el consumo de productos vegeta-
les, tanto en la poblacion infantil y adolescente, segin datos
encuesta ENALIA, como en la poblacion adulta mayores y embara-
zadas, ENALIA 2, se encuentra por debajo de la recomendacion de
400g/dia establecida por la OMS (10,11). Datos corroborados por
el Informe de la Fundacion Espafiola de Nutricion en 2018 (12).

Los alimentos de origen vegetal son una fuente impor-
tante de micronutrientes y compuestos bioactivos con propiedades
antioxidantes como son la vitamina C (en su forma de dcido ascor-
bico y dehidroascdrbico), la vitamina E (siendo la forma mds activa
el alfa-tocoferol), los carotenoides (con actividad como provitamina
A como el beta-caroteno, o bien con ofras funciones como el lico-
peno, los compuestos fenélicos (como los de las familias de flavo-
noides, flavonoles, antocianos. . .), y otras sustancias cuyo consumo
tiene una dara incidencia positiva en nuestra salud ) (13-15). Todos
estos compuestos los podemos encontrar en frutos como los citricos
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(16) y hortalizas tanto cultivadas como silvestres (17), asi como en
cereales y legumbres (18). Todos ellos caracteristicos de nuestra
dieta mediterrdnea.

2.1 Micronutrientes y estimulacion del sistema inmune

Ante nuestro objetivo de reforzar la funcion inmune, el
primer escollo con el que nos encontramos es la enorme complejidad
de este proceso y la multitud de factores involucrados, que hace que
no siempre esté claro el efecto de los componentes de los alimentos
sobre sus mecanismos.

El seguimiento de unas pautas dietéticas inadecuadas po-
dria facilitar la infeccion o empeorar su evolucion. Esto se ha visto
en personas con sobrepeso y obesidad, convirtiéndose en un factor
de riesgo de enfermedad grave de COVID-19. Es por ello que desde
el comienzo de la pandemia distintos investigadores se han ocupado
en analizar como una alimentacion saludable, en el marco de una
dieta variada y equilibrada, puede contribuir a mantener un mejor
estado de salud, incluyendo un mejor funcionamiento del sistema
inmune (19-22).

Los micronutrientes, como las vitaminas A, D, C, E y el mi-
neral zinc, son necesarios para garantizar la integridad estructural
y funcional de la piel y membranas mucosas, que tiene un efecto
barrera y representan la primera linea de defensa contra patdgenos
invasores (21). Los procesos de inmunidad innata, como la prolife-
racion y diferenciacion celular, entre otros procesos, depende de can-
tidades adecuadas de vitaminas A, D, C, E, B, y B,,, folato, y
minerales como hierro, zinc, cobre, selenio y magnesio. Del mismo

modo, la respuesta quimica, como es la activacion del sistema del
complemento y la liberacion de citocinas proinflamatorias, requiere
de la accion de ciertas vitaminas y minerales (en particular, vitami-
nas A, Dy C, zin, hierro y selenio). La respuesta inflamatoria cierra
la brecha entre la inmunidad innata y adaptativa, y estd regulada
por las vitaminas A, C, E, y By, asi como hierro, zinc y cobre. Del
mismo modo, la respuesta inmune adaptativa, que incluye aquella
mediada por células y la inmunidad humoral, depende nuevamente
de la presencia de una variedad de micronutrientes en todas las
etapas (proliferacion, diferenciacion y funcion de linfocitos, e inmu-
nidad mediada por células). Al mismo tiempo, los micronutrientes
participan en la autoproteccion de las células inmunitarias (a través
de mecanismos antioxidantes, por ejemplo, vitaminas C y E, zinc,
hierro, magnesio, cobre y selenio), acciones inhibidoras (vitaminas
D, B, y E) y eliminacion de células agostadas mediante apoptosis y
aclaramiento (lo que limita el dafio tisular), accién realizada por
la vitamina C (20,21).

Otros compuestos bioactivos, como los dcidos grasos po-
liinsaturados de la serie omega-3 (dcidos c-linolénico, eicosapen-
taenoico y docosahexaenoico) pueden estimular el sistema
inmunitario por diferentes mecanismos. Por ejemplo, mejorando
la proliferacion y la actividad de las células B o disminuyendo la
produccion de citoquinas y de prostaglandinas proinflamatorias
(19). Muchas bacterias dcido-ldcticas que forman parte de la micro-
biota intestinal, como son los lactobacilos y bifidobacterias, pueden
competir con otros microorganismos patogenos a nivel del colon,
modulando ademds la respuesta inmune por diferentes mecanismos (23).

Vitaminas: A, D, C, E, Bg, By, Folatos
Minerales: Fe, Zn, Cu, Se, Mg
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Liberacion citoquinas proinflamatorias
Vitaminas: A,DyC

Mecanismos antioxidantes
Vitaminas: C, D, By E
Minerales: Zn, Fe, Mg, Cu, Se
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Figura 1.- Relacion de los micronutrientes con la respuesta inmune innata y adaptativa. Basado en: 20,21
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Por tanto, cada etapa de la respuesta inmune depende de
la presencia de ciertos micronutrientes y compuestos bioactivos, que
producen un efecto beneficioso sinérgico basado en sus mecanismos
de accion complementarios, como se puede observar en la Figural.
Un mecanismo importante es la actividad antioxidante que presen-
tan determinados alimentos, por su composicion en nutrientes y
compuestos bioactivos. Esta actividad antioxidante permite reducir
los niveles de la enzima convertidora de angiotensina-2 (ACE2), la
cwal se ha considerado un receptor en las superficies celulares para
el SARS-CoV-2 (21).

De todos los micronutrientes anteriormente mencionados,
|la vitamina D es la que ha demostrado mds efectos positivos contra
la enfermedad COVID-19, ya que se asocia tanto con una disminu-
cion de las tasas de infeccion como con mejores resultados para los
pacientes. La vitamina D es reconocida por su papel en la regulacion
del metabolismo del calcio y el fosfato, asi como en el manteni-
miento de la mineralizacion dsea. También se considera como hor-
mona inmunomoduladora. La vitamina D mejora la barrera fisica
contra los virus, estimula la produccion de péptidos antimicrobianos,
y activa a células defensivas como los macréfagos que podrian des-
truir el SARS-CoV-2. Puede prevenir las tormentas de citoquinas al
disminuir la produccion de citoquinas inflamatorias (24,25) y man-
tener la integridad endotelial. Ademds, la vitamina D es un regu-
lador clave del sistema renina-angiotensina (enzima convertidora
de angiotensina 2, ACE2), que es aprovechado por el SARS-CoV-2
para entrar en las células huésped (26,27).

Debe tenerse en cuenta que actualmente varios estudios
epidemiologicos destacan la deficiencia de vitamina D en la pobla-
cion general, ya sea por baja exposicion solar o por una dieta baja
en grasas, siendo nifios pequefios, ancianos y personas obesas, los
grupos poblacionales mds susceptibles a sufrir esta hipovitaminosis
(28), lo que les haria también mds vulnerables para esta enferme-
dad.

Para validar las evidencias cientificas encontradas hasta
el momento actual, se encuentran en curso diferentes ensayos cli-
nicos que evaldan si el uso de complementos alimenticios (inclu-
yendo vitamina C, D y Zn) puede reducir el riesgo de infeccion con
sindrome respiratorio agudo severo, o reducir el riesgo de hospita-
lizacion, morbilidad y / o mortalidad en participantes diagnosticados
con COVID-19. De ellos, solo hay un ensayo clinico terminado (NCT:
04810949) realizado (durante 6 meses) en 41 pacientes con niveles
séricos de vitamina D +/- 20 ng / ml. Se trata de un ensayo clinico
aleatorizado comparativo que evalud el efecto de 2 tratamientos
en el personal de salud del Hospital Clinica Nova (México). El estudio
finalizé el pasado 1 de marzo de 2021, y los resultados atn no se
han publicado (29). Todos estos estudios en marcha son promete-
dores, pero ain no son concluyentes.
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3. EVIDENCIA CIENTIFICA - DECLARACIONES DE PROPIEDA-
DES SALUDABLES

Como marco legal y certificacion de la evidencia cientifica
haremos referencia a las Declaraciones de Propiedades Saludables
autorizadas por la Comision Europea al tener un dictamen cientifico
favorable de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) de acuerdo con el Reglamento 1924/2006 (30,31).

Tabla 1.- Dedaraciones de propiedades saludables autorizadas por
EFSA en relacion a la proteccién del dafio oxidativo y la estimulacién
de la funcién inmune.

PROTECCION DEL DANO OXIDATIVO

Contriboye a la proteccion del ADN, protefnas y lfpidos del

daio oxidativo

Vitamina C Cobre

Vitamina B2 Manganeso

Vitamina E Selenio
Zinc

ESTIMULACION DE LA FUNCION INMUNE

Contribuye a la funcion normal del sistema inmune

Vitamina A Cobre

Vitamina B; Hierro
Vitamina B, (dc. Félico) Selenio

Vitamina By, Tinc

Vitamina D

Ayvda al mantenimiento del sistema inmune como parte de

las defensas del organismo

Vitamina C

Contriboye al mantenimiento del normal funcionamiento
del sistema inmone durante y tras la realizacién de ejercicio

ffsico intenso

Vitamina C

Contriboye a la funcién normal del sistema inmune en mifios

Vitamina D

Basado en: EU Register on nutrition and health daims (32).
INR = Ingestas Nutricionales de Referencia; Al: Adequate intake (aporte satis-
factorio).




ANALES %
RANF =/

®

www.analesranf.com

Tabla 2.- Alimentos que pueden ser considerados como fuente de los micronutrientes para los cuales se ha autorizado alguna Declaracién
de Salud en relacion a su contribucién al normal funcionamiento del sistema inmune.

Micronutriente

Ingesta Nutriente Referencia
(INR) / Aporte satisfactorio (Al)

Alimentos que constituyen sus fuentes
naturales mds abundantes

YITAMINAS

Yitomina A y coratenoides,
omo equivalentes de
retinol

INR: 600 — 750 pg/dio

Huevos. Higado (cerdo, vacuno).
Hortalizos (espinacas, zonahorias, calabozo, boniatos)
Lacteos (quesos, montequilla)

Yitamina B,

INR-1,2— 1.7 mg/dio

Frutos secos (pistacho, pipos de girasol, nuez)
Legumbres (lentejo, cocahuete)

Pescados (sardino, boquerén, salmén, palometa,
cabollo)

Carnes (cordero); higado (cerdo, vacuno)

Yitomino By (Gcido félico y
derivados)

INR: 270 — 330 pig/dio

Higado (cerdo, pollo).

Legumbres (sojo, alubias, lenteja, habas, garbanzo)
Frutos secos (cocahuete)

Yerduras (espinaco, ocelgo, espdrrago verde,
cebollino, col rizado, endivia, puerro, escarola)

Yitamina B

INR- 2,2 24 pg/dio

Huevos y lacteos (quesos)
Pescados y mariscos
Carnes y visceras

Yitamina C

INR- 60 - 75 mg/dia

Frutas (kiwi, citricos, freso, pifia, frambuesa, grosellg,
papaya, guayaba) y hortalizas (pimiento, especies del
género Brassica), preferiblemente en estado crudo.

Yitamina D

INR: 10- 12,5 pg/dia

Carnes (cordero, cabrito) y visceras
Huevos y ladteos (mantequilla)
Pescados y mariscos

ELEMENTOS MINERALES

Cobre

INR: 1- 1,3 mg/dio

Frutos secos (olmendras)

Legumbres (alubia, habas, lenteja, sojo)

Cereales integrales (aveno, frigo, arrez) y sus
derivodos

Hierro

Al- 9 - 18 mg/dia

Carnesy derivados (vacuno, cordero, avestruz, higodo,
morcilla)

Pescados (sordinos, bacalao) y mariscos (almejas,
berberechos, langostinos, calamar, mejillon).
Legumbres (lentejo, alubio, sojo, haba)

Frutos secos (pistacho, sésamo)

Selenio

INR: 45 - 70 1g/dia

Carnes (cerdo, avestruz) y visceras. Huevos
Cereales integrales (trigo, centeno) y sus derivados
Pescados y mariscos

Frutos secos (onacardo, sésamo, pipas de girasol)

Tinc

INR: 8 - 11 mg/dia

(ereales integrales (trigo, ovena) y sus derivodos
Legumbres (altramuz, sojo)

Frutos secos (pipas de girasol, pipas de coloboza,
sésamo)

Basado en: (22,32-35)
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Respecto a las propiedades antioxidantes es preciso decir
que solo siete micronutrientes (vitaminas y minerales) han mostrado
suficiente grado de evidencia para poder alegar sus propiedades
beneficiosas en relacion a la proteccion del dafio producido por el
estrés oxidativo sobre el ADN, proteinas y grasas (32). Por ofro lado,
diez micronutrientes (vitaminas y minerales) han mostrado con su-
ficiente grado de evidencia contribuir al correcto funcionamiento
del sistema inmune si se consumen en cantidades suficientes para
cwbrir los requerimientos nutricionales diarios (32). La actividad
antioxidante la ejercen por distintos mecanismos, captacion de ra-
dicales libres, prevenir la propagacion de la peroxidacion lipidica e
inhibir la inflamacion.

En la Tabla 1 se muestran las declaraciones de propieda-
des saludables autorizadas por EFSA en relacion a la proteccion del
dafio oxidativo y la estimulacion de la funcion inmune hasta la
fecha. Hay que incidir, en que el papel beneficioso derivado de la
ingesta de estos micronutrientes es una contribucion a dichas fun-
ciones, no una garantia de inmunidad.

3.1 Alimentos como fuente de micronutrientes antioxi-
dantes y estimulantes de la funcién inmune
No hay un Gnico grupo de alimentos que contenga todos
los compuestos beneficiosos e involucrados en la mejora de la fun-
(ion inmune, sino que es una dieta variada y equilibrada lo que
hace que todos los compuestos involucrados en dichas funciones
puedan actuar de forma sinérgica. En la Tabla 2, se muestran los
alimentos fuente de los micronutrientes para los que se ha autori-
zado la dedaracion de salud "contribuye al normal funcionamiento
del sistema inmune", asi como las ingestas de referencia para la
poblacion espaiola de acuerdo con AESAN, 2019 (33). Para la con-
sideracion de “fuente” de un determinado micronutriente se hace
referencia al cumplimiento de los requisitos del Reglamento
1169/2011, contenido minimo de un 15% de los valores de refe-
rencia de nutrientes para cada caso concreto (34).
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En algunos casos los requerimientos de los micronutrientes
anteriormente mencionados no se pueden cubrir a través de la in-
gesta de alimentos y por ello puede ser necesario el uso adecuado
de complementos alimenticios (36).

Hay que recordar que no existen complementos alimenti-
cios que eviten la infeccion por ningdn tipo de virus u ofro agente
patogeno, y, por lo tanto, no puede haber ningin producto en el
mercado con tales declaraciones. Pese a ello, las autoridades euro-
peas han observado que cada vez mds productos vendidos a través
de Internet se anuncian alegando tener un efecto positivo en el sis-
tema inmunoldgico o que protegen contra la infeccion por corona-
virus (37). Hasta ahora, la evidencia cientifica no respalda ninguna
afirmacion de que cualquier alimento o complemento alimenticio
proteja contra la enfermedad COVID-19 (38).

La Sociedad Internacional de Inmunutricion (ISIIN), reco-
mienda, en personas de edad avanzada, el aumento de la ingesta
de nutrientes que han demostrado mejorar la inmunidad de las cé-
lulas Ty B (anticuerpos), como son vitamina C, D y E, asi como el
mineral Zn, en cantidades muy superiores a sus requerimientos,
como puede observarse en la Tabla 3 (38). La suplementacion con
Vitamina D en pacientes hospitalizados también es recomendada
por la Sociedad Espaiiola de Geriatria y Gerontologia para mejorar
el equilibrio inmunitario y prevenir la tormenta de citoquinas hi-
perinflamatorias (40).

4. ALIMENTACION SOSTENIBLE

Un Sistema Alimentario Sostenible es un sistema alimen-
tario capaz de proporcionar seguridad alimentaria y nutricion para
toda la poblacion, de manera que no se comprometan los mecanis-
mos econémicos, sociales y ambientales para que las generaciones
futuras puedan contar con alimentos nutritivos en cantidad sufi-
ciente, dentro del concepto de economia circular (42).

Tabla 3.- Requerimientos nufricionales de micronutrientes: vitaminas C, D, E, y mineral Zn, establecidas por distintos organismos, en com-
paracion con las recomendaciones ISIN para personas de edad avanzada en situacion COVID.

Micronutriente ISIN, 2020 AESAN, 2019 EFSA, 2017
Vitamin ( 200 mg - 2 g/dia INR: 60 - 75 mg/dia PRI: 70-110 mg/dia
Vitamin D 10 g - 100 pg/dia INR: 10- 12,5 pg/dia Al: 15 pg/dia
Vitamin E 134 mg - 800 mg/dia INR: 11 - 13 mg/dia Al: 11-13 mg/dia

Zinc 30 mg - 220 mg/dia INR: 8 - 11 mg/dia PRI: 7,4 - 11,7 mg/dia

Basado en: 33,39,41.

INR = Ingestas Nutricionales de Referencia; PRI: Population Reference Intake (referencia nutricional para poblacién); Al: Adequate intake (aporte satisfactorio)
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Una alimentacion saludable y sostenible es un modelo de
alimentacion que fiene como objetivo afrontar tanto las preocupacio-
nes de salud como las ambientales asociadas a la produccion y con-
sumo de alimentos. La pandemia de COVID-19 en la que estamos
adn inmersos ha supuesto una amenaza global sin precedentes que
ha alterado la vida de miles de millones de personas alrededor del
planeta y ha puesto en peligro la economia global (43). A finales de
2019 todos estabamos muy concienciados de la importancia de cuidar
nuestro enforno. El preservar la salud humana en tiempos de la
COVID-19 ha edlipsado estas preocupaciones que, es momento de re-
tomar. Hay que definir estrategias para el periodo post-COVID-19 que
permitan retomar la senda de crecimiento sostenible (44).

Los cambios en la dieta no solo pueden mejorar la salud y
prevenir enfermedades; también pueden ayudar a reducir la huella
medioambiental, disminuir el uso de recursos naturales y contribuir
al cuidado del medio ambiente. En este contexto surge el nuevo con-
cepto de “dieta de salud planetaria”, que considera la relevancia de
las elecciones dietéticas, por su implicacion tanto para la salud humana
como para el medio ambiente, manteniendo los recursos disponibles:
agua, fierra y suelo (45). Se estima que el duplicar la ingesta de frutas,
verduras, legumbres y nueces, y reducir el consumo de carnes rojas y
procesadas y azdcares afadidos al menos a la mitad, se pueden llegar
a evitar mds de 10 millones de muertes por aiio, lo que supondria
una reduccion de 19 — 23.6% en las cifras actuales de mortalidad
(46). Coincide que los alimentos de origen vegetal son los que menor
impacto medioambiental negativo producen medido en términos de:
emision de gases de efecto invernadero, requerimientos de uso de tie-
rra y energia, asi como un menor impacto en la acidificacion y eutro-
fizacion de los suelos.

Se debe por tanto potenciar el consumo de productos vege-
tales. No es necesario llegar a imponer dietas veganas estrictas que
pueden llevar asociados déficits nutricionales, sino abogar por dietas
“flexitarianas”, o de manera general por dietas en las que todos los
alimentos estdn presentes pero los productos vegetales son los pre-
dominantes (47) Ademds, son los productos vegetales los que actual-
mente sufren los niveles mds altos de pérdida y desperdicio, cuestion
que debe ser reducida al maximo. Esta necesidad ha llevado a Nacio-
nes Unidas a declarar el 2021 como el aiio internacional de la frutas
y verduras (48). Durante este aio los paises pondrdn énfasis en fo-
mentar dietas mds saludables y ricas en frutas y verduras, que ademds
de ser sostenibles y amigables con la lucha contra el cambio climdtico.

El conseguir establecer un sistema agroalimentario soste-
nible permitird la consecucion de los objetivos fijados por Naciones
Unidas en la Declaracion de Roma (2015): Promover sistemas ali-
mentarios sostenibles mediante la formulacién de politicas piblicas
coherentes desde la produccion hasta el consumo y en todos los sec-
tores pertinentes; asi como los establecidos en la Estrategia Europea
FOOD 2030 (49,50).

5. CONCLUSIONES

El mantenimiento de los sistemas defensivos del organ-
ismo permite afrontar mejor las situaciones de riesgo, como las de-
rivadas de la actual pandemia COVID-19, ademds de seguir unas
pautas higiénicas adecuadas, y potenciar la vacunacion, debemos
cuidar el estatus nutricional con especial incidencia en los siguientes
micronutrientes con efecto antioxidante y protector del sistema in-
mune: vitaminas (A, D, C, E, By, B,, y folatos) y minerales (hierro,
zinc, cobre, selenio y magnesio).

Hoy en dia ya no es suficiente que los alimentos sean se-
guros para la poblacion, cuestion claramente indiscutible, es nece-
sario ademds que sean respetuosos con el planeta, nuestro hdbitat
que debemos preservar. Deben ser accesibles a todos en cualquier
region del mundo, minimizando las desigualdades siendo adecua-
dos a cada etapa y circunstancia de la vida incluso aquellas impre-
vistas como la pandemia COVID-19.

El conocimiento cientifico debe ser de utilidad para la so-
ciedad. En este sentido, los profesionales de la salud debemos tra-
bajar juntos potenciando en la poblacion una alimentacion
saludable y sostenible, es decir, aquella que nos permite mantener
un buen estado de salud, utilizando adecuadamente los recursos
disponibles y contribuyendo, por tanto, a mantener el ecosistema.
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REVISION

RESUMEN

El escualeno es un compuesto hidrocarbonado intermediario en la biosintesis de fitosteroles y terpenos en
plantas y del colesterol en animales con una larga tradicion de investigacion que se inicio en 1916. La reciente
investigacion de sus efectos bioldgicos ha evidenciado propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antia-
terosclerdticas. Es un compuesto que se acumula en el higado de los animales que lo consumen sin que este
higado graso repercuta en la longevidad de dichas especies. Este acimulo de escualeno modula redes de
expresion génica y regula los niveles postranscripcionales de diversas profeinas. La combinacion del escualeno Escualeno
con ofras sustancias bioactivas es un campo ilimitado de exploracion que puede conducir a la formulacion Adyuvante
de nuevos alimentos funcionales para controlar enfermedades asociadas al estrés oxidativo y el envejecimiento Higado graso
en humanos y en medicina veferinaria. Aterosclerosis
Sus miltiples usos en dermofarmacia o como adyuvante de vacunas lo convierten en una molécula codiciada.
Aungque tradicionalmente se ha obtenido de los tiburones, el impacto de su captura con este fin es de tal

Palabras Clave:

. ! p . , Keywords:
magnitud que resulta imperante la bisqueda de alternativas. Esta bisqueda de nuevas fuentes para poder
cwbrir su demanda plantea nuevos retos tecnoldgicos.
Squalene
Adjuvant

ABSTRACT )
Squalene is a hydrocarbon intermediary involved in the biosynthesis of phytosterols and terpenes in plants | Foffy ver

and of cholesterol in animals. Its discovery backs to 1916. Recent researc[ on biological eﬁgds has shown Atherosclerosis
this compound to display antioxidant, anti-inflammatory and anti-atherosclerotic properties. When animals
accumulate in the liver, this fatty liver does not influence their longevity, but influences both gene expression
networks and post-transcriptional protein levels. Combination ofzqua lene with other biological compounds
is a(rlr open aspect to develop functional food to control oxidative stress and aging in human and veferinary
medicine.

Its current use in cosmetics or as vaccine adjuvant makes of it a coveted molecule. Traditionally, sharps have
been its source. However, the impact of their capture for this purpose is unsustainable and the search for
n/f v;/sources is highly required. The quest for those in order to reach the demand poses new technological
challenges.

El escualeno, una molécula palpitante a pesar de los ciento cinco
aiios de su descubrimiento

Jestis De la Osada Garcia



1. INTRODUCCION

Estructura del escualeno

El escualeno es un hidrocarburo cuya formula corresponde
al CoHsy, posee seis metilos y seis dobles enlaces y su nombre oficial
aprobado por la IUPAC es (6E,10E, 14E,18E)-2,6,10,15,19,23-hexa-
metil tetracosa- 2,6,10,14,18,22- hexaeno (1). Su biosintesis en
plantas y animales utiliza elementos de carbono de 5 unidades de-
nominados isoprenos y al ser un compuesto que utiliza un mdltiplo
de seis unidades del mismo, se le considera un isoprenoide, concre-
tamente un triterpeno lineal.

Descubrimiento

Fue en 1916 cuando el quimico japonés Mitsumaru Tsuji-
moto aislo y caracterizd este compuesto. Puso de manifiesto su
abundancia en el aceite de higado de tiburdn y formuld que podria
utilizarse para identificar aceites y grasas (2). En los afios siguientes,
prosiguio con sus investigaciones y confirmo el hallazgo en varias
especies de fiburones y a raiz de esto, lo denomind escualeno (3).

Destino metabélico

Desde entonces, numerosos trabajos han permitido esta-
blecer que el escualeno es un intermediario en la biosintesis de co-
lesterol. Utilizando la unidad de 5 carbonos de isopreno, antes
mencionada y en diversas etapas metabdlicas se forma el escualeno,
a partir del cual mediante ciclacion se originard el colesterol (4).

En plantas, el origen del escualeno es compartido con ani-
males, pero su destino metabdlico cambia y origina los fitosteroles
y una gama amplisima de terpenos. Solo en el fruto del olivo se
han encontrado alcoholes como el uvaol y el eritrodiol y compuestos
terpénicos dcidos como el mdslinico, el oleandlico y el ursélico (5).

2. NUESTRO INTERES

Nuestro grupo de investigacion viene trabajando en el es-
tudio de las propiedades antiaterogénicas del aceite de oliva virgen.
Este es el zumo oleoso del fruto de la Olea europea separado de
los demds componentes del fruto. Esto permite que ciertos compo-
nentes presentes en el fruto puedan pasar al aceite en tanto que
estdn ausentes en los procedentes de semillas, que siempre requie-
ren una extraccion con disolventes.

Los constituyentes del aceite de oliva virgen pueden cla-
sificarse en dos grandes grupos: uno mayoritario, la fraccion sapo-
nificable, y otro presente en menor proporcion, los componentes
minoritarios o fraccion insaponificable.

La fraccion saponificable representa el 99 %, la mayor
parte de la cual son friglicéridos y en menor medida dcidos grasos
libres, mono o diglicéridos, fostdtidos, ceras y ésteres de esteroles.
El dcido graso mds abundante es el dcido oleico (monoinsaturado),

Squalene, a vibrant molecule despite its one-hundred-five-year
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con cantidades moderadas de los dcidos palmitico y linoleico y un
bajo porcentaje de dcidos estedrico y linolénico, tal como se ilustra
enlatabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de los diferentes dcidos grasos presentes en el
aceite de oliva.

Nombre comdn (Simbolo) Porcentaje
Miristico (14:0) 0,0-0,05
Palmitico (16:0) 75-20,0

Palmitoleico (16:1n7) 03-35
Margdrico (17:0) 00-03
Heptadecenoico (17:1) 00-03
Estedrico (18:0) 05-50
Oleico (18:1n9) 55,0-83,0
Linoleico (18:2n6) 35-21,0
a-Linolénico (18:3n3) 00-09
Araquidico (20:0) 00-06
Eicosenoico (20:1n9) 00-04
Behénico (22:0) 0,0-02
Lignocérico (24:0) 00-02
Adaptada de (30)

La fraccion insaponificable, también denominada com-
ponentes minoritarios del aceite de oliva virgen, contiene una gran
variedad de compuestos. En la tabla 2, se recogen los principales
grupos quimicos junto con su rango de concentraciones. Como se
aprecia en la misma, los hidrocarburos son los mds abundantes y
entre ellos destaca el escualeno y en menor cantidad los carotenos
(la luteina y el B-caroteno) (6).

El contenido total de compuestos terpénicos supone una
de las fracciones mds abundantes y pueden ser de estructura tetra-
ciclica o pentaciclica. De entre estos Gltimos, destacan dos alcoholes,
el uvaol y el eritrodiol, y sus correspondientes dcidos, oleandlico y
maslinico.

Los esteroles vegetales mds abundantes en el aceite de
oliva virgen: son el B-sitosterol, el A°-avenasterol y el campesterol

(7).
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Tabla 2. Componentes minoritarios del aceite de oliva virgen.

Componentes minoritarios Concentracion (mg/ kg)
Hidrocarburos 1500-8000
Escualeno 1250-8000
Carotenos 0,5-5
Luteina 3-15
Compuestos terpénicos 1000-3000
Esteroles 800-2600
Compuestos fendlicos 20-900
Alcoholes alifdticos 100-200
Tocoferoles 50-300
Clorofilas Ay B 0,2-5
Feofitinas Ay B 0,2-20
Adaptada de (30)

Los compuestos fendlicos forman los constituyentes hidro-
solubles y afectan a la estabilidad y sabor del aceite de oliva. El mds
abundante es el hidroxitirosol (8).

Los alcoholes alifdticos saturados de cadena lineal con nd-
mero par de dtomos de carbono comprendido entre 18 y 28 Gtomos
de carbono, los focoferoles, clorofilas y feofitinas completan la com-
posicion (7).

Tal como hemos comentado el escualeno aparece en una
elevada concentracion en la fraccion insaponificable del aceite de
oliva (60-75%). Puede constituir hasta el 90% de los hidrocarburos
en el aceite de oliva virgen. El rango de contenido en los aceites de
oliva virgen muestra una gran variabilidad desde 1,5 hasta 13 g/
kg en la que influyen diversos factores como variedades vegetales
y procedimientos tanto agrondmicos como de obtencion de los acei-
tes (5). Esta molécula es estable en el aceite de oliva virgen calen-
tado a 180 °C durante 36 h, ademds se absorbe y permanece en el
organismo. Por estas razones se ha pensado que puede jugar un
importante papel en la accion del aceite de oliva virgen (9).

®

3. EXPLORACION DEL PAPEL BIOLOGICO

Nuestros estudios predlinicos con ratones humanizados se
han encaminado a estudiar el efecto del papel del aceite de oliva
virgen y sus componentes en el desarrollo de la ateroesclerosis y los
mecanismos implicados.

Para ello hemos utilizado el ratdn carente de la apolipo-
proteina E. La ausencia de la misma impide que las particulas re-
manentes de los quilomicrones y las VLDL puedan eliminarse por
el higado, por lo que se acumulan en el plasma y finalmente se de-
positan en el espacio subendotelial de las paredes arteriales. Por
ello, este raton alimentado con la dieta normal desarrolla una ex-
tensa aterosclerosis fibroproliferativa espontdnea (10), que presenta
la misma secuencia de formacion de la lesion establecida en otros
modelos animales y en humanos. La complejidad de las lesiones y
su facilidad de generacion de forma espontdnea en un corto periodo
de tiempo, junto con la semejanza del modelo con la enfermedad
humana lo convierten en un sistema atractivo para estudiar los fac-
tores predisponentes de la aterosclerosis, tanto ambientales como
genéticos. Entre los factores ambientales, hay que destacar la dieta
como uno de los mds importantes (11). En este campo, el empleo
de este raton nos ha permitido explorar el papel bioldgico de aceite
de oliva virgen y sus componentes sobre el desarrollo de la ateros-
clerosis.

Utilizamos estos ratones alimentados con dietas con un
10 % (p/p) de dicho aceite y sin colesterol, en un intento de repro-
ducir la cdsica dieta mediterrdnea donde la principal fuente de
grasa era ese aceite y el consumo de productos de origen animal
con colesterol era muy limitado. Este porcentaie se eligio teniendo
en cuenta que un raton consume unos 3 g/ dia de pienso y con el
10 % (p/p) de aceite, nuestros ratones estarian ingiriendo 0,3 g de
aceite. Dado que cada animal pesa unos 30 g, la dosis consumida
seria de 10 g de aceite/ kg de peso del animal. Extrapolando al
peso medio humano (70 kg), los ratones que pesasen como un hu-
mano estarian consumiendo 700 g de aceite por dia. Si se tiene en
cwenta que el tono metabolico en el ratdn es 10 veces mds elevado
(12), esa cantidad ya ajustada equivaldria a 70 g de aceite por dia
en humanos. Si lo valoramos en términos energéticos, este consumo
de 70 g de aceite/ dia a razon de 9 keal/g de grasa supone una in-
gestion de 630 keal que representan el 25 % de una dieta de 2.500
keal para una persona media, cifra inferior a la ingesta de aceite
de oliva en la dieta mediterrdnea cldsica donde el 35 % de las ca-
lorias totales provenia de dicho aceite (13).

Estas dietas con un 10 % (p/p) de aceite de oliva virgen
extra 0 30% de las calorias y sin colesterol se administraron a los
ratones durante 12 semanas y al cabo de dicho periodo, los anima-
les se sacrificaron y se cuantifico el grado de lesion aterosclerdtica

El escualeno, una molécula palpitante a pesar de los ciento cinco
aiios de su descubrimiento
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Figura 1. Efecto de la administracion de escualeno sobre el grado de esteatosis hepdtica en ratones macho carentes de Apoe alimentados con dieta pobre en grasa. El
andlisis estadistico se llevd a cabo mediante la U de Mann-Whitney: **, P< 0.001 vs control. Adaptado de Ramirez-Torres et al. J Proteomics 77: 2739, Copyright

(2012), con permiso de Elsevier

presente. En dicho estudio, la administracion de este porcentaje de
aceite de oliva en la dieta retrasaba el desarrollo de la aterosclerosis
(14).

En este mismo estudio, se incluyo un grupo de animales
alimentado con un porcentaje similar de aceite de girasol de alto
contenido en dcido oleico, lo que hacia que estos animales recibiesen
el mismo porcentaje de dcido oleico que los animales alimentados
con el aceite de oliva virgen extra. A pesar del similar contenido de
este dcido graso en las dietas, los animales que consumieron la
dieta de girasol con alto contenido de oleico no presentaron el des-
censo en la aterosclerosis. Esta observacion permitio concluir que
los triglicéridos con dcido oleico constituyentes del aceite de oliva
virgen extra no eran los Gnicos responsables de su accion.

Para comprobar la implicacion de los componentes mino-
ritarios del aceite de oliva, se diseid el siguiente experimento: Se
prepararon aceites del mismo olivar con dos procedimientos dife-
rentes: uno obtenido por prensado y ofro por centrifugacion. Ambos
tipos de aceites se refinaron para eliminar el componente hidroso-
luble. El procedimiento de centrifugado generd un aceite enrique-
cido en compuestos insolubles en agua de la fraccion insaponificable
tales como: fitosteroles, tocoferoles, triterpenos y ceras. Los dos tipos
de aceites se administraron al 10% a los ratones. El aceite obtenido
por prensado y refinado aumentd la lesion aterosclerdtica, en tanto
que el aceite de centrifugacion, enriquecido en los componentes mi-
noritarios e insolubles en agua y carente de compuestos hidrosolu-
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bles, indujo una disminucion de la aterosclerosis e indica que los com-
puestos liposolubles juegan un papel importante en el retraso del des-
arrollo de la lesion aterosclerdtica (15).

Dado que el escualeno es el compuesto liposoluble mds

abundante como se menciond anteriormente, se estudio su efecto. En
este sentido, la administracion de una dosis farmacoldgica de 1 g/ kg
raton/dia de escualeno al raton alimentado con la dieta pobre en grasa
redujo el desarrollo de la aterosclerosis. En conclusion, este compuesto
posee accion ateroprotectora y su administracion es segura a dosis
altas (16). De todos los pardmetros estudiados para explicar este ha-
llazgo, se observo que los cambios en grasa hepdtica estaban impli-
cados y que el escualeno los disminuia (Figura 1) (17).
El papel de un correcto funcionamiento hepdtico y las repercusiones
en la ateroesclerosis cuando acumula grasa es un nuevo aspecto de
investigacion el cual nos ha sorprendido en los Gltimos afios y es motivo
de debate en la comunidad cientifica.

Para explicar dichos hallazgos, se efectud un andlisis prote-
omico y se observaron las caracteristicas de las gotas lipidicas intrace-
lulares.

El' andlisis proteomico reveld que proteinas implicadas en
el metabolismo lipidico y lipoproteico, estrés oxidativo y ritmos circa-
dianos estdn influenciados por la administracion de escualeno (18).

Se abordo la distribucion del escualeno en los orgdnulos sub-
celulares y se vio que se acumulaba en las gotas lipidicas fundamen-
talmente (19). Estas gotas lipidicas fueron diferentes entre los dos
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Figura 2. Representacion esquemdtica de los efectos de la administracion de escualeno en ratones macho carentes de Apoe alimentados con dieta rica en grasa. Adaptado
de Gabas-Rivera et al. Mol Nutr Food Res 64: ¢2000354, Copyright (2020), con permiso de Wiley

sexos. En las hembras son mds pequefias ya que presentan menor
expresion de la proteina que permite su crecimiento (20).

La administracion de una dosis farmacologica de 1 g/ kg
raton/ dia de escualeno al raton alimentado con la dieta rica en
grasa redujo el contenido hepdtico de triglicéridos y favorecio su
acumulé (21). El acdmulo de escualeno también se tradujo en un
descenso del estrés oxidativo (Figura 2). Curiosamente, los animales
que lo acumulan en el higado como los tiburones del drtico viven
al menos 272 afios (22). Estos experimentos nos indican que las es-
teatosis hepdticas no son todas iguales y que la producida por el
aporte de escualeno no ocasionaria el desarrollo de las complica-
ciones de esta patologia como son la estatohepatitis, la cirrosis y el
hepatoma.

4. OTROS USOS ACTUALES

A parte de este potencial uso como suplemento nutricional,
el escualeno es ampliamente usado como adyuvante de vacunas,
en cosmética y en usos no bioldgicos como lubricante.

Como adyuvante para potenciar la respuesta inmune estd
presente en las vacunas de la gripe, rabia, camidias, coronavirus
(SARS-CoV'y MERS-CoV) (23) y en las recientemente desarrolladas
frente al coronavirus implicado en la COVID-19 (24).

El escualeno es el tercer componente mds importante de
la secrecion grasa de la piel humana donde supone el 13% por de-

trds de triglicéridos y ceras (25). Al no taponar la gldndula sebdcea
es un compuesto presente en preparados hidratantes para la piel
ya sean cremas o ldpices de labios. También se incluye en formula-
ciones con funciones emolientes y destoxificantes de este drgano ya
que contribuye a reparar su dafio oxidativo (25).

5. PERSPECTIVAS FUTURAS

En resumen, las necesidades del escualeno para cubrir
todas estas aplicaciones suponen un importante reto. Segun la or-
ganizacion no gubernamental Sharkallies, para obtener una fone-
lada del compuesto se han de sacrificar entre 2500 y 3000 tiburones
(26). Este mismo organismo estima que para vacunar a toda la po-
blacion del planeta frente al SARS-CoV2 se precisardn sacrificar al-
rededor de 500.000 tiburones.

Esta ingente necesidad mundial de escualeno precisa nue-
vos abordaijes que acaben con el sacrificio de los tiburones para ob-
tenerlo de su reservorio hepdtico. Por ello, son muchas las iniciativas
que van surgiendo, ya sea para aislarlo de plantas o protistas, pro-
ducirlo por ingenieria bioquimica o por biologia sintética en nuevos
organismos convenientemente modificados.

* Algunas de las plantas que proporcionan gran cantidad de escualeno
son el olivo (5) y Artocarpus lakoocha (27). Son varias las compaiiias
que lo preparan a partir del olivo: EKIZ Olive 0il & Soap, EFP Biotech,
Jedwards International, Inc. o Wilshire Tech (aceite de oliva) (26).
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* Otra segunda fuente natural son los profistas del género Au-
rantiochytrivm sp. 18W-13a que acumulan un 13% de su peso
como escualeno (28).

* Nuevos desarrollos tecnoldgicos a partir de cafia de azicar
como el que ha desarrollado la empresa Amyris Biotecnologia,
(Emeryville, CA, USA) o la generacion de nuevas levaduras por
biologia sintética que lo acumulen (29) y que ya explota la em-
presa Enepret Inc (Lexington, KY, USA) muestran la importancia
de producir este compuesto de la mdxima pureza, bajo coste y
con el menor impacto ambiental.

. CONCLUSIONES

* El escualeno es mds que un intermediario metabolico en la
biosintesis de colesterol, fitosteroles y terpenos.

* Posee una amplia gama acciones importantes en varios siste-
mas bioldgicos.

* Su amplio uso industrial en cosmética y adyuvante de vacunas
plantea importantes retos medioambientales.

* Son esos desatios los que actdan como un motor de desarrollo
biotecnoldgico para una produccion mds sostenible de este com-
puesto.
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