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PALABRAS CLAVE RESUMEN

A\'/ances' gn En la historia de las sociedades, en general, se produce una evolucion progresiva, que va
B1'ome.d1c1na en paralelo a los avances de la ciencia y en concreto de la Medicina. Quizas haya que
Historia ) plantearse, sin miedo a equivoco, que la Farmacologia ha permitido que se viva mas y
Biotecnologia mejor. Si echamos la vista atras y mas los que hemos tenido la suerte de tener muy de
Terapias avanzadas cerca una botica de las muy antiguas, en que quizas el bisabuelo era farmacéutico, el de
Enfermedades raras toda la vida, en un pueblo casi perdido de la antes Castilla La Vieja, hacia la segunda

mitad del siglo XIX, podemos valorar creo, en mejor medida, los avances que se han
producido. Pero, ademas, si el biznieto en cuestion optd por seguir una tradicion familiar
de ser boticario, la cosa ya toma otra dimension, maxime cuando su vocacion ha sido de
boticario docente universitario y de investigador en Biotecnologia. A sabiendas de que
estamos ante una realidad farmacoldgica extraordinariamente novedosa, pareciera que
nos movemos en el mundo de la magia y la sorpresa. Porque, los fines terapéuticos que se
persiguen en el momento presente, eran hace décadas inimaginables, y menos a través
de las técnicas, formas farmacéuticas y procedimientos actuales que son una combinacion
de la actividad multidisciplinar de muchos especialistas. En este camino que va desde las
formulas magistrales, de utilidad empirica, hasta las nuevas terapias avanzadas, han
nacido areas que son la combinacion de distintos saberes como asi es la
Farmacobiotecnologia. También controlamos, en parte, a la Biologia en su “alma” mas
intima que es el genoma y somos capaces de crear modelos animales con una determinada
patologia para estudiar nuevos farmacos. La Farmacobiotecnologia ha permitido obtener
proteinas terapéuticas recombinantes en el laboratorio; anticuerpos recombinantes mono
y biespecificos para el tratamiento del cancer y otras enfermedades y, a través de las
nuevas terapias, terapia génica y terapia celular, se pueden corregir alteraciones en los
genes que dan lugar a muchas enfermedades hereditarias. Pero, en este nuevo mundo de
la Farmacologia moderna, que sera, en gran parte, individualizada, se debera tener
presente la bioética de la sanacion, no sea que los nuevos procedimientos —de alto coste—
puedan incrementar mas la inequidad social.
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A,dvanc?s‘m In the history of societies, in general, there is a progressive evolution, which runs parallel
EI‘,OL“ed‘C‘"e to the progress of science and, in particular, of Medicine. Perhaps it is necessary to
istory

consider, without fear of misunderstanding, that Pharmacology has allowed us to live
longer and better. If we look back, especially those of us who have had the good fortune
of having a very old apothecary's shop, where perhaps our great-grandfather was a
pharmacist, a lifelong pharmacist, in an almost lost village in the former Castilla La Vieja,
around the second half of the 19th century, we can better appreciate the progress that
has been made. But, in addition, if the great-grandson in question chose to follow a
family tradition of being an apothecary, things take on a different dimension, especially
when his vocation has been of university professor in Pharmacy and of researcher in
Biotechnology. Knowing that we are facing an extraordinarily novel pharmacological
reality, it would seem that we are moving in the world of magic and surprise. Because
the therapeutic purposes that are being pursued at the present time were unimaginable
decades ago, and even less so with the current techniques, pharmaceutical forms and
procedures that are a combination of the multidisciplinary activity of many specialists.
In this evolution that goes from magistral formulas, of empirical utility, to new advanced
therapies, areas have been born that are the combination of different knowledge, such
as Pharmacobiotechnology. We also control, in part, biology in its most intimate “soul”,
which is the genome, and we are able to create animal models with a specific pathology
to study new drugs. Pharmacobiotechnology has made it possible to obtain recombinant
therapeutic proteins in the laboratory; recombinant mono- and bispecific antibodies for
the treatment of cancer and other diseases and, through new therapies, gene therapy
and cell therapy, it is possible to correct alterations in the genes that give rise to many
hereditary diseases. However, in this new world of modern pharmacology, which will be
largely individualized, the bioethics of healing must be kept in mind, lest the new high-
cost procedures can further increase social inequity.

Biotechnology
Advanced therapies
Rare diseases

1. INTRODUCCION

Antes de nada, se ha de justificar la eleccion del Y... ;por qué lo de “magia”? Estamos en una
tema del discurso [La magia de la realidad en que la farmacologia es
Farmacobiotecnologia: De las magistrales a los extraordinariamente novedosa, y pareciera que
virus recombinantes en terapia génica]. En la nos movemos en el mundo de l,a magia 'y la
historia de las sociedades, en general, se produce ~ SOTPresa. Porque, los fines terapeuticos que se
una evolucion progresiva, que va en paralelo 5?“'3”@ en el ml;)lmento presenti, erlandhalce
precisamente a los avances de la ciencia y en €cadas inimaginabies, y Menos a traves de fas

. . tecnicas, formas farmaceuticas y procedimientos
concreto de la Medicina. Quizas nos podamos Y ..
lantear sin miedo a equivoco. que la farmacolosia actuales que son una combinacion de la actividad
P " 9 . ’C,] . g multidisciplinar de muchos especialistas (1). En
ha permitido que se viva mas y mejor. Pero,

; ) ) ) este camino que va desde las formulas
ademas, nuestras propias vidas, a veces, siguen,  magistrales, de practica muchas veces empirica,
como puede ser en este caso, un paralelismo con

hasta las nuevas terapias avanzadas, han nacido
estos avances. areas que son la combinacion de distintos saberes
Partiendo de estas premisas, la eleccion del

como asi es la Farmacobiotecnologia o
argumento de mi discurso se ha potenciado mas si
cabe, por la circunstancia en mi caso de tener un
origen, un transcurso y unos fines intimamente
relacionados con los avances en la Biomedicina.
Historia, enfermedad y vocacion investigadora,
serian las palabras clave definitorias.

The magic of Pharmacobiotechnology: From
3“. magistrals to recombinant viruses in gene therapy
Antonio Liras Martin

Biotecnologia Farmacéutica. Somos capaces de
controlar, en parte, a la Biologia en su “alma” mas
intima que es el genoma y somos capaces de crear
modelos animales con una determinada patologia
para estudiar nuevos farmacos. Si nuestros
antepasados levantaran la cabeza! ;No pareciera

An. R. Acad. Farm.
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que todo esto tiene algo de magico? Curar
modificando el genoma de nuestras células
mediante terapia génica. Pareciera que se cerrara
un circulo desde las practicas magicas de la
Prehistoria hasta la “magia” de la biotecnologia de
nuestro siglo XXI.

2. EL PRINCIPIO DE LA HISTORIA

El principio de la historia podria comenzar y de
hecho asi fue, en una botica de las muy antiguas
de finales del S. XIX (2) (como la de Fortunata y
Jacinta) en que un farmacéutico, D. Gabriel
Herrero Tejedor (el bisabuelo del que ahora habla)
en un pueblo perdido de la antes Castilla La Vieja,
Navas de Oro, preparaba formulas magistrales que
dispensaba en forma de papelinas y de obleas.
Estos momentos de finales del S. XIX y principios
del S. XX fueron el nucleo de cristalizacion de los
avances cientificos y de la farmacologia que
después vendrian. Pero también lo fue aquel
farmacéutico, en sus Ultimos anos de su vida,
como inductor de una vocacion farmacéutica en el
biznieto en cuestion que optd por seguir la
tradicion familiar de ser boticario, pero, ademas,

docente universitario e investigador en
Biotecnologia.
El siglo XIX supuso un cambio, una

transformacion Unica y abismal en el medicamento

Jal oC

b4

y, por ende, para la profesion del boticario que
pasaria a denominarse farmacéutico. Ese paso vino
acompanado del avance de la quimica, de la
ensenanza en universidades, del desarrollo de la
botanica y de la obtencion de los primeros
principios activos (3).

Las formulaciones mas o menos empiricas como
formulas magistrales individuales dejaban atras la
célebre y conocida formula verbal “hagase segun
arte” utilizada en las reboticas, para dar paso a la
especialidad farmacéutica industrial. El boticario
trabajaba con los denominados productos simples
y otros medicamentos compuestos que elaboraba
con arte, ciencia y cierta dosis de misterio y
magia. La Triaca Magna (4) (Figura 1), un anti
venenos secreto, con un total de 60 ingredientes
que se encontraba plasmada en las Concordias
desde el S. XVI, dejaba de ser la estrella a finales
de ese S. XIX. Aquellos tiempos lo eran de
preparaciones sencillas como: mantecas,
enjundias, médulas preparadas, los simples,
infusiones...; y otras preparaciones como: aceites,
jabones, aguas destiladas, gargarismos y lavativas,
supositorios o calas.... A mediados de 1800 se
incorporarian, ademas, formas farmacéuticas mas
novedosas como las capsulas de gelatina, las
grageas, los comprimidos o los inyectables.

Aquel farmacéutico (Figura 2), el de toda la
vida, D. Gabriel Herrero Tejedor nacido en Aldea

poM NGO cmu.m, MEDICO
.ms‘;d, Ciadadano

ASQVAL BVENQ;lmPIeﬂorde
al Audiencia, 1 del Saaco

Figura 1. Triaca Magna de los antiguos aprobada de los modernos y en justicia y conciencia defendida con autoridad, experiencia y razén,
manifestado por D. Domingo Guillén, médico de camara de su Majestad. Impresion de la Real Audiencia y del Santo Tribunal de la Inquisicién,

Ao 1724.
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tUniversidad Central de-Madrid, 1894

‘ Navas de Oro , 1917

Figura 2. D. Gabriel Herrero Tejedor nacido en Aldea del Rey (Segovia) en 1873, licenciado en Farmacia por la Universidad Central de

Madrid en 1894 y farmacéutico en Navas de Oro (Segovia) desde 1917.

del Rey (hoy Aldea Real), provincia de Segovia, en
1873, se licencio en Farmacia por la Universidad
Central de Madrid en 1894 y ejercid en la farmacia
de calle Carretas 33 (ya desaparecida) y
paradojicamente hoy establecimiento de
cannabis; también en Villadiego (Burgos); Otero de
Herreros y finalmente en Navas de Oro en Segovia
desde 1917. Casi 30 afnos de farmacéutico en esta
ultima localidad sanando a ricos y pobres (a los
que regalaba los remedios). Recibio el
reconocimiento de esta ultima localidad con una
calle dedicada con su nombre a su labor
farmacéutica y por el Colegio Oficial de
Farmacéuticos de Segovia a sus 100 anos de edad.

3. HASTA AQUI LOS ORIGENES

A partir de ahora, la historia de una enfermedad,
de una vocacion cientifica y la revolucion
biomédica. Para ello, es necesario concretar
dentro del amplio espectro de la biomedicina. Nos
vamos a centrar en un tipo de patologias que son
las coagulopatias congénitas. Y nos encontramos
ya en los albores del S. XX. Puestos asi en contexto
podemos decir, en general, que aquel siglo XX dio
lugar a la primera revolucién farmacéutica,
aunque en sus primeras décadas las cosas iban algo
despacio.

The magic of Pharmacobiotechnology: From
302 magistrals to recombinant viruses in gene therapy
Antonio Liras Martin

La hematologia empezaba a florecer y ya se
hablaba de personajes importantes en la materia
(5). Estos son los momentos en que la hemofilia
irrumpia en Espana, en la Casa Real Espanola (6)
(Figura 3) a partir de la Reina Victoria de
Inglaterra, portadora espontanea de la
enfermedad, hemofilia B, por una mutacion
espermatica en su padre Eduardo de Kent. Su hija
Beatriz también portadora, introduce
directamente la enfermedad a través de su hija
Victoria Eugenia que desposa con Alfonso Xl Rey
de Espana en ese momento. Dos hijos de este
matrimonio, Alfonso y Gonzalo sufren la
enfermedad.

Pero... ;cual era la situacion médica en esos
momentos entre 1900 y 1940? Con respecto a la
hemofilia el desconocimiento era pleno, ni se
conocian las causas y ni mucho menos el
tratamiento. Un ilustre médico hematologo
italiano, Gustavo Pittaluga (7), fue nombrado
médico personal de la Casa Real para hacerse
cargo de la enfermedad. Los tratamientos: veneno
de serpiente, clara de huevo, extracto de
cacahuete, transfusiones de sangre, apositos,
inmovilizacion y aplicacion de frio. Las
consecuencias: minima integracidon social,
artropatia hemofilica invalidante y muerte a edad
temprana. El Principe de Asturias, Alfonso, a los 31
anos y el Infante Gonzalo a los 19.

An. R. Acad. Farm.
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Victoria de

Sajonia-Coburgo- s

1 Eduardo
» de Kent
Saalfeld

Victoria de
Inglaterra

TS

Varén sano
(Mutacién espermatica)

D Varén sano

O Mujer sana

. Varén con hemofilia
O Mujer portadora

4 Alfonso XIIl | Victoria Eugenia

Tulele

Alfonso

Figura 3. La hemofilia B en la Casa Real Espafiola a partir de la Reina Victoria de Inglaterra, portadora espontanea de la enfermedad por
una mutacién espermatica en su padre Eduardo de Kent. Su hija Beatriz también portadora, introduce directamente la enfermedad a través
de su hija Victoria Eugenia que desposa con Alfonso Xlll Rey de Espafa. Dos hijos de este matrimonio, Alfonso y Gonzalo sufren la

enfermedad.

Y ;qué pasaba fuera de la Casa Real? Pues mas o
menos lo mismo, hemofilias por mutaciones
espontaneas en muchas familias que padecerian la
enfermedad. Vamos a tierras segovianas, por
poner un ejemplo. Nuestro farmacéutico Gabriel
se desposa con Mamerta en 1900; su primera hija
Ana Maria nace en 1901; ésta desposa con Timoteo
y su hija Carmen nace en 1930 (portadora de
hemofilia en este caso hemofilia A por una
mutacion espontanea en los espermatozoides de
su padre Timoteo), todo igual, pero sin ser Reina
de Inglaterra, porque... las enfermedades no
entienden de estirpes ni rangos. En 1955 naceria
Antonio, aqui presente, con hemofilia A grave.

En la cronologia temporal, un punto de inflexion
se dio en 1937 con los estudios de Patek y Taylor
(8) en donde se describia la fraccion que llamaron
globulina antihemofilica que, obtenida a partir de
plasma humano de personas sanas, podia
neutralizar los procesos hemorragicos. Mas tarde
en 1946 Jessica Lewis y sus colaboradores (9)
ensayaron los primeros derivados concentrados de
proteinas de plasma para el tratamiento de los
pacientes con trastornos hemorragicos.

Y.. estamos ya sin darnos cuenta a mediados del
S. XX en el inicio de la revolucion farmacéutica
(10) y de la medicina, una revolucion en los
diagnosticos, en la definicion y clasificacion de las

An. R. Acad. Farm.
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enfermedades y ademas en la Farmacologia. Se
produce el paso de las drogas quimicas y de origen
vegetal a los farmacos que se denominan
bioldgicos, o lo que es lo mismo aquellas moléculas
grandes proteicas que se obtienen de un
organismo, o se adecUan en un laboratorio, para
que tengan efectos beneficiosos. Asi, en la década
de los 60" se comenzaban a utilizar los llamados
crioprecipitados de muy baja eficacia pero que
solventaban en parte los problemas de sangrado.

Aun asi, en aquellos anos (y volvemos a Segovia
como ejemplo) el diagnostico de un nifo
hemofilico se solia realizar por los sintomas
clinicos de sangrado a los pocos dias desde el
nacimiento hasta los dos anos de edad con las
primeras denticiones. Ademas, los crioprecipitados
no tenian la suficiente potencia terapéutica como
para evitar una artropatia hemofilica en los
pacientes.

Pero la verdadera revolucion en coagulopatias
congénitas se dio en la segunda mitad del S. XX.
Los genes codificantes de los factores de la
coagulacion se empezaron a clonar en especial el
del factor VIl y el del factor IX cuya alteracion da
lugar a hemofilia A y B respectivamente. El
diagnostico molecular de las mutaciones
comenzaba a dar sus primeros pasos y aparecian
en los anos 70 los factores plasmaticos de pureza
intermedia y después los de alta eficacia.

La magia de la Farmacobiotecnologia: De las
magistrales a los virus recombinantes en terapia génica 303
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Mientras, en Segovia, 1973, D. Gabriel Herrero
recibia el homenaje a toda una vida de
farmacéutico por el Colegio Oficial de
Farmacéuticos de Segovia. Un afio mas tarde casi
coincidiendo con el final de su vida, 1974, su
biznieto (cosas del azar o vete tu a saber), iniciaba
en la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid sus estudios de
farmacéutico, por vocacion y por consejo de su
padre Antonio que pensaba en una profesion
tranquila en la rebotica para su hijo con hemofilia
(nada mas lejos de la realidad que fue).

Los tiempos prometian. Aparecian noticias
alentadoras sobre los nuevos factores plasmaticos,
que padres y madres de pacientes hemofilicos
buscaban y leian en la prensa. Ese mismo afno de
1974 los pacientes aprendiamos la
autoadministracion intravenosa de aquellos
factores plasmaticos de alta eficacia que nos
devolverian la esperanza de vivir de otra forma,
mas y mejor.

Pero, como no siempre todo es de color de rosa,
esos mismos factores plasmaticos que nos habian
dado la esperanza de vivir, arrebataban la vida en
los afos 80°. La infeccion por el VIH (11) entré en
la vida de los pacientes hemofilicos y casi el 80%
de los pacientes no vivio para disfrutarlo.

Los afos 90" ofrecian un momento clave de
revoluciéon biomédica para las coagulopatias
congénitas y para otras enfermedades, que fue el
paso de los medicamentos bioldgicos a los
biotecnologicos que son aquellos que, en base a
los bioldgicos, se obtienen por técnicas
generalmente de ingenieria genética. La era
recombinante estaba servida (12-14) y los
pacientes empezaban a disfrutar de medicamentos
altamente eficaces y seguros. Los pacientes en su
domicilio tenian su producto recombinante a su
disposicion para el autotratamiento.

Coincidiendo precisamente con esta revolucion
farmacolodgica, en las Ultimas décadas del S. XX,
se dio un cambio en la forma de relacionarse los
médicos y los enfermos desde un modelo
paternalista a uno autonomista. Se empez6 a
introducir el concepto de tratar, no una
enfermedad, sino a una persona que padecia su
enfermedad. El sujeto tomaba un papel relevante
en el arte de curar. Los aspectos sociales,
psicologicos y personales tomaban peso en la
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practica médica. Asi, en 1973 la Asociacion
Americana de Hospitales aprobo la primera Carta
de Derechos del Paciente (15), que suponia el
reconocimiento oficial del derecho del enfermo a
recibir una completa informacion sobre su
situacion clinica y a decidir entre las distintas
opciones terapéuticas, como adulto auténomo y
libre que era. Esto abrid las puertas al movimiento
asociativo, y las asociaciones de pacientes fueron
un hito en la historia de la medicina y la
terapéutica.

Derivado de la posibilidad de diagnosticar un
mayor numero de enfermedades, aparece el
concepto, a mediados de los afos 80", de
enfermedad rara y ultra rara (16, 17) en base a la
casuistica de frecuencia en la incidencia (inferior
a 1 de cada 2000 individuos o inferior a 1 de cada
50000). En coagulopatias congénitas hablamos de
enfermedad rara, como, por ejemplo, la hemofilia
Ao la By de ultra rara como el déficit de factor V.
Esto que pareciera algo irrelevante a simple vista,
se convierte en un inconveniente inesperado,
como mas adelante comentaré.

Pero cambiamos de siglo, al XXI, el que iba a ser
el del fin del Mundo, aunque todavia estamos a
tiempo. Nos seguimos sorprendiendo con los
avances biomédicos, y si pensabamos que todo
estaba ya conseguido o medio conseguido, surgen
los medicamentos biotecnoldgicos mejorados de
mayor vida media; surgen las llamadas nuevas
terapias avanzadas (18), la terapia celular basada
en células, la medicina regenerativa basada en
trasplantes de organos o tejidos y la terapia génica
basada en corregir o sustituir genes alterados. Y si
esto pareciera poco, surge la inmunoterapia (19),
las terapias basadas en ARN mensajero y el CAR-T
(20). En el diagnostico, la biopsia liquida (21) por
la que se pueden detectar y analizar distintas
biomoléculas circulantes en fluidos bioldgicos
como enzimas, proteinas, acidos nucleicos o
factores angiogénicos, representa una gran
novedad ya que se trata de una técnica de alta
especificidad y minimamente invasiva porque se
puede realizar en muestras, fundamentalmente en
sangre, con aplicacion en el diagnostico prenatal
y en el diagnostico precoz del cancer. La
secuenciacion masiva (22) de ultima generacion
por su parte complementa esta técnica y permite
la secuenciacion rapida y precisa del genoma.
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4. ;A DONDE NOS PUEDE LLEVAR TODO ESTO?

En general, seremos capaces, por ejemplo, de
corregir un defecto hereditario en los genes;
reproducir una enfermedad genética en un
organismo; curar el cancer mediante
inmunoterapia y CAR-T; lograr, por ejemplo, que
los nifos con inmunodeficiencia combinada severa
salgan de sus burbujas o que se devuelva el color
de la vida a aquellas personas que padecen
acromatopsia. También, que podamos controlar a
largo plazo el sangrado en aquellos pacientes con
coagulopatias congénitas mediante las terapias
avanzadas, terapia celular o terapia génica.

El gran avance en el tratamiento de las
coagulopatias congénitas y en concreto en
hemofilia Ay B ha sido la incursion de los farmacos
biotecnolodgicos de origen recombinante en base a
los plasmaticos. Presentan una larga vida media,
gracias a la modificacion en su estructura, por
pegilacion por ejemplo o por coexpresion con
albumina o inmunoglobulinas; son mas eficaces y
con menos efectos adversos; son el tratamiento
optimo y el de eleccion para hemofilia A y B;
permiten una mejor insercion laboral y social; una
alta calidad de vida; una muy buena adherencia y
no tienen efectos secundarios ni riesgos de
infeccion por patdgenos. Ademas, presentan una
muy baja inmunogenicidad ya que se obtieneny se
modifican postraduccionalmente en células de
origen humano.

Pero realmente la novedad farmacologica de
este siglo XXl para la hemofilia ha sido el
establecimiento de los nuevos protocolos de
terapias avanzadas. Son procedimientos factibles
tanto para enfermedades monogénicas como
poligénicas y se justifican claramente en
patologias graves o crdnicas, cuando no existe un
tratamiento o si lo hay este es tedioso, incomodo
0 con graves efectos secundarios adversos.

En hemofilia las células pluripotentes inducibles
(iPSCs) son las células estrella para terapia celular,
y en terapia génica, los vectores adenoasociados
y lentivirales son los de mayor potencial clinico,
en protocolos de terapia génica in vivo en que se
inyecta en el torrente sanguineo el propio vector
que porta el gen terapéutico de factor VIl o de
factor IX.
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Asi, el ano pasado se aprobaron el Roctavian
para hemofilia A (23) y el Hemgenix (24) para
hemofilia B, basados ambos en vectores virales
adenoasociados que se administran por via
intravenosa.

La pregunta clave es si mediante estos
procedimientos se curara la hemofilia. La
respuesta, hoy por hoy, es que no. No se corrige la
causa endogena mutacional y en consecuencia se
produce la expresion de la proteina durante unos
pocos anos y con fenotipos leves o moderados. Hay
estudios muy interesantes, entre los que se
encuentra la colaboracién de nuestro grupo de
investigacion con la Dra. Follenzi de la Universidad
de Piamonte en Novara (Italia) y la Dra. M® José
Sanchez de la Universidad Pablo de Olavide de
Sevilla, en que intentamos corregir precisamente
mediante técnicas de terapia celular y edicion
génica con CRISPR la mutacion en hemofilia A en
los estadios embrionario y fetal (25, 26).

;Cuales son los inconvenientes actuales de estos
protocolos de terapia génica que hay que
solventar? En primer lugar, la alta variabilidad
individual en la respuesta. Esto hace que al existir
ya un tratamiento recombinante actual muy eficaz
y seguro para los pacientes con hemofilia, la
terapia génica no representa, hoy por hoy, un
tratamiento de primera linea. La segunda cuestion
es que se alcanzan fenotipos moderados o leves
(39 al 50% del valor de referencia). Tanto el
decaimiento de la expresion de la proteina con el
tiempo como los niveles alcanzados, se pueden
explicar primero porque el virus no es integrativo
de genoma, pero fundamentalmente por la alta
inmunogenicidad que presenta la capside de este
tipo de virus adenoasociados que se deriva en una
importante hepatotoxicidad con un aumento en las
transaminasas. Esto obliga al uso concomitante de
inmunosupresores, como son los corticoides, con
sus bien conocidos efectos adversos. Y, por ultimo,
y no menos importante, es su coste que ronda los
3 millones de euros por inyeccion, lo que hace
desconfiar de su eficiencia en la relacion coste-
beneficio, teniendo en cuenta que tampoco
representan estos protocolos la cura de la
enfermedad.

Las terapias avanzadas si funcionan bien seran
un hito, pero atenciéon porque vamos, hoy por hoy,
por caminos empiricos en lo que respecta a sus
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efectos adversos y desconocemos muchas cosas, y
los resultados pueden ser fatales, como asi se
notifico a finales del ano pasado (27).

Otra desconfianza que nos puede surgir es la
relativa a si estos procedimientos incrementaran
aun mas, si cabe, las brechas de inequidad que ya
se dan en el momento presente en el Mundo con
los tratamientos convencionales. Pensemos que,
de los 400.000 pacientes con hemofilia en el
Mundo, tan solo 100.000 se tratan
adecuadamente. No se nos puede olvidar que la
justicia y la equidad son pilares basicos para la
bioética de la asistencia sanitaria.

En otro orden de cosas, otra cuestion puede ser
si todas las enfermedades tienen la misma
prioridad en sus tratamientos. Aqui
inevitablemente tenemos que volver al concepto
de enfermedad rara y ultra rara. No hace falta
indagar demasiado para comprender que las
prioridades de una enfermedad comun, rara y
ultra rara son obviamente muy diferentes. Si
estudiamos, por ejemplo, la cadena de valor de
traslacion clinica entre la hemofilia A que es una
enfermedad rara y el déficit de factor V que es una
ultra rara (Figura 4), existen importantes
diferencias por no decir que son dos mundos
diferentes. En el caso de la hemofilia el proceso,
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desde los incipientes y empiricos procedimientos
ya comentados, pasando por los medicamentos
bioldgicos como el plasma y derivados, hasta llegar
a los farmacos biotecnoldgicos y ahora a la terapia
génica, ha seguido una evolucion casi natural en
base al avance de los conocimientos en
biomedicina. Si nos fijamos en el déficit de factor
V se puede decir que no ha habido ningun avance
en su tratamiento que sigue siendo a base de
plasma fresco congelado, como en aquel nifo
segoviano de 1960.

Pero no es que no se haya investigado sobre
factor V, mas bien todo lo contrario. En los afnos
70"y 80’se purifico y caracterizo; en 2014 se
obtuvo el primer factor V recombinante (28); en
2016 se estudio su estabilidad, seguridad
farmacologica y sus propiedades farmacocinéticas
(29), y en 2022, antes de ayer, se establecio su
indicacion no solo para el déficit de factor V sino
también para otras situaciones como la
coagulopatia traumatica aguda (30). Pero... todavia
no hay un factor V recombinante comercializado.
Las razones economicas, en base a la mayor o
menor incidencia de una enfermedad ;pueden
condicionar las prioridades?
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Figura 4. Cadena de valor de traslacion clinica en hemofilia Ay en el déficit de factor V, desde los incipientes y empiricos procedimientos
de tratamiento, pasando por los medicamentos biolégicos como el plasma y derivados, hasta llegar a los farmacos biotecnolégicos

(recombinantes) y la terapia génica.
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5. NUESTRO GRUPO DE INVESTIGACION:
APORTACIONES AL CONOCIMIENTO

5.1. Los comienzos,
desafios

circunstancias vy

Hasta aqui la historia, ahora toca “arremangarnos”
para contribuir a la generacion del conocimiento
y al desarrollo cientifico. Hace ahora 10 anos, en
2013, nuestro grupo de terapias avanzadas: génica
y celular del Campus de Excelencia Internacional
de la Universidad Complutense de Madrid, para el
tratamiento de las coagulopatias congénitas, se
encontraba desarrollando un ambicioso proyecto
sobre terapia génica no viral para la hemofilia B
(31). Nuestra metodologia era muy novedosa v,
sobre todo, muy segura para los pacientes, ya que
utilizabamos vectores no virales, como la
nucleofeccion, para introducir el gen codificante
de factor IX de la coagulacion en células madre
derivadas de tejido adiposo. Estas células se
aislaban a partir de liposucciones y en gradientes
de densidad y se caracterizaban por
inmunocitometria de flujo y por diferenciacion
celular: adipogénica, osteogénica y condrogénica.
Aunque los niveles de expresion eran muy bajos,
estos estudios representaban el inicio de un
protocolo seguro de terapia génica no viral. Pero
la falta de financiacién en ese momento, que nos
impedia competir con grandes grupos de
investigacion en terapia génica viral para
hemofilia B, hizo que el proyecto no pudiera
continuar y se tuviera que cambiar el rumbo de las
investigaciones.

Los momentos de cambio, en general, se
producen por distintas circunstancias. En nuestro
caso fueron las descritas de via muerta, pero
también se dieron otras que tienen que ver,
precisamente, con las enfermedades ultra raras.

En 2013, en Jaén, M* José y Manolo, aqui
presentes, padres de Celia que presenta un déficit
grave de factor V de la coagulacion, buscaban
ayuda y acudieron a la Federacion Mundial y a la
Espanola de Hemofilia para solicitar informacion
sobre qué grupos investigaban en esa patologia. No
se encontraron grupos. Se afilian entonces a la
Asociacion Andaluza de Hemofilia, cuya presidenta
en esos momentos, Lola Camero (aqui presente),
se interesa por el tema y se convierte en la
impulsora del proyecto. Contacta con el entonces
presidente de la Comision Cientifica de la Real
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Fundacion Victoria Eugenia que era el que ahora
habla, e iniciamos la busqueda de informacion
sobre investigaciones en factor V y tan solo un
grupo italiano y otro de La Jolla hacian algo sobre
ello. En 2014 se toma una decisidn relevante de
reorientacion del grupo de investigacion hacia
factor V. En 2015, se organiza el primer evento de
crowdfunding para el proyecto de factor V: RETO
“Por la investigacion en el déficit de factor V, con
V de Victoria”, y en noviembre de ese mismo afo
se registra el proyecto en Orphanet. 2016, se
consigue para Celia, como medicamento
extranjero, el Octaplas® (32), que permite una
mejor dosificacion de los factores de la
coagulacion. 2017, se obtiene la primera ayuda de
financiacion por una empresa farmacéutica, y el
que ahora os narra, después de 30 afos en la
investigacion, y por primera vez, ponia cara y la
maxima relevancia a su labor investigadora.

Pero aparte de las circunstancias que dieron
lugar a este ambicioso proyecto, nos
encontrabamos frente a muchos desafios. Era un
proyecto de gran envergadura en el que partiamos
de cero (porque no habia nada descrito) e ibamos
hacia lo desconocido. Habia que afrontar la muy
alta responsabilidad que suponia, y se necesitaba
para ello una colaboracién multidisciplinar para
abordarlo. A favor teniamos el apoyo y la
esperanza de la sociedad que era de forma
directa, de la propia paciente, de sus familiares,
y de otras personas que creian en la causa. Todo
esto canalizado a través de la creacion de una muy
joven asociacion, la Asociacion para la
Investigacion y Cura del Déficit de Factor V, Una
Esperanza para Celia (Figura 5), cuya presidenta
es la propia madre de Celia.

5.2. La consolidacion y los apoyos. Objetivos

Nuestro grupo se fue consolidando con la
colaboracion de muchos investigadores y centros
de investigacion que apostaban por el proyecto
porque...,, las enfermedades olvidadas también
debian ser investigadas.

Asi, el objetivo general de nuestro proyecto es
encontrar un tratamiento para el déficit de factor
V mediante terapias avanzadas, terapia celular y
terapia génica. Los objetivos especificos han sido
y son la producciéon de factor V en hepatocitos
obtenidos a partir de células madre
mesenquimales de decidua de placenta humana;
el estudio mutacional completo de la paciente y
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Figura 5. Asociacion para la Investigacion y Cura del Déficit de
Factor V. Una Esperanza para Celia, que financia el proyecto de
investigacion sobre terapias avanzadas para el déficit de factor V.
Disponible en: https://unaesperanzaparacelia.org/.

de sus progenitores, y la obtencion de un modelo
animal patologico en raton y de un modelo celular,
ambos deficitarios en factor V. Con la consiguiente
estandarizacion de la medida de los niveles de
factor V en raton. Todos estos objetivos se han
cumplido.

Son tres todavia las pruebas de inicio (de
concepto) que nos hemos planteado: una la
correccion de la mutacion en el modelo celular in
vitro mediante edicion génica con CRISPR que ha
sido exitosa, y mediante vectores lentivirales en
que se han obtenido resultados positivos
preliminares. Tenemos pendientes las otras dos,
una de terapia celular mediante microtrasplante
de hepatocitos funcionales mediante andamiajes
o scaffolds que se encuentra en progreso, y la
segunda de terapia génica mediante vectores
lentivirales, con resultados preliminares positivos,
ambas en el modelo patologico animal in vivo.
Recientemente (ahora mismo se encuentra Juan
Andrés de Pablo en Estados Unidos) hemos iniciado
una colaboracion con el grupo de la Dra. Drygalski
del Centro de Tratamiento de Hemofilia vy
Trombosis de la Universidad de California en San
Diego, con el objeto de ensayar su factor V
recombinante en nuestro modelo patolégico de
raton, mediante perfusion intravenosa.

5.3. La difusién de los resultados

Los resultados obtenidos hasta ahora por el grupo
de investigacion han dado lugar a distintas

The magic of Pharmacobiotechnology: From
magistrals to recombinant viruses in gene therapy
Antonio Liras Martin

ANALES

RANF

—

www.analesranf.com

publicaciones, todas ellas en revistas de alto
impactoy Q1.

Respecto a los estudios de terapia celular, se
publicaron en la revista Biomedicine &
Pharmacotherapy (33), donde se describio la
obtencion de células madre mesenquimales a
partir de decidua de placenta humana y su
diferenciacion a hepatocitos que expresaban
factor V.

Los estudios genéticos y hematologicos de la
paciente y de sus progenitores se publicaron en la
revista International Journal of Molecular Sciences
(34), donde se describieron las mutaciones y su
segregacion, referenciandose, ademas, una nueva
mutacion en factor V, en el padre, que nunca se
habia descrito, la c.3279G.

La estandarizacion de los niveles de factor V,
tiempo de protrombina y de tromboplastina
parcial activada en raton, que hasta ese momento
no estaba descrita, se publicé en la prestigiosa
revista Frontiers in Veterinary Science (35).

La obtencion del modelo celular deficitario en
factor V mediante CRISPR, se publicé también en
la revista International Journal of Molecular
Sciences (36) donde se describid la produccion del
modelo knock-out y la propia correccion de la
mutacion (que emulaba la misma que presenta
nuestra paciente) mediante la misma técnica de
edicion génica. Se obtuvo, ademas, la patente del
método de recuperacion de la mutacion mediante
edicion génica (37).

Respecto al modelo patologico animal en raton
deficitario en factor V, en este caso knock-in,
obtenido también mediante CRISPR y técnicas de
reproduccion asistida in vitro, se ha obtenido la
patente (38) y la publicacion, enviada a la revista
Thrombosis Research, se encuentra actualmente
en revision editorial.

6. CONCLUSIONES

Para finalizar, hay que decir que estamos, en
general y también en nuestro grupo de
investigacion en particular, en un momento de
euforia, gracias a las nuevas terapias avanzadas
que permitiran una farmacologia individualizada y
personalizada.

Llegaremos a curar algunas enfermedades; a
paliar otras, que no curar, durante un largo
periodo de tiempo, que pudiera ser toda una vida
para algunos pacientes; y en definitiva
incrementaremos la esperanza y calidad de vida
de las personas.
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Todo ello gracias a la “magia” de la
Farmacobiotecnologia, porque somos capaces de
actuar sobre el genoma y sobre los mecanismos
mas intimos de la etiopatogenia.

Esperemos que la “magia” consiga también
superar ese gran escollo que es la oOptima
traslacion clinica desde los modelos animales al
humano, y ya puestos a pedir, a que no veamos
noticias como las que a veces se leen en la prensa
(39).
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PALABRAS CLAVE RESUMEN

Quimioquinas Las quimioquinas son citoquinas quimiotacticas que controlan los patrones migratorios y
Receptores de el posicionamiento de muchas células, entre ellas de las inmunitarias. Aunque inicialmente
quimioquinas se considero que las quimioquinas eran importantes mediadores de la inflamacion aguda,
Conformaciones ahora sabemos que este complejo sistema de ligandos y receptores es fundamental para
Dinamica r:nolecular la generacion de respuestas inmunitarias adaptativas primarias y secundarias, tanto
Senalizacion. celulares como humorales. Ademas, desencadenan también otras respuestas biologicas

que van desde la polarizacion celular o el movimiento, a la prevencion de la infeccion por
VIH- 1. La activacion celular mediada por quimioquinas se creia debida a la unién de una
quimioquina monomérica a su receptor monomérico. Sin embargo, la biologia de estos
mediadores es mas compleja de lo inicialmente previsto, ya que varios estudios indican
que las quimioquinas dimerizan. El uso de nuevas técnicas de imagen o6ptica avanzada ha
permitido observar que también los receptores forman dimeros, homo y heterodimeros,
e incluso oligomeros de orden superior en la superficie celular. Son
estructuras/conformaciones muy dinamicas y plasticas, influenciadas por la presencia de
los ligandos, la coexpresion de otros receptores y proteinas en la membrana celular, la
composicion lipidica de la misma o del entorno donde la célula realizar su funcion.

KEYWORDS ABSTRACT

Chemolqnes Chemokines are chemotactic cytokines that control the migratory patterns and positioning
Chemokine receptors | ¢ many cells, including immune cells. Although chemokines were initially considered to
Receptor confon’nat_lon be important mediators of acute inflammation, we now know that this complex system
Molecular dynamics lieands and . ial h . . d d dapti
Signaling of ligands and receptors is essential for the generation of primary and secondary adaptive

cellular and humoral immune responses. In addition, they also trigger other biological
responses ranging from cell polarization or movement or the prevention of HIV-1
infection. Chemokine-mediated cell activation was believed to be due to the binding of
a monomeric chemokine to its monomeric receptor. However, the biology of these
mediators is more complex than initially anticipated, as several studies indicate that
chemokines dimerize. In addition, the use of new advanced optical imaging techniques
have made possible to determine that the receptors also form dimers, homo- and
heterodimers, as well as higher order oligomers at the cell surface. These are very
dynamic and plastic structures/conformations, influenced by the presence of ligands, the
co-expression of other receptors and proteins, the lipid composition of the cell membrane
or the environment where cells perform their function.
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1. INTRODUCCION

Los seres vivos reaccionamos e interactuamos con
el entorno, recibiendo estimulos que procesamos
y convertimos en respuestas para adaptarnos al
mismo. Todas esas reacciones son fruto de la
complejidad de células que se organizan en tejidos
y Organos y que se comunican activando y
reprimiendo arménicamente miles de moléculas.
Si descendemos al mundo de la unidad biologica
minima de la vida, la célula, descubriremos de
nuevo la complejidad de componentes, organulos,
moléculas, reacciones quimicas que de manera
coordinada en tiempo y espacio permiten a las
células responder a los estimulos y realizar sus
funciones, dividirse, modular su metabolismo,
promover o reprimir su expresion génica, organizar
su citoesqueleto o incluso moverse. Desde un mar
de células en divisidn, la coordinacion temporal y
espacial del movimiento de células y moléculas
permite la generacion de un embrion (1), la
formacion de un tubo neural, los procesos de
mitosis (2), la modificacion de la forma celular (3)
o el cerramiento de heridas (4) entre otras muchas
funciones. Sin embargo, quizas sea el sistema
inmunolégico el paradigma del movimiento
celular. Su funcionamiento requiere del continuo
trafico leucocitario en labor de patrulla a través
del torrente circulatorio y los diferentes o6rganos
y tejidos. Esta capacidad permite extender la
respuesta inmunoldgica por todo el organismo. Asi
garantiza una respuesta ubicua, contra agentes
extranos procedentes del exterior y frente a
células del propio organismo que han sufrido
alguna alteracion patoldgica (5).

2. EL MOVIMIENTO CELULAR ES CLAVE PARA LA
FUNCION DEL SISTEMA INMUNOLOGICO

Las células del sistema inmunologico se generan
en la médula ésea de los organismos adultos y
deben salir a circulacion periférica para alojarse
en los drganos linfoides secundarios, bazo,
ganglios linfaticos, estructuras linfoides asociadas
a mucosas, donde tendra lugar el inicio de la
respuesta inmunologica (6,7). Dentro de los
organos linfaticos secundarios, los leucocitos
siguen en continuo movimiento. Por ejemplo, las
células B, en los foliculos linfoides de los ganglios
linfaticos, se mueven para facilitar la captura de
antigenos que en forma soluble o presentados por
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macrofagos, les permitira activarse. Las células T
y las células dendriticas en los ganglios, gracias a
su movimiento constante aumentan las
posibilidades de encontrarse y asi hacen posible
que un antigeno presentado por una célula
presentadora de antigeno sea reconocido
especificamente por el TCR de una célula T. Se
establece entonces una sinapsis inmunoldgica que
sera responsable de la activacion y proliferacion de
la célula T, generando clones de células hijas con
una especificidad de antigeno determinada (8).

Las células ya activadas que reconocen un
determinado antigeno, salen a circulacion
periférica y se distribuyen por el organismo. Sin
embargo, los vasos sanguineos son estructuras
cerradas y en su mayor parte no son permeables a
la salida de leucocitos. En consecuencia, cuando
en un tejido existe una infeccion, las diversas
poblaciones leucocitarias necesitan ser reclutadas
desde el torrente circulatorio hacia el foco
inflamatorio; es el proceso de extravasacion y
permite la infiltracion tisular de las células del
sistema inmunologico de forma especifica,
ordenada y secuencial (9,10) para luchar
eficazmente contra la infeccion.

La extravasacion celular es un proceso complejo
y en él participan de forma orquestada muchas
proteinas, selectinas y sus ligandos, integrinas,
moléculas de adhesion, quimioquinas y sus
receptores, entre otras. Del correcto
entendimiento entre ellas y de la sucesion temporal
de eventos se consigue la salida ordenada de los
leucocitos, y su llegada en tiempo y espacio
adecuado al tejido donde la respuesta inmunoldgica
es necesaria (10). Es importante ademas considerar
que el movimiento no se limita a un mero
desplazamiento en dos dimensiones, sino que las
células sufren cambios estructurales para conseguir
avanzar y superar las barreras que en forma de
matriz extracelular y de otras células presentes en
el entorno dificultan su avance (11-13).

La sefalizacion generada por la combinacion de
la union de integrinas y sus ligandos, las moléculas
de adhesion, y la exposicion a quimioquinas
inmovilizadas por glicosaminoglicanos sobre la
superficie de las células endoteliales, induce
cambios en la morfologia de los leucocitos. Esto
provoca una distribucion asimétrica del contenido
celular (14), originando un eje antero-posterior en
la célula. Los leucocitos extienden un frente rico
en actina polimerizada, F-actina, denominado
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lamelipodio, el cual constituye el frente de
avance, mientras que en el extremo opuesto, se
forma el urépodo, una zona mas delgada que se
eleva sobre la célula endotelial. En el urépodo se
acumulan moléculas de adhesion como ICAM1,
ICAM2 o CD44, que facilitan la interaccién con
otras células y que ademas interaccionan con las
proteinas ERM (erzina, ranexina y monensina),
organizando asi toda la red de microtUbulos y
filamentos intermedios implicados en los procesos
de retraccion de la célula durante la migracién
(15). Mientras, en el lamelipodio se redistribuyen
los receptores de quimioquinas actuando como una
“nariz celular” para detectar el gradiente
quimioatrayente y dirigir el movimiento. En el
lamelipodio también se acumulan moléculas
senalizadoras que posibilitan la polimerizacion de
actina dependiente de GTPasas, Rac, RhoAy cdc42
(16). Todo ello se traduce finalmente en la
generacion de un acumulo asimétrico de lipidos
fosforilados y de F-actina que permite una
polarizacion celular estable y orientada a la
trayectoria (Figura 1).

b 80

3. QUIMIOQUINAS: MOLECULAS CLAVES EN LA
GENERACION DE GRADIENTES QUIMIOATRAYENTES

Las citoquinas quimioatrayentes o quimioquinas son
una familia de proteinas de bajo peso molecular (7-
12 kDa), con un alto grado de homologia, que
originalmente fueron identificadas por su capacidad
de atraer poblaciones leucocitarias especificas (17).
Estructuralmente, las aproximadamente 50
quimioquinas descubiertas hasta la fecha en
humanos, son proteinas muy relacionadas entre si
gue en un principio fueron clasificadas con criterios
estructurales, en base a la posicion de cuatro
residuos de cisteina altamente conservados, en
quimioquinas CC, CXC, Cy CX,C (18). Sin embargo,
en la actualidad la clasificacion mas extendida
atiende al tipo de proceso biologico en el que
participan, lo que esta directamente relacionado
con que su expresion sea constitutiva o inducible
(19). Las primeras juegan un papel relevante en la
homeostasis del sistema inmunologico, entre ellas
cabe destacar CXCL12, CCL19, o CCL21. El segundo
grupo se relaciona con procesos inflamatorios,
entre ellas las quimioquinas CCL2, CCL3, CCL5 o
CXCL8, por ejemplo.

UROPODO

FRENTE DE AVANCE
]

F-actina

RAC

Rho A

o1

ERM

<=  Adhesibn focal

—————— Tubulina

. centrosoma

Figura 1. Polarizacion durante la migracion de células T. Representacion esquematica de la polarizacion de las células T en migraciéon, que
implica la reorganizacion orquestada del citoesqueleto de actina y de la red de microtubulos. En la parte frontal de la célula, frente de
avance, la estimulacién por quimioquinas induce la polimerizacion de la actina, proceso en el que participa la GTPasa Rac-1 y el complejo
efector Arp2/3 que conduce a la ramificacion necesaria para la extension del lamelipodio. Los receptores de quimioquinas de la zona del
frente de avance se organizan formando oligomeros lo que facilita el reconocimiento del sentido del gradiente quimioatrayente. Se produce
también, mediado por las quimioquinas, la activacion de las integrinas que se unen a las moléculas de adhesion presentes en el sustrato
formando adhesiones focales. En la parte posterior, la fosforilacion dependiente de RhoA de las proteinas ERM induce su segregacion
selectiva al urépodo, donde reclutan moléculas de adhesion transmembrana. En el proceso, la red de tubulina facilita la polarizaciéon de
los organulos celulares y la generacion de fuerzas de traccion que posibilitan el movimiento. Figura modificada de las publicadas por

Mastrogiovanni y col. (100) y Kenific y col. (101).
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Las quimioquinas ejercen sus acciones por union
a receptores presentes en la membrana de la
célula diana. Estos receptores, aproximadamente
20 en humanos, pertenecen a la familia de
receptores de siete dominios transmembrana
acoplados a proteinas G, GPCRs (G Protein-
Coupled Receptors) (Figura 2A, B). Constan de una
Unica cadena polipeptidica que cruza siete veces
la membrana celular e inician su ruta de
senalizacion activando proteinas G, proteinas que
unen nucleotidos de guanina (20), mayoritariamente
Gi aunque también se han asociado a proteinas G,
Y Gyq12 (27).

Atendiendo al ligando que unen, los receptores
se clasifican en cuatro grupos denominados CCR,
CXCR, CX3CR y XCR. El sistema es complejo pues
existe una alta promiscuidad entre las
quimioquinas y los receptores que las unen, de
hecho, una quimioquina puede unirse a distintos
receptores con similar afinidad (CCL5, por
ejemplo, une CCR1, CCR3 y CCR5), y un mismo
receptor puede interaccionar con varias
quimioquinas como es el caso de CCR2 que
interacciona con CCL2, CCL7, CCL8 y CCL13. Sin
embargo, también existen pares ligando/receptor
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altamente especificos como es el caso de CXCL12
y su receptor CXCR4 (22) (Figura 2A, B). La
complejidad es mayor si consideramos que una
misma célula puede expresar sobre su superficie a
lo largo de su vida o incluso simultaneamente mas
de un receptor (23). El resultado final es una
compleja red de interacciones que gobierna el
correcto funcionamiento del sistema. Ademas,
existen receptores denominados atipicos capaces
de unir quimioquinas de las familias CC y CXC y
que no activan una proteina G, su sefalizacion
esta ligada a la activacion de B-arrestinas y no
inducen migracion celular, aunque si son
internalizados en respuesta al ligando (Figura 2C).
Su funcion se relaciona con el control de los
niveles de quimioquinas en el entorno extracelular
(24) y con la modulacion de la funcion de los
receptores quimioatrayentes (25,26). Por Gltimo,
algunos virus codifican receptores de quimioquinas
(citomegalovirus (CMV) o Herpesvirus saimirii
(HHV8)) e incluso quimioquinas (i.e. Moluscum
contagiosum) (27). El significado biologico de
estos receptores y ligandos codificados por virus
esta relacionado con la manipulacién del sistema
inmunologico durante la infeccién viral de las
células huésped.
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Figura 2. Las redes de sefalizacion de quimioquinas humanas son muy promiscuas. Hay 23 receptores y aproximadamente 50 ligandos en
la red de sefalizacion de quimioquinas humanas, incluidos diez miembros de la familia CCR (A), seis CXCR (B), un CX3CR (B) y un XCR (B).
Las quimioquinas CCL se muestran en tonos azules, CXCL en tonos verdes, CX3CL en gris y XCL en marron. En todos los casos en negrilla se
expresa la nueva nomenclatura de las quimioquinas y en tono normal la antigua denominacion. Ademas hay cinco AKCR caracterizados (C)
que regulan los niveles extracelulares de algunas quimioquinas y modulan la funcién de los receptores de quimioquinas convencionales.
Figura modificada de Bogacka y col. (102).
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Tomando como ejemplo la unién de CXCL12 a su
receptor CXCR4, se ha propuesto que la unién del
ligando sigue un modelo en dos pasos (28,29).
Primero se produce la interaccion del cuerpo
central de la quimioquina con el N-terminal de
CXCR4, es el “Chemokine Recognition Site 1” (30)
(CRS1). Esta interaccion hace que el ligando se
posicione en una orientacion optima sobre el
receptor y permite que su region N-terminal
penetre profundamente en el receptor y se una a
la region CRS2, “Chemokine Recognition Site 2”.
Este CRS2 se localiza en el interior del barril que
forman las siete a-hélices transmembranas
incluidas en la bicapa lipidica. La estructura de la
quimioquina puede variar si hablamos de
monomeros o de dimeros de ligando y también
depende de la concentracion de ligando en el
medio. Ademas, se han descrito dimeros no
disociables de CXCL12 que se unen a CXCR4,
inducen la movilizacion de Ca%*, pero no median
la migracion celular in vitro (31), lo que sugiere
funciones especificas de los ligandos asociadas a
la estabilizacion de distintas conformaciones del
receptor. En todo caso, la unién del ligando a los
receptores promueve cambios conformacionales
en los dominios transmembrana de estos, que son
transmitidos por una cadena de residuos
“senalizadores” presentes a lo largo de las a-
hélices transmembrana (30) y cuya funcién es
conectar los cambios conformacionales iniciados
por la union del ligando con la unién y activacion
de moléculas senalizadoras, como la proteina G,
con los bucles intracelulares y region C-terminal
del receptor.

La mayoria de las quimioquinas, son de caracter
basico, lo que explica que se unan tanto a los
dominios extracelulares de los receptores, como a
glucosaminoglicanos (GAGs) presentes en la
superficie del endotelio (32). De hecho, los GAGs
actlan a modo de moléculas presentadoras, ya
que poseen un elevado nimero de residuos acidos.
La interaccion quimioquina-GAGs, facilita la
retencion de las quimioquinas en la superficie
celular y ademas produce el efecto de aumentar
su concentracion local, de manera que, por
ejemplo, permanezcan asociadas en presencia de
corrientes provocadas por el flujo sanguineo en los
capilares, facilitando de ese modo su
reconocimiento por los leucocitos (33).
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4. LOS RECEPTORES DE QUIMIOQUINAS ADOPTAN
DISTINTAS CONFORMACIONES EN LA MEMBRANA
CELULAR.

Los métodos mas tradicionales para el estudio
de la funcion de las quimioquinas (34,35) han
generado una vision demasiado estatica de los
sistemas. Debemos recordar que el movimiento
celular es un proceso dinamico que se realiza a
favor de gradiente de concentracion de moléculas
quimioatrayentes y las células deben decidir en
fracciones de segundo sobre la presencia de
diferentes gradientes para continuar avanzando.
Ademas, es un proceso influido por muchos
factores de la propia célula y de su entorno. En la
actualidad el uso de técnicas de microscopia
optica avanzada nos proporciona una vision mucho
mas dinamica que nos permite abordar y analizar
con otra perspectiva todos estos procesos (36). Por
ejemplo, la transferencia de energia resonante
(RET), basada en fluorescencia (FRET) o en
luminiscencia (BRET), que tiene su fundamento en
que una molécula (fluorescente o luminiscente)
excitada ceda energia a otra que se encuentra
suficientemente cerca siempre que pueda
excitarse con la longitud de onda de la energia
emitida por la primera, nos permite detectar y
evaluar las interacciones proteina-proteina o
proteina lipido en células vivas de manera
dinamica (37,38) (Figura 3A-C). Gracias a ello, hoy
sabemos que los receptores de quimioquinas
ademas de mondmeros forman dimeros en la
membrana celular; homodimeros si son complejos
formados por el mismo receptor o heterodimeros
si los complejos los forman receptores diferentes
(39). Algunos autores han indicado que estos
complejos se forman durante la sintesis y
maduracién de los receptores en el aparato de
Golgi y asi alcanzan la membrana celular (40).
Gracias a estas tecnologias de imagen sabemos
también que las conformaciones de estos
receptores no son estaticas, sino muy dinamicas,
modulandose por la presencia de los ligandos y la
expresion de los propios receptores (41). Este
concepto dinamico concuerda con el modelo que
explica la funcién de los GPCRs, segun el cual las
conformaciones del receptor sin ligando estan en
equilibrio entre estados activos e inactivos y que
es la union del ligando quien estabiliza una
conformacion activa, desplazando el equilibrio
(42,43). Los dimeros de receptores de
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Figura 3. Esquema de funcionamiento de técnicas para evaluar conformaciones de receptores: FRET Y TIRF-M. (A-C) Tecnologia FRET: (A,
B) La transferencia de energia resonante entre fluorocromos se basa en el hecho de que una molécula fluorescente donante (por ejemplo,
“Cyan Fluorescent protein, CFP”’) en un estado excitado puede transferir una parte de su energia por acoplamiento dipolo-dipolo no radiante
a una molécula fluorescente aceptora (por ejemplo “Yellow fluorescent protein, YFP”) si la distancia entre ellas es menor de 10 A, indicando
entonces que las proteinas acopladas a los fluorocromos interaccionan. La tecnologia implica la fusion de proteinas fluorescentes donantes
y aceptoras a moléculas de interés. La coexpresion de constructos de fusion en células vivas permite estudiar su interaccion en tiempo
real de manera cuantitativa. (C) Es imprescindible que exista solapamiento entre la longitud de onda a la que emite el fluorocromo dador
y la que necesita el aceptor para excitarse. Tecnologia TIRF (D,E): (D) Los microscopios tradicionales de campo amplio iluminan toda la
profundidad de una muestra. (E) La microscopia de fluorescencia de reflexion interna total (TIRF) se utiliza para adquirir imagenes de una
seccion muy fina con alta resolucion. Para ello se utiliza un rayo laser que se coloca con precision en el plano focal posterior de los objetivos.
De este modo se crea un angulo ideal para la reflexion interna total del haz laser, de modo que también pueda ser recogido por la lente del
objetivo. Por lo tanto, el rayo laser nunca se transmite a través de una muestra durante el TIRF, y en su lugar s6lo una pequeiia area de
aproximadamente 200 nm del cubreobjetos es iluminada por un campo evanescente. Este campo evanescente esta causado por la diferencia
de indices de refraccion entre la muestra y el cubreobjetos de vidrio sobre el que se asienta, y es responsable de la elevada relacion sefial-
ruido de las imagenes TIRF.

quimioquinas existen en ausencia de ligando y
algunos estudios muestran que los valores de
eficiencia de FRET y BRET no estan afectados por
los ligandos especificos, sugiriendo que las
conformaciones de los receptores no son
moduladas por la union del ligando (44). Por
ejemplo, se ha descrito que CCL2 no promueve
cambios conformacionales en los heterodimeros
CXCR4/CCR2 (45). Sin embargo, otros estudios si
detectan variaciones en la eficiencia FRET o BRET
tras la adicion del ligando. Es el caso de CXCL12
que aumenta la eficiencia de BRET entre
homodimeros CXCR4 (45) o CXCL8 que suprime la
eficiencia FRET para los heterodimeros
CXCR1/CXCR2 mientras que estabiliza los valores
de FRET para ambas formas homodiméricas (41).
Los ligandos no desencadenan la dimerizacion del
receptor pero parecen estabilizar la conformacion
activa del mismo, como se ha descrito para CCL2
y CCL11 en CCR2 (41,46).

Oligomerization of chemokine receptors
Mario Mellado

Muchos autores han demostrado el impacto de
estos complejos diméricos en las funciones de las
quimioquinas (47-51). Hauser vy col. asociaron los
tetrameros de CCR7 con la activacion de Src y la
integracion de distintas vias de sefalizacion
necesarias para una migracion celular eficaz (52).
La dimerizacion/oligomerizacion de los receptores
de quimioquinas afecta a diferentes aspectos de la
fisiologia del receptor, como la transduccion de
senales o los procesos de internalizacion mediados
por ligando, que a su vez influyen en procesos como
la activacion y migracion celular (53). Los
complejos de receptores se acumulan en
estructuras celulares especializadas, como el frente
de avance de una célula en migracion o la sinapsis
inmunolodgica (54-56). Por lo tanto, es posible que
la agregacion de receptores facilite, en lugares
especificos de la célula, el acoplamiento eficiente
del receptor con moléculas de senalizacion (57) o
incluso la modulacion de la actividad de otros
receptores también presentes (58).
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Otra observacion interesante es la diversidad
farmacoldgica asociada a estos complejos de
receptores. Mientras que AMD3100, un antagonista
especifico de CXCR4, bloquea la union de ligandos
especificos de otro receptor como CCR2, TAK779,
el antagonista de CCR2 y CCR5 (59), inhibe
potentemente la union de CXCL12 en células que
coexpresan CXCR4 (60), proporcionando un
excelente ejemplo de inhibicion alostérica entre
heterodimeros de receptores de quimioquinas (55).

5. OLIGOMERIZACION DE RECEPTORES DE
QUIMIOQUINAS:  UN PASO MAS EN LA
COMPLEJIDAD DE ESTOS  MEDIADORES
INFLAMATORIOS

Otra tecnologia de imagen Optica avanzada es la
microscopia de reflexiéon interna total de la
fluorescencia, del inglés “Total internal reflection
fluorescence microscopy” (TIRF-M). El TIRF-M
permite la visualizacion y el analisis de moléculas
individuales en células vivas y es por lo tanto de
maximo interés para estudiar la dinamica de
proteinas y lipidos en la membrana celular. Se
utiliza la observacion de la interfaz (61,62) entre
dos medios con diferentes indices de difraccion,
como son el agua y el vidrio. La técnica depende
de la iluminacién de la muestra con un angulo de
incidencia tal que permita la reflexion total de la
luz y la consecuente creacion de un campo
electromagnético, denominado “campo
evanescente”, que excita los fluoroforos cerca de
la interfaz  mientras el resto de la célula
permanece en oscuridad. Como resultado, el TIRF-
M reduce la profundidad de excitacion a unos
50-100 nm en la célula, lo que permite analizar los
parametros dinamicos y cinéticos de las proteinas
y lipidos en la interfaz célula-sustrato, es decir en
el contexto de la membrana plasmatica de una
célula viva en contacto con un sustrato depositado
sobre el cristal (Figura 3D, E). El uso de esta
tecnologia aplicado al campo de las quimioquinas
ha revelado que los receptores evaluados hasta la
fecha pueden formar homo- y heterodimeros, pero
también oligomeros de mayor orden (52,63,64).
La caracterizacion in silico de la estructura de
CXCR4 no sélo confirma la existencia de dimeros
de receptores, sino que también nos muestra que
existen interacciones entre dimeros de CXCR4 en
complejos de mayor orden (65,66) y localiza en las
regiones transmembrana los dominios implicados
en estas interacciones.
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En 1972, basado en principios termodinamicos
de organizacion de lipidos y proteinas, se definio
el modelo mosaico fluidico de la estructura de las
membranas celulares (67). Se trata de un modelo
dinamico y que explica que los componentes de la
membrana estan en continuo movimiento debido
sobre todo a energias térmicas. El modelo incluye
que los componentes proteicos y lipidicos estan
limitados en su movilidad rotacional y lateral en
el plano de la membrana, lo que influye en las
interacciones lipido-lipido, proteina-proteina y
lipido-proteina, algo que también se ve afectado
por las interacciones célula-matriz extracelular o
célula-célula. El citoesqueleto celular resulta
critico en la dinamica de las membranas (68,69)
pues el equilibrio polimerizacion/
despolimerizaciéon de actina crea regiones donde
las proteinas pueden estar temporalmente
confinadas y permite que proteinas que tienen una
interaccion directa con la actina puedan dificultar
la difusion de otras proteinas que se mueven en el
entorno (70). También influye la formaciéon de
dominios lipidicos especificos fuertemente
empaquetados que condicionan el movimiento de
las proteinas embebidas en ellos (71,72).

De hecho muchos receptores, también los
miembros de la familia de GPCRs, se integran en
€s0s dominios lipidicos densamente
empaquetados. Este es el caso de los receptores
muscarinicos M1 y M2 (73), del receptor de
bradiquinina (74), del receptor B-adrenérgico (75),
del receptor de Angiotensina 1 (76) y también de
algunos de receptores de quimioquinas como CCR5
y CXCR4 (77). Aunque el término balsa lipidica del
inglés “lipid raft” es controvertido pues su
descripcion se basa en el uso de técnicas de
fraccionamiento de membranas y en la resistencia
al tratamiento con detergentes de lipidos vy
proteinas, la existencia de interacciones lipido-
lipido que se organizan lateralmente en las
membranas como dominios con diferente
estructura y composicion esta fuera de toda duda
(78). En este contexto, los experimentos de TIRF-
M han demostrado que en situacion basal, sin
estimular, los receptores de quimioquinas se
organizan en entidades no agrupadas (monémeros
y dimeros) y en pequeiios nanoclusters (grupos de
>3 receptores) y que la union del ligando
promueve la agrupacion de los receptores en
complejos de mayor tamafo, que contienen hasta
10-18 receptores, con una reduccion significativa
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del porcentaje de mondomeros y dimeros, y un
aumento proporcional del porcentaje de
oligbmeros que ademas son, en gran medida,
inmoviles (64) (Figura 4). Este comportamiento
dinamico esta controlado por la expresion del
propio receptor, la disponibilidad del ligando y la
generacion de dominios de confinamiento
temporal por el citoesqueleto de actina. Ademas,
la dinamica de estos receptores esta modulada por
la coexpresion de otras proteinas en la superficie
celular (68) y por la composicion lipidica de la
membrana (79). Por ejemplo, la expresion de CD4
en la membrana de células T modula el tamafo de
los oligdbmeros de CXCR4 (64) y en ultimo término
también su  funcidon; la deplecion de
esfingomielinas, por efecto de esfingomielinasas,
y el incremento de las correspondientes
ceramidas, bloquea la capacidad de CXCL12 de
promover oligomerizacion de CXCR4 e imposibilita
a las células detectar correctamente los
gradientes quimioatrayentes (79). Se ha
demostrado que los oligdmeros de CCR7 en el
frente de avance de células dendriticas involucra
la activacion de la quinasa Src, un efecto que
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depende de los niveles de colesterol en la
membrana. De hecho, la presencia de un mediador
inflamatorio como la prostaglandina (PG)E, que
reduce los niveles de colesterol (80), provoca
mayor oligomerizacion de CCR7 y una migracion
mas eficiente (52). Todos los datos hasta la fecha
sugieren que la oligomerizacion de receptores de
quimioquinas en la membrana celular regula la
sensibilidad celular a los  gradientes
quimioatrayentes (81), a la vez que proporciona la
base para una propagacion eficiente y robusta de
la senalizacion mediada por estos ligandos (82,83).
La trascendencia de este hecho puede entenderse
facilmente al indicar que una determinada célula,
con un patron de receptores de quimioquinas
concreto, puede ver afectado su comportamiento
funcional dependiendo del entorno en que se
encuentre en cada momento, sin modificar su
patrén de receptores (52,64,79); la dinamica en la
membrana celular juega pues un papel clave en la
regulacion de las respuestas celulares.

La union de una quimioquina a su receptor
también provoca la agregacion de los receptores
en la membrana celular como paso previo a la
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Figura 4. El receptor CXCR4 forma oligomeros en la superficie celular que aumentan en presencia de CXCL12. (A) Porcentaje de trayectorias
moviles e inmoviles de CXCR4-AcGFP en la membrana de células T sin estimular. (B) porcentaje de trayectorias individuales de CXCR4-Ac-
GFP con movimiento confinado, de difusion libre o transporte dirigido, clasificadas en funcion de su MSS, “Moment Scaling Spectrum”. Los
datos corresponden a las células no estimuladas. (C) Porcentaje del numero de receptores/particula detectados seglin se extrae de analisis
de la distribucion de la intensidad en las trayectorias individuales de CXCR4-AcGFP en células sin estimular. (D) Porcentaje del namero de
receptores/particula detectados como en C). Se comparan los datos de las células sin activar (barras grises) frente a los de células activadas
con el ligando CXCL12 (barras azules). (E) Analisis del coeficiente de difusién (D1-4) de las trayectorias individuales de CXCR4-Ac-GFP en
células no estimuladas (gris) y activadas con CXCL12 (azul). En rojo se sefala la media detectada. (F) Porcentaje de trayectorias moviles e
inmoviles de CXCR4-AcGFP en la membrana de células T sin estimular y estimuladas con CXCL12. Figura modificada de Martinez-Mufioz y

col. (64).
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generacion de vesiculas de internalizacion ricas en
clatrina, un proceso que involucra a dinamina y a
otras proteinas adaptadoras como B-arrestinas y
adaptina-2 (AP-2) (84,85). Es pues relevante
determinar si la oligomerizacion de los receptores
mediada por el ligando y determinada por TIRF-M
corresponde, como hemos indicado, a un evento
de sefalizacion o se trata de complejos de
internalizacion del receptor. Experimentos
realizados con CXCR4 como modelo demostraron
que en presencia de agentes inhibidores de la
internalizacion como  Pit-Stop2 (86), la
oligomerizacion del receptor promovida por
CXCL12 se mantiene. Ademas, el receptor mutante
CXCR4K239E/NZ42A/L246A - que se expresa en la
membrana igual que el receptor CXCR4 salvaje y
no presenta diferencias en la union de CXCL12, se
internaliza normalmente pero no genera
oligomeros detectables por TIRF-M ni promueve
migracion celular (64). Los datos experimentales
indican pues que el proceso de oligomerizacion y
el de agregacion previo a la internalizacion del
receptor son procesos independientes.

Varios datos experimentales remarcan el papel
esencial de la dinamica del citoesqueleto de
actina en la oligomerizacion de los receptores de
quimioquinas promovidas por ligando. El
tratamiento de las células con Latrunculina A, un
inhibidor de la polimerizacion de actina por
secuestro de monomeros de G-actina (87), bloquea
por completo la oligomerizacion de CXCR4
mediada por CXCL12 y aumenta la difusion libre
de los receptores embebidos en la membrana
celular (64). Por otro lado, los datos obtenidos
utilizando TIRF-M en un mutante natural de
CXCR4, CXCR4R334X " que se asocia al sindrome de
WHIM, una inmunodeficiencia hereditaria grave
(88), indican que, en la membrana celular, este
mutante es incapaz de oligomerizar en presencia
de CXCL12 y de hecho las células que lo expresan
tampoco se orientan a favor de gradiente (89).
CXCR4R334X presenta una delecion de los ultimos 19
aminoacidos en su region C terminal (90) que le
impide, en presencia de CXCL12, ser fosforilado
por quinasas asociadas a receptores acoplados a
proteinas G (GRKs) y por lo tanto unir B-arrestina
y ser internalizado (91) lo que le convierte en un
mutante de ganancia de funcion. Sin embargo, B-
arrestina también juega un papel importante como
plataforma que asocia otras moléculas
sefnalizadoras. En concreto, su papel es critico
para conectar estos receptores con el
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citoesqueleto de actina (92). Su presencia
condiciona la dinamica de fosforilacion
/desfosforilacion de cofilina, una proteina de
union a actina que cataliza sus procesos de
polimerizacion/despolimerizacion (93).

La dinamica de la actina es un proceso complejo
y en él intervienen muchas proteinas y
reguladores, entre ellas las GTPasas Rac, Rho y
Cdc42 y multitud de GEFs (guanosin exchange
factors) y GAPs (GTPase-activating proteins) que
regulan la actividad de las referidas GTPasas
(94,95). Aunque la ruta exacta de senalizacion no
esta completamente dilucidada, las evidencias
indican que también en el caso de los receptores
de quimioquinas la dinamica del citoesqueleto de
actina controla los procesos de oligomerizacion y
por ende la difusion en la membrana (64,68).

El proceso de oligomerizacion se inicia una vez
que el ligando se une al receptor, es por lo tanto
un proceso asociado a la activacion del mismo.
Asi, el bloqueo de la sefnalizacion de CXCR4 por
tratamiento con toxina de pertussis (PTx), un
agente que bloquea la actividad de la proteina Gi,
conlleva la eliminacion de la oligomerizacion. EL
proceso también requiere una correcta dinamica
del citoesqueleto de actina, lo que implica
directamente la asociacion de B-arrestinas al
receptor (96). La oligomerizacion de CXCR4 se
bloquea en células deficientes en B-arrestina 1y,
como se ha comentado anteriormente, también en
receptores mutantes que no  pueden
asociar/activar p-arrestinas. Por otro lado,
implica a cofilina, una proteina de regula la
polimerizacion y despolimerizacion de actina y que
conecta el proceso con B-arrestinas y por ende con
el propio receptor. La participacion de la GTPasa
Rac en la oligomerizacion de los receptores de
quimioquinas ha sido asimismo propuesta en
células dendriticas, donde su presencia se detecta
en el frente de avance (97). La falta de
oligomerizacién se ha asociado con la falta de
orientacion de la célula en los gradientes
quimioatrayentes. Si bien es razonable que la
célula que no oligomeriza sus receptores en el
frente de avance no detecte correctamente el
gradiente, el frente de avance celular es una zona
rica en actina polimerizada (98) que puede
favorecer la oligomerizacion. La realidad es que la
formacion de un frente de avance es un proceso
dirigido en el que participan muchas proteinas y
lipidos que también pueden condicionar la
respuesta final de la célula (99).
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6. CONCLUSIONES

En los Ultimos afos se ha avanzado notablemente
en el conocimiento de la funcion de las
quimioquinas y sus receptores. Gracias a nuevas
técnicas de cristalizacion y al desarrollo de la
criomicroscopia conocemos la estructura de
algunos de estos receptores, como se regula su
expresion, como se produce la union del ligando,
los cambios estructurales que se generan y las
rutas de senalizacion que se activan. Ademas, el
uso de nuevas tecnologias, entre ellas las de
imagen oOptica avanzada y el desarrollo de
algoritmos para su cuantificacion, nos ha
permitido determinar que los receptores pueden
adoptar distintas conformaciones dinamicas en la
membrana celular, que también condicionan las
respuestas funcionales de estos mediadores
inflamatorios. Entender esa dinamica en la
membrana y como se modifica por la composicion
lipidica de la misma, la expresion de otras
proteinas que condicionan la difusion de los
receptores y/o la dinamica del citoesqueleto de
actina es critico para tener una vision completa
del sistema si queremos intervenir
terapéuticamente en su funcion.
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ABSTRACT

In the present research, the anti-inflammatory activity of gels with ethanolic extract of
baccharis macrantha collected in the community of Llucud Alto, Chimborazo
Province, Ecuador was evaluated. The maceration method was used to obtain the
ethanolic extract, executing the phytochemical screening with it and determining the
secondary metabolites  that produced the anti-inflammatory property.
Consequently, the concentrated extract was obtained through the lyophilizer,
which was used for the preparation of the gels at 10%, 15%, and 18.75%, to
which quality control was performed, determining physicochemical characteristics
and microbiological control. The anti-inflammatory determination was evaluated
by measuring the plantar edema induced with 0.5%carrageenan in 36 male
mice, separated into 6 groups of 6 mice, where they were then treated with
positive groups (1% diclofenac and 5.5% naproxen) and the prepared gels, making
measurements every hour for 6 hours. For the statistical analysis, the ANOVA test of
the Minitab program was used, in which a significant difference was identified
among the 6 groups. Therefore, due to this difference, the Tukey test was used,
resulting in the 18.75% gels and 5.5% naproxen having a difference with the other
groups, having greater anti-inflammatory power. It is concluded that certain secondary
metabolites of the leaves of baccharis macrantha are responsible for the anti-
inflammatory property of the prepared gels, with the 18.75% gel having a high anti-
inflammatory power.

PALABRAS CLAVE
baccharis macrantha
Inflamacion

Gel

Extracto etanolico
Antiinflamatorio
Edema plantar por
carragenina

RESUMEN

En la presente investigacion se evalud la actividad antiinflamatoria de geles con
extracto etandlico de baccharis macrantha recolectada en la comunidad Llucud alto,
provincia de Chimborazo, Ecuador. Se utilizé el método de maceracion para la obtencion
del extracto etandlico, ejecutando con el mismo el tamizaje fitoquimico v
determinando  los metabolitos secundarios que produjeron la propiedad
antiinflamatoria, por consiguiente, se obtuvo el extracto concentrado por medio del
liofilizador que fue utilizado para la elaboracion de los geles a 10%, 15%, v 18,75%, a
los cuales se realizé el control de calidad, determinando caracteristicas fisicoquimicas
y control microbioldgico. La determinacion antiinflamatoria se evalué por medio de la
medicién del edema plantar inducido con carragenina al 0,5% en 36 ratones machos,
separados en 6 grupos de 6 ratones, donde
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luego se los trato con los grupos positivos (Diclofenaco al 1% y Naproxeno al 5,5%%) v los
geles elaborados, realizando mediciones cada hora por 6 horas. Para el andlisis
estadistico se utilizo la prueba de ANOVA del programa Minitab, en el cual se identifico
una diferencia significativa entre los 6 grupos, por ende, al haber esta diferencia se
utilizo el test de Tukey, dando como resultado que los geles al 18,75% y Naproxeno

al 5,5%,

tuvieron diferencia con los demds grupos, teniendo un mayor poder

antiinflamatorio. Se concluye que ciertos metabolitos secundarios de las hojas de
baccharis macrantha son los responsables de la propiedad antiinflamatoria a los geles
elaborados, teniendo el gel de 18,75% un alto poder antiinflamatorio.

1. INTRODUCCION

The Baccharis genus contains around 400 species
and is found only in the American continent,
mainly in Brazil and the Andes. Around 35 species
of this genus have been identified in Ecuador,
where very few can be found below 1000 meters
altitude, with the majority found at 2400 meters
altitude, making the species baccharis macrantha
a subject of research (1,2).

The baccharis macrantha species is native to
Colombia and Ecuador, and is commonly known as
“Chilco”, “Chilca”, “Chilco” or “Ciro”, depending
on the region where it is found. However, it has
been determined that the name “Chilca”
corresponds to the Baccharis latifolia species, and
“Chilco” to baccharis macrantha (3). In Ecuador,
it is found in provinces such as Azuay, Bolivar,
Carchi, Cotopaxi, Chimborazo, Imbabura and
Tungurahua, and has been used in traditional
medicine to treat fungal and bacterial infections,
inflammation, menstrual and renal problems,
among other ailments, wusing different
preparations such as infusions or poultices, mainly
using the leaves (4). It grows vigorously in open
terrain with a lot of light, including native shrubs,
steep slopes with compact soil, tolerating droughts
and extremely cold climates at an altitude of 1800
to 2000 meters above sea level (5).

In 2022, it was evaluated the anti-inflammatory
and antioxidant activity of baccharis macrantha
species by obtaining the total content of
flavonoids and polyphenols, and conducting the
evaluation through the red blood cell membrane
stabilizer method using only the plant extract.
However, a complete phytochemical screening was
not carried out for the determination of secondary
metabolites. On the other hand, several studies of
related species have found secondary metabolites
that confer different pharmacological properties,
including terpenes, phenols, flavonoids, and
coumarins, which are the main metabolites of
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interest for anti-inflammatory activity (3). In
2008, designed a topical anti-inflammatory
formulation based on Baccharis latifolia, which
was developed in two main stages: obtaining,
identifying, and evaluating the anti-inflammatory
activity of the hydroalcoholic extract, and
evaluating the anti-inflammatory activity of a
topical pharmaceutical form. It was concluded
that the pharmaceutical form designed as a gel
cream presents a greater anti-inflammatory effect
than the effect observed in the hydroalcoholic
extract (6).

Since there are not enough studies on the
species baccharis macrantha, the aim was to
evaluate the anti-inflammatory activity of a gel
with different concentrations of ethanol extract
from this plant in mice using the carrageenan-
induced plantar edema method (7).
Anti-inflammatory activity is important because
inflammation is a common pathology in society,
mainly restricting mobility and dexterity, making
it more difficult to perform daily activities, and
also aiming to identify the important metabolites
in this activity.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Plant Material

Leaves of the baccharis macrantha plant were
collected in the Llucud Alto community in the
Chambo canton, because as previously mentioned,
this species tends to grow in very cold climates
with steep slopes and compact soils, and this
community has the ideal characteristics for the
growth of this species, as it is located on the
slopes of the El Altar volcano, belonging to the
province of Chimborazo, Ecuador, at an altitude of
approximately 1700 to 2100 meters above sea
level, with temperatures of 10 degrees Celsius
below zero, considered a cold climate with
compact soils, and its collection is difficult during
rainy seasons.
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2.2. Experimental animals

Thirty-six male mice of the Mus musculus species,
weighing approximately between 30 and 45 grams,
were used and divided into 6 groups of 6 mice,
each group with similar weight. They were
subjected to a 12-hour fast to ensure greater
absorption during the administration of
treatments, and kept at appropriate temperatures
in the animal facility of the Faculty of Sciences of
the Polytechnic School of Chimborazo for their
respective conservation. This species of mice was
selected because it is considered a common
organism in in vivo experimentation, due to its
short generation time, easy breeding, and visible
phenotypic characteristics. Therefore, induced
inflammation could be observed with the naked
eye, making it optimal for measurement. It is
worth noting that the guidelines of the National
Institutes of Health (NIH Publications No. 8023,
revised 1978) were used for animal
experimentation.

2.3. Design type

An experimental design was used to evaluate the
anti-inflammatory activity of 3 concentrations of
gels at 10%, 15%, and 18.75% of the ethanolic
extract of baccharis macrantha. These
concentrations were chosen because in previous
studies with similar species, it was noted that gels
above 20% generated adverse reactions and were
toxic to experimental animals. Therefore, gels

lower than 20% were selected. Additionally, these
concentrations were compared with commonly
used commercial gels, with Diclofenac at 1% and
Naproxen at 5.5% as dependent variables in mice.
Carrageenan at 0.5% was induced in the mice using
the plantar edema method.

2.4, Preparation of the ethanolic extract

Principio del formulario

The ethanolic extraction was carried out with
leaves from the whole and crushed plant, in which
a weight of 152,39 grams of dry leaves was
obtained, and upon crushing them, a weight of
183,33 grams. Then, extraction by maceration was
performed, where the crushed plant leaves were
placed in an amber flask of 5000 mL with 400 mL
of 96° ethanol; consequently, two macerations
were performed, the first for the initial 7 days. For
the second maceration, the same leaves were
placed, filtered with 380 mL of 96° ethanol for 7
days, filtering in each of the macerations,
obtaining a total of 599 mL of ethanolic extract,
placing it in another amber flask.

2.5. Fitochemical screening

The phytochemical screening of the ethanol
extract was carried out, which included reactions
to identify the presence or absence of metabolites
such as flavonoids, coumarins,
quinones/anthraquinones, alkaloids, triterpenes,
saponins, and tannins/phenolic compounds, where

(" Lemeds | : 183,33 . Pulverized
. | — | Drying and spraying 33 g. Pulverize
e il e

s

J\ MACERATION

First maceration | — | Initial volume of
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ok 380mL | | g |
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Figure 1. Scheme for the preparation of ethanolic extract
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the quantification of flavonoids and phenols was
also carried out by the “Folin Ciocalteu method”
(7), to determine the exact amount of these
metabolites in the extract.

2.6. Preparation and quality control of gels

For the formulation and preparation, first, the
concentrated ethanol extract was obtained, for
which approximately 550 mL of liquid ethanol
extract was placed in the flask of the rotary
evaporator, the base of the equipment was
heated, trying not to take much pressure, until it
is seen that the 96° ethanol has been completely
distilled, then the extract was removed from the
flask using a spatula, placing it in a Petri dish
previously weighed without a sample, from which
approximately 4g of concentrated ethanol extract
was obtained. Therefore, the 3 gels were
prepared, where first, 4g of Carbopol 940 was
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dissolved in 1000 mL of distilled water with stirring
by means of the magnetic stirrer, in a 1000 mL
beaker. Next, the beaker was placed in the gel
mixer, and depending on the formulation, the mL
of glycerin was added with constant agitation, by
means of the gel mixer, then the mL of
Triethanolamine (TEA) was added depending on its
formulation with slow movements. Finally, the
concentrated extract of baccharis macrantha was
incorporated into the mixture in respective
concentrations (10%, 15%, and 18.75%), it was
stirred with the help of the gel mixer until the
mixture was uniform, and then it was packaged

and labeled. Finally, quality control was
performed, determining physicochemical
characteristics (pH, greasiness, viscosity, and

stability) and microbiological control such as total
coliforms described in Figure 2, mesophilic
aerobes as shown in Figure 3, and fungi and yeasts
in Figure 4.
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Figure 2. Scheme for total coliform count
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Figure 3. Diagram for counting mesophilic aerobes
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Figure 4. Diagram for counting fungi and yeasts

2.7. Evaluation of the anti-inflammatory
activity of the gels

For the evaluation of the anti-inflammatory
activity, 36 mice were handled under the
conditions mentioned above. Afterwards, 6 mice
with similar weight were divided into 6 different
groups: the first group called “control group”,
whose mice were only injected with carrageenan,
the “positive groups” being the commercial gels,
and finally the remaining 3 groups belonging to the
gel with 10%, 15% and 18.75% ethanol extract,
respectively. Then, the mice were labeled with a
marker in some part of their tails to correctly
distinguish them at the time of application of the
treatments or gels. Therefore, the different
treatments were administered to the mice through
the method of carrageenan-induced plantar
edema at 0.5%, which is based on subcutaneously
injecting a 0.5% carrageenan solution in the
mouse’s paw, and the times for data collection
were determined. The first time was at the
moment carrageenan was placed (0’), then
measurements were taken at 30 minutes after the
carrageenan application (30’), at which point the
treatment was applied, either the Positive group
treatment (1% diclofenac and 5.5% naproxen) or
the gels (10%, 15%, and 18.75%). The swelling was
then evaluated every hour for 6 hours using a
caliper that provides millimetric measurements,
and finally the data obtained from the 6 groups
was tabulated and replaced in the formula to
calculate the percentage of inflammation. For the
statistical analysis, the MINITAB version 2019
program was used, using the one-way ANOVA test,
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where the p-value was taken into account. Thus,
if p > 0.05, the null hypothesis (HO) is accepted
and it is concluded that there is no significant
difference between the treatments. However, if p
< 0.05, the alternative hypothesis (H1) is
accepted, and the Tukey test is performed to
determine where there may be a significant
difference between all groups or treatments.

3. RESULTS
3.1. Phytochemical screening

In the respective phytochemical screening of the
ethanol extract of the leaves of the baccharis
macrantha plant presented in Table 1, the
presence of flavonoids such as flavones and
flavonols, saponins, tannins, and triterpenes was
indicated due to the presence of different
colorations for each assay. Additionally, saponins
showed violet coloration for triterpenoidal
saponins, and condensed tannins showed green
coloration, both of which are important in the
anti-inflammatory activity. The presence of
coumarins was also determined through an
ultraviolet light chamber. Regarding the
quantification of phenols, it was observed that the
total phenol content present in the baccharis
macrantha leaves was 113 mg equivalents of gallic
acid/g of dry extract, which is 11.30 g equivalents
of gallic acid/100 g of dry extract. As for the
quantification of total flavonoids, it was 53 mg
equivalents of gallic acid/g of dry extract, that is,
5.3 g equivalents of gallic acid/100 g of dry
extract.
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Table 1. Phytochemical screening of the ethanol extract of the baccharis macrantha plant.

METABOLITE DESCRIPTION RESULT
0 lorati o
range coloration Flavones
Flavonoids
. ++
Brown to orange coloration
Flavonols
. Presence of blue-violet under ultraviolet
Coumarins i+

the light

Quinones/Anthraquinones

Absence of coloration -

Alkaloids

Absence of precipitate -

Triterpenes y/o steroids

Red coloration

Triterpenes
++

Saponins Violet coloration Triterpenoidal Sapogenins
. . . - . +++
Tannins/phenolic White precipitate formation .
Tannins
compounds
+++

Green coloration

Tannins condensed

3.2. Elaboration and quality control of gels

During the quality control of the gel formulations,
their physicochemical characteristics were
determined and presented in Table 2. It was
observed that they have an acidic pH, with the 10%
gel having a pH of 6.79, the 15% gel 6.92, and the
18.75% gel 6.43. Smooth consistency was
determined by absence of lumps or any foreign
objects during tactile assessment of unctuosity.
Viscosity of the three gels was found to be
proportional to their concentration. The three
concentrations were found to have similar
extensibility, and no foreign matter was observed.
Microbiological control revealed absence of
mesophilic aerobes, total coliforms, fungi, and
yeast, as shown in Table 3 for the 10%, 15%, and
18.75% concentrations respectively, indicating the
safety of the manufactured gels.

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de geles
Gabriela F. Castelo, Gisella A. Paredes et al.

3.3. Anti-inflammatory evaluation

When  conducting the anti-inflammatory
evaluation, we noted several important aspects,
such as the times at which noticeable
inflammation reduction occurred, as well as the
anti-inflammatory percentage, as shown in Figure
5. We observed that there was greater
inflammation reduction in the group that used the
18.75% gel, as after 40 minutes of carrageenan and
gel application, there was already inflammation
reduction in the mouse paw. However, we also
noted that the positive control group (5.5%
Naproxen) had a similar anti-inflammatory effect,
as there was a decrease in the percentage of
inflammation after 50 minutes of treatment. It is
worth noting that the other baccharis macrantha-
based gels at 10% and 15% also had mild
anti-inflammatory activity, but it took longer to
visualize their inflammation reduction.
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Figure 5. Comparison of the percentage of inflammation vs time

Table 2. Physicochemical Characteristics of Gels
PSHYSICOCHEMICAL CHARACTERISTICS

CONCENTRATIONS
PARAMETERS Gel 10 % Gel 15 Gel 18,75%
pH 6.79 6.92 6.43
Unctuousness Absent of grumos Absent of grumos Absent of grumos
Viscosity 27771 cP - 46,2% 1205 cP - 50,2% 3318 cP - 55,3%
Extensibility 3,95 cm 4,10 cm 4,10 cm
Table 3. Microbiological control of gels
MICROBIOLOGIC CONTROL
CONCENTRATIONS
PARAMETERS Gel 10 % Gel 15 % Gel 18,75 % MAXIMUM ACCEPTED LIMITS
Mesophilic aerobic count Absent Absent Absent 10.000 UFC/g
Determination of total ./ Absent Absent <10 a 100 UFC/g
coliform microorganisms
Determination of yeast . Absent Absent < 100 UFC/g

and fungi
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3.4. Statistical analysis

When performing the statistical analysis using
analysis of variance (ANOVA) with a 95%
confidence level as shown in Table 4, the p-value
obtained was 0.002, which means that p<0.05,
thus rejecting the null hypothesis and accepting
the alternative hypothesis. Therefore, it was
concluded that one of the treatment group means
was different, and a Tukey test was performed
with a 95% confidence level as shown in Table 5. It
was found that the 18.75% gel and 5.5% Naproxen
had a significant difference, meaning that these
groups had higher anti-inflammatory activity than
the 1% Diclofenac and the other gels based on the
ethanol extract of baccharis macrantha. The
18.75% gel was the maximum concentration used,
and the fact that the group doesn’t share a letter
means that it shows a significant difference as
shown in Table 4. For verification purposes, a
simultaneous Tukey’s 95% confidence interval plot
was also created, where the difference was
visualized better through whiskers. If the whisker
does not contain zero, it means that they are
significantly different, which confirms that the
18.75% gel and 5.5% Naproxen have higher anti-
inflammatory activity, as shown in Figure 6.
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4. DISCUSSION

As there were no previous investigations on
phytochemical screening of baccharis macrantha
species, the results were compared with other
similar species of the same genus (6), on Baccharis
latifolia, being like this, several secondary
metabolites were detected, with emphasis on the
important metabolites for anti-inflammatory
activity, such as phenolic compounds, tannins,
saponins, and triterpenoid compounds,
particularly monoterpenoids, mainly limonene, all
of which were found in abundant quantities. In
terms of coumarins on Baccharis genistelloides,
detected abundant amounts of this metabolite in
the ethanol extract, as well as high amounts of
tannins. As the same metabolites were detected
in baccharis macrantha species in high quantities,
it was determined that the species has significant
anti-inflammatory activity (9).

Regarding the quantification of phenols and
flavonoids using the Folin Ciocalteu method, the
results showed that this plant species had a higher
amount of total phenols and flavonoids, with
values of 113 and 53 mg, respectively (1),
quantification of phenols in baccharis macrantha
determined 80.1 mg EQ/g of dry extract and 21 mg
EQ/g of dry extract for flavonoids.

Table 4. ANOVA statistical analysis of the inflammation percentages of the groups in the anti-inflammation

evaluation
Fountain GL SC Ajust. MC Ajust. Value F Value p
Treatment 5 2029 405.86 4.55 0.002
Mistake 42 3749 89.26
Total 47 5778

Table 5. Tukey Test analysis of inflammation percentages of groups in anti-inflammatory evaluation

Treatment N Medium Grouping
Control 8 59.531
Diclofenac 1% 8 47.87 B
Naproxen 5,5% 8 40.01 B
Gel 10% 8 47.34 A B
Gel 15% 8 50.13 A B
Gel 18,75% 8 40.73 B
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Figure 6. Simultaneous Tukey confidence intervals of inflammation percentages of treatment groups in anti-inflammatory evaluation

Regarding the physicochemical characteristics
of the gels, they had an acidic pH within the
established range (10), which states that gels
should be within a pH range of 4-7. Regarding
viscosity, there is no specific value, as they have
their own characteristics. Regarding extensibility,
indicated that the value should be a maximum of
5 cm for the average radius, and all concentrations
were within normal values (11). For
microbiological control is there should be a
maximum limit of 10,000 CFU/g for mesophilic
aerobes and >100 for fungi and yeasts, and the gels
produced were within the required range (12). The
absence of total coliforms, mesophilic aerobes,
fungi, and yeasts in the Baccharis latifolia gel (13).

In the study of Baccharis, the highest
concentration formulation (7 mg/g or 7%) showed
a greater anti-inflammatory effect, and statistical
analysis using ANOVA indicated a significant
difference, with the 7% gel showing greater anti-
inflammatory activity than the other treatments.
It had the same anti-inflammatory power as its
control group. Therefore, both species, Baccharis
latifolia and baccharis macrantha, have anti-
inflammatory activity, with different
concentrations, but still possessing anti-
inflammatory properties. Also evaluated the
anti-inflammatory activity of the same species,
but using the red blood cell stabilization method

An. R. Acad. Farm.
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with only the ethanol extract (3).
5. CONCLUSIONS

In the present research, important metabolites
were identified in the anti-inflammatory activity
such as flavonoids, tannins, saponins, and
coumarins, which are crucial for the anti-
inflammatory property and are of great
importance for the evaluation of various important
pharmacological activities for the treatment of
other pathologies, since there are no studies that
determine such activity with the ethanolic extract
of baccharis macrantha, making it innovative and
interesting to conduct more research on the
treated species. Gels based on the leaves of the
ethanolic extract of baccharis macrantha showed
anti-inflammatory activity when evaluated in
mice, using the plantar edema method induced by
0.5% carrageenan. Regarding the three gels
formulated, it was demonstrated that the gel
formulation at 18.75% has a greater anti-
inflammatory effect, confirmed by the ANOVA
statistical analysis and the Tukey Test, which also
complied with all the physicochemical and
microbiological quality controls established by the
USP. Therefore, by complying with all the
parameters and proving its anti-inflammatory
activity, the gels could be used as a treatment in
humans with acute and possibly severe
inflammatory processes, providing quick and
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effective improvement. It is also recommended to
give more importance to  developing
pharmacological products based on plants, since
they are less toxic and rescue ancestral traditions
in the use of plants for the treatment of
pathologies.
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PALABRAS CLAVE RESUMEN
Staphylococcus Introduccion: Las aguas mineromedicinales se han utilizado como medicamentos desde
Agua mineromedicinal hace siglos, sin embargo, aln hay aspectos que se deben estudiar utilizando nuevos
Balnearios enfoques como el “One Health” para asegurar su inocuidad sanitaria. Objetivo: Conocer
Resistencia antibioticos la diversidad de especies de Staphylococcus y sus resistencias a los antibidticos en el agua
Resistomas de balnearios mineromedicinales del Ecuador. Metodologia: Se analizaron muestras de
One Health agua de 3 balneario ubicados en las provincias de Imbabura,, Napo y '!'ungurahua, Ecuador.
El aislamiento de las especies de Staphylococcus se realizo por la tecnica de siembra en

profundidad y por filtracion en membrana, utilizando como medio de cultivo el agar Baird
Parker, agar manitol salado y las placas CompactDry para Staphylococcus Las colonias
bacterianas se identificaron siguiendo los esquemas de MacFaddin (2003) complementadas
con pruebas de las galerias Microgen. La resistencia a los antibidticos se determino por el
método de difusion en placas de Kirby y Bauer (1966) interpretandose seglin el CLSI (2022).
Resultados: Se lograron identificar 66 cepas del género Staphylococcus pertenecientes a
11 especies. Los perfiles de resistencia a los antibidticos muestran diferentes patrones
para cada una de las especies, aunque prevalecen las especies multirresistentes a los
antibioticos gentamicina, oxacilina y penicilina. Conclusiones: Se demuestra la presencia
de diversas especies de Staphylococcus en el agua de balnearios mineromedicinales del
Ecuador con perfiles de resistencias y multirresistencia a los antibioticos, lo cual
evidencia la existencia de resistomas y de la necesidad de utilizar el enfoque “One
Health” para el estudio de la resistencia a los antibioticos.

KEYWORDS. ABSTRACT

Staphylococcus Introduction: Mineralmedicinal waters have been used as medicines for centuries,
Mineralmedicinal water however, there are still aspects that must be studied using new approaches such as “One
Spas Health” to ensure their health safety. Objective: know the diversity of Staphylococcus
Antibiotic resistance species and their resistance to antibiotics in the water of mineralmedicinal spas in
Resistomas Ecuador. Methodology: Water samples from 3 spas located in the provinces of Imbabura,
One Health Napo and Tungurahua, Ecuador, were analyzed. The isolation of Staphylococcus species

was carried out by the deep seeding technique and by membrane filtration, using Baird
Parker agar, mannitol salt agar and CompactDry plates for Staphylococcus as culture
medium. The bacterial colonies were identified following the schemes of MacFaddin
(2003) supplemented with the Microgen galleries. Antibiotic resistance was determined
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by the plate diffusion method of Kirby and Bauer (1966) and interpreted according to the
CLSI (2022). Results: 66 strains of the genus Staphylococcus belonging to 11 species were
identified. Antibiotic resistance profiles show different patterns for each of the species,
although species multiresistant to the antibiotic’s gentamicin, oxacillin and penicillin
prevail. Conclusions: The presence of various species of Staphylococcus is demonstrated
in the water of mineralmedicinal spas in Ecuador with resistance and multi-resistance
profiles to antibiotics, which shows the existence of resistomes and the need to use the
“One Health” approach for the study of antibiotic resistance.

1. INTRODUCCION

Desde hace varios afos se conoce la relacion entre
las caracteristicas ambientales y la conformacion
de la biodiversidad microbiana en los ecosistemas
acuaticos, sobre todo en ecosistemas como las
aguas de los manantiales mineromedicinales (1,2).
Se han realizado diversos estudios sobra la
biodiversidad microbiana en el agua de
manantiales mineromedicinal en varias partes del
mundo, los cuales han sefalado la presencia de
una gran variedad de especies bacterianas en estos
ecosistemas (3,4,5,6,7,8).

De igual forma, se ha venido observando que los
ecosistemas acuaticos pueden albergar una
microbiota bacteriana con resistencias naturales y
adquiridas a los antibioticos, asi como participar
en la diseminacion de los genes de resistencias a
los antibiéticos (9,10,11,12,13,14,15,16), lo cual
ha permitido desarrollar el concepto de “Una
Salud” o “One Health”, de manera de resaltar la
importancia del medioambiente en los problemas
de salud, como es el caso de la creciente
resistencia y multirresistencia a los
antimicrobianos por parte de las bacterias,
situacion que nos esta afectando causando muchas
muertes y que nos puede llevar a una proxima
pandemia (17,18,19,20,21,22).

En este sentido, se ha acunado el termino de
resistomas ambientales, para describir la
poblacion microbiana resistente a los antibioticos
(23). Los resistomas ambientales incluyen una gran
variedad de especies bacterianas presentes en
diferentes tipos de ecosistemas (24,25,26). Entre
los géneros de bacterias encontrados cabe senalar
a especies del género Staphylococcus, las cuales
estan presente principalmente en la superficie de
animales y personas, pero también se les ha
encontrado en los alimentos, el agua y el
medioambiente (8,27,28,29,30,31,32).

Las bacterias del género Staphylococcus son
células Gram positivas con forma de cocos
dispuestas en racimos irregulares. Son anaerobios
facultativos, catalasa positivos, inmoviles,

Species of Staphylococcus
resistant to antibiotics
Félix Andueza; Francisco Viteri et al.

fermentadores de azlcar, no formadores de
esporas, capaces de crecer en altas
concentraciones de NaCl y productores de
pigmentos, que pueden variar de una especie a
otra (33). La mayoria de los miembros del género
Staphylococcus pueden sobrevivir en condiciones
desfavorables. Son capaces de tolerar un amplio
rango de temperaturas de 7 a 40 °C y baja
actividad de agua, razon por la cual se encuentran
ampliamente distribuidos y persisten en el medio
ambiente, sobre todo el acuatico (34).

Varias especies del género Staphylococcus son
considerados patdgenos de animales y humanos en
donde pueden causar diversos tipos de infecciones
y toxiinfecciones. La infeccidén ocurre a menudo
después del contacto con  superficies
contaminadas o por el consumo de alimentos y
aguas contaminadas (28,35,36).

La resistencia a diversos grupos de antibioticos
es otra caracteristica resaltante de las especies de
Staphylococcus aisladas principalmente de
muestras clinicas animales y humanas, aunque
también en muestras ambientales (37,38,39).

La mayoria de los estudios sobre la deteccion de
genes de resistencia a antibioticos en especies del
género Staphylococcus se han limitado a la especie
Staphylococcus aureus, provenientes de muestras
de alimentos y de muestras clinicas (40,41).

Entre las bacterias resistentes a los
antimicrobianos, Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina (MRSA) es la segunda causa de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo (42).

Se han descrito altas tasas de resistencia a
antibioticos como la oxacilina, penicilina,
eritromicina, gentamicina y la vancomicina
(40,43,44,45), lo cual ha llevado a que se senalen
a cepas de Staphylococcus aureus, como una gran
amenaza para la salud humana (37).

La incidencia de resistencia a los antibioticos en
aislados acuaticos de especies de Staphylococcus
se ha investigado muy poco, por lo que las
implicaciones del contacto humano con aguas
contaminadas con cepas de especies de
Staphylococcus son desconocidas.
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En Ecuador, las aguas mineromedicinales
termales son frecuentemente utilizadas por un
amplio sector de la poblacion, quienes acuden a
ellas con fines recreativos y en muchos casos con
fines curativos. En este sentido, el objetivo del
presente trabajo fue determinar la diversidad de
especies de Staphylococcus y sus perfiles de
resistencia a los antibidticos en aguas de
balnearios mineromedicinales del Ecuador, de
manera de conocer si existe en estos ecosistemas
resistomas ambientales relacionados con las
especies del género Staphylococcus que pudieran
ser un riesgo para la salud del publico que acude
a estos sitios.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales

2.1.1. Sitios de muestreos
Uno de los sitios donde se realiz6 parte de la
investigacion fue el balneario de aguas
mineromedicinales de “Santagua de Chachimbiro”
ubicado en el suroeste de la parroquia Tumbabiro,
en el canton Urcuqui, provincia Imbabura, en la
Cordillera Occidental Andina ecuatoriana (Figura
1) a una altitud de 2672 m.s.n.m. y con una
temperatura ambiente que varia entre los 16 y 22

°C. Las aguas termo minerales de Chachimbiro en
el complejo Santagua, provienen de un acuifero
hidrotermal profundo. El agua termal de este
balneario se ha determinado que es de tipo
clorurada sodica e hipertermal ya que la
temperatura media del agua es de 55 °C (46).

Otro de los sitios donde se desarrolld el estudio
fue en el balneario mineromedicinal de “Termas
de Jamanco”, localizado al Nororiente de Ecuador,
provincia de Napo, Canton Quijos, parroquia
Papallacta, Ecuador (Figura 2), a una altitud de
3400 m.s.n.m, con una temperatura ambiental
promedio de 8 °C y una precipitacion media anual
mayor a 1000 mm. (47). Las aguas de este
balneario han sido clasificadas de tipo cloruradas
sodicas con temperaturas de 49,8 °C, consideradas
como hipertermales (47).

El Gltimo de los sitios donde se llevd a cabo la
investigacion fue en el balneario de aguas
mineromedicinales “Termas de Santa Ana”,
ubicado en el cantén de Bafos de Agua Santa de
la Provincia de Tungurahua, Ecuador (Figura 3), a
una altitud de 2031 m.s.n.m, con una temperatura
ambiental promedio de 20 °C. l.as aguas
mineromedicinales termales del Balneario “Santa
Ana”, son de tipo sulfatadas, magnésicas e
hipertermales por tener una temperatura
promedio de 35 °C (47).

Figura 2. Ubicacion geografica del Balneario “Termas de Jamanco”. Napo. Ecuador (Google Map, 2023).
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Figura 3. Ubicacion geografica del Balneario “Termas de Santa Ana”. Tungurahua. Ecuador (Google Map, 2023).

2.1.2. Muestras

En el balneario de “Santagua de Chachimbiro” los
puntos de la toma de muestra fueron cuatro. El
primero, fue en la vertiente u ojo de agua. El
segundo, en el tanque de almacenamiento. El
tercer y cuarto punto fueron del agua de las
piscinas termales del balneario. En todos los casos
se tomo un volumen de 1 litro de muestras de
agua, por duplicado en cada ocasion. Se realizaron
dos muestreos en cada punto establecido, con un
total de 16 muestras.

Para el balneario “Termas de Jamanco” los sitios
de muestreos fueron 6. Las tres piscinas termales
del complejo, el tanque de almacenamiento y las
dos vertientes o nacientes de donde se toma el
agua para el balneario. El volumen de muestra en
cada sitio fue de 1 litro de muestras de agua,
recolectadas por duplicado. Se realizaron dos
muestreos, con un total de 24 muestras.

Respecto al balneario “Termas de Santa Ana”, se
seleccionaron 3 sitios de muestreos, la naciente o
vertiente del agua que ingresa al balneario, el
tanque de almacenamiento del agua y la piscina
termal del balneario. El volumen de muestra en
cada sitio de muestreo fue de 1 litros de agua,
recolectadas por duplicado. Se realizaron dos
muestreos, con un total de 12 muestras.

En todos los casos los muestreos se realizaron de
acuerdo con la norma ecuatoriana sobre muestras
de agua (48), transportandose las muestras hasta
el laboratorio de analisis segin lo indicado en la
normativa (49).

3. METODOLOGIA
3.1. Siembra y aislamiento
Para el aislamiento de las colonias de

Staphylococcus presentes en las muestras de agua,
se utilizaron 2 técnica. La primera técnica fue la

Species of Staphylococcus
resistant to antibiotics
Félix Andueza; Francisco Viteri et al.

de siembra en profundidad (50) utilizando
diluciones seriadas hasta 10# de cada una de las
muestras en solucion fisioldgica, y posteriormente
de cada una de las diluciones y de la muestra sin
diluir, se realizaron siembras de un volumen de 1
mL en los agares Baird Parker y Manitol Salado, asi
como en placas Compact Dry X-SA para
Staphylococcus, incubandose a 30 °C durante un
tiempo de 48 a 72 horas. Posteriormente se
purificaron las colonias crecidas en agar soya
tripticasa para su posterior identificacion.

La segunda técnica fue la de filtracion por
membrana (51). De cada una de las muestras
recolectadas de agua se filtraron un volumen de
100 mL, utilizando filtros de 0,45 pm de diametro
y un tamano de poro de 0,45 pm (Millipor).
Posteriormente, las membranas se colocaron sobre
placas de Petri con los agares Baird Parker y
Manitol Salado, asi como en placas de Compact Dry
X-SA para Staphylococcus. Las placas con los filtros
se incubaron a una temperatura de 30 °C durante
48-72 horas. Finalizado el tiempo de incubacion las
colonias amarillas fueron seleccionadas y
purificadas en agar soya tripticasa para su
posterior identificacion.
3.2. Identificacion de las colonias de
Staphylococcus aisladas

Cada una de las colonias aisladas fueron
purificadas en placas de Petri con agar soya
tripticasa. Seguidamente se les realizo la
coloracion de Gram y la prueba de la oxidasa.
Las cepas presuntivas de Staphylococcus,
purificadas en el agar Tripticasa-Soya, fueron
sometidas a pruebas bioquimicas individuales, a
fin de lograr su identificacion a nivel de especie
(52,53). De igual forma, se utilizo adicionalmente
el método de identificacion comercial de las
galerias Novacyt-Microgen™ para Staphylococcus
(54).
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3.3. Perfiles de resistencia a los antibioticos

La susceptibilidad a los antibioticos fue
determinada a cada una de las cepas de
Staphylococcus identificadas, a través del método
de difusion en discos de Kirby-Bauer (55). Se
utilizaron como cepas controles, la cepa ATCC
25922 de Escherichia coli y la cepa ATCC 25923 de
Staphylococcus aureus. Se ensayaron los siguientes
antibioticos:  Eritromicina  (ERY; 15 pg),
gentamicina (GEN; 10 pg), oxacilina (OXA; 1 pg),
penicilina (PEN; 10 U) y vancomicina (VAN; 30 pg).
Para la interpretacion de los resultados de los
antibiogramas se utilizo el manual del CLSI (56).

4. RESULTADOS

4.1. Diversidad
Staphylococcus

de especies de

Al observar los datos senalados en la Tabla 1, se
puede indicar que para el balneario de aguas
mineromedicinales “Santagua de Chachimbiro” se
logré identificar 25 «cepas del género
Staphylococcus pertenecientes a las especies:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus lugdenensis,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus spp
Staphylococcus warneri 'y Staphylococcus xylosus
(Ver Tabla 1).

En el caso del agua del balneario
mineromedicinal “Termas de Jamanco” se pudo
identificar un total de 23 cepas del género
Staphylococcus perteneciente a las especies,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus sciuri,
Staphylococcus spp, Staphylococcus warneri 'y
Staphylococcus vitulis (Ver Tabla 1).

Para el agua del balneario minero medicinal de
“Termas de Santa Ana”, se pudo identificar una
tola de 18 cepas del género Staphylococcus,
correspondiendo a las especies Staphylococcus
aureus, Staphylococcus cohnii subsp urealyticum,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus klosii
y Staphylococcus spp (Ver Tabla 1).

Al analizar los datos de la Tabla 1, se observa
que las especies con mayor frecuencia de
aislamiento, considerando los tres balnearios
analizados, fueron Staphylococcus aureus (%), y
Staphylococcus warneri (%).
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4.2. Perfiles de resistencia a los antibioticos

En la Tabla 2 se resumen los resultados obtenidos
en la determinacion de los perfiles de resistencia
y sensibilidad a los antibidticos de las especies del
género Staphylococcus identificadas en los tres
balnearios de agua mineromedicinal estudiados.
En la presente investigacién se observaron las
mayores resistencias para el caso de los
antibioticos eritromicina, oxacilina y penicilina
(Ver tabla 2).

Los antibioticos mas efectivos contra las cepas
de las diferentes especies de Staphylococcus, fue
el antibidticos vancomicina, resultados que
corresponde a la susceptibilidad que se ha
indicado para este género en diferentes muestras
de origen ambiental, animal y humano (Ver tabla
2).

5.DISCUSION

Desde hace varios anos los estudios
microbioldgicos realizados en diferentes tipos de
ecosistemas acuaticos han puesto en evidencia la
presencia de cepas bacterianas pertenecientes a
diversas especies del género Staphylococcus en
estos ambientes, inclusive en las aguas minerales
envasadas (3,27,34,57,58,59,60,61,62).

El género Staphylococcus alberga un gran
numero de especies cuyos miembros poseen un
variado repertorio de caracteristicas bioldgicas y
bioquimicas que le han permitido sobrevivir y
ocupar ambientes con diferentes condiciones
fisicoquimicas y quimicas (63,64,65).

Entre estos ambientes destaca los manantiales
de aguas termales, denominados
mineromedicinales por sus notorias propiedades y
usos como medicamentos (66). Estudios
microbioldgicos realizados en manantiales
mineromedicinales de varias partes del mundo han
puesto en evidencia la presencia de especies de
Staphylococcus en estos ecosistemas, denominado
también ecosistemas extremofilos por sus
condiciones extremas en el aspecto fisicoquimico
y quimico (1,3,4,5,8,67,68,69). En este sentido,
los resultados del presente trabajo son similares
respecto a la presencia de varias especies de este
género (Ver tabla 1) en las aguas
mineromedicinales estudiadas, aunque difieren en
el aspecto de las especies identificadas y sus
porcentajes de aislamientos.
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Tabla 1. Diversidad de especies bacterianas del género Staphylococcus en aguas mineromedicinales de

balnearios ecuatorianos

Iau.

Numero de especies Numero de .
Especies
Lugar de.StapI];{lococcus ~ cepas identificadas
identificadas identificadas
Balneario
“Santagua de 6
Chachimbiro”
5 Staphylococcus aureus
5 Staphylococcus epidermidis
3 Staphylococcus lugdenensis
3 Staphylococcus saprophyticus
3 Staphylococcus spp
3 Staphylococcus warneri
3 Staphylococcus xylosus
Subtotal 25
Balneario “Termas de 4
Jamanco”
4 Staphylococcus aureus
4 Staphylococcus sciuri
7 Staphylococcus spp
4 Staphylococcus vitulis
4 Staphylococcus warneri
Subtotal 23
Balneario “Termas de 4
Santa Ana”
5 Staphylococcus aureus
3 Staphylococcus cohnii subsp urealyticum
2 Staphylococcus intermedius
4 Staphylococcus klosii
4 Staphylococcus spp
Subtotal 18
Total 14 66

De igual forma, en Ecuador existen varios
estudios sobre el aislamiento y caracterizacion de
este género bacteriano en muestras de aguas de
balnearios mineromedicinales (24,70,71,72). Sin
embargo, al comparar los resultados obtenidos en
la presente investigacion con los observados en
otros balnearios de aguas mineromedicinales de
otras provincias del Ecuador, se puede senalar que
especies del género Staphylococcus se han aislados
en estos tipos de ecosistemas, aunque existen
variaciones en las especies identificadas y en la
frecuencia de aislamiento, ratificando lo que han
senalado diversos investigadores sobre la
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microbiota de los ecosistemas acuaticos, en el
sentido de que es especifica y que depende de las
condiciones fisicoquimicas, geologicas y quimica
de cada ecosistema (1,73).

En la mayoria de los estudios realizados en
ecosistemas acuaticos mineromedicinales
(3,4,53,74), las especies prevalente han sido
Staphylococcus  aureus 'y  Staphylococcus
epidermidis, resultados muy similares a los
obtenidos en la presente investigacion (Ver tabla
1), aunque la variedad de especies aisladas e
identificadas ha sido mayor, muy probablemente
debido a que estos ambiente son frecuentados por
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Tabla 2. Perfiles de resistencia a los antibioticos de las especies bacterianas del género Staphylococcus
aisladas en el agua mineromedicinales del balneario del Ecuador.

Origen de aislamiento Codigo ERY GEN OXA PEN VAN

Balneario “Santagua
de Chachimbiro”

Staphylococcus aureus BSC-1 S S R R S
Staphylococcus aureus BSC-2 R S S R S
staphylococcus BSC-4 R s R R s
epidermidis
Staphylococ.cus BSC-6 S S S S S
lugdenensis
Staphylococ.cus BSC-7 R S R R S
lugdenensis
Staphylococcus BSC-10 R s R R s
saprophyticus
staphylococcus BSC-11 s s s s s
saprophyticus
Staphylococcus BSC-15 R s R s s
saprophyticus
Staphylococcus warneri BSC-17 R R R S S
Staphylococcus warneri BSC-19 S S R R S
Staphylococcus warneri BSC-20 R S S R S
Staphylococcus xylosus BSC-21 R S R S S
Balneario

“Termas de Jamanco”

Staphylococcus aureus BTJ-2 S S R S S
Staphylococcus aureus BTJ-3 R S R R S
Staphylococcus sciuri BTJ-5 S S S S S
Staphylococcus sciuri BTJ-7 S S R R S
Staphylococcus vitulis BTJ-19 R S S R S
Staphylococcus vitulis BTJ-21 S S R S S
Staphylococcus warneri BTJ-23 R S R S S
Balneario “Termas SANTA
ANA”
Staphylococcus aureus BTSA-2 R S S R S
Staphylococcus _cohnn BTSA-7 S R S R S
subsp urealyticum
Staphylococcus intermedius BTSA-9 R S R R S
Staphylococcus klosii BTSA-10 S S S S S
Staphylococcus klosii BTSA-11 S S R S S
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un gran numero de personas que pueden ser
portadoras de diferentes especies y cepas de
Staphylococcus, las cuales pueden diseminarse en
el agua mineromedicinal permaneciendo viables
dada la resistencia de los miembros de este género
a las condiciones de alta salinidad que presentan
las aguas mineromedicinales, y ademas, por su
capacidad de formar biofilm en diversos tipos de
ecosistemas (15,75,76,77).

Los resultados respecto a los perfiles de
sensibilidad y resistencia a los antibioticos por
parte de las distintas cepas de las especies de
Staphylococcus identificadas se resumen en la
Tabla 2.

Las cepas de Staphylococcus presentan un perfil
tipico de susceptibilidad/resistencia a antibioticos
(78,79), destacando la multiresistencia a 2
antibioticos en la mayoria de las cepas, asi como
la resistencia a los antibidticos eritromicinay a la
oxacilina, ademas de la sensibilidad de todas las
cepas analizadas a la vancomicina (Ver tabla 2)

Los resultados obtenidos en la presente
investigacion indican la presencia de una variada
gama de perfiles de resistencia/sensibilidad a los
antibioticos por parte de las cepas de las distintas
especies de Staphylococcus analizadas, los cuales
varian con respecto a otras investigaciones
llevadas a cabo en otros tipos de ecosistemas
acuaticos (12,80,81).

Los miembros del género Staphylococcus son
bacterias ambientales ubicuas, capaces de
colonizar rapidamente y causar infecciones
oportunistas en humanos y animales, que también
pueden de promover el intercambio de genes de
resistencia a los antibioticos entre las bacterias
autoctonas y las aléctonas presentes en los
ambientes naturales, tales como los ecosistemas
acuaticos (30,39).

Los resultados muestran que el mayor
porcentaje de las cepas de las distintas especies
de Staphylococcus fueron resistentes a los
antibidticos eritromicina, oxacilina y penicilina
(Ver tabla 2).

La penicilina es un antibiotico de la familia de
los B-lactamicos. Se introdujo en la practica
clinica en 1941y, s6lo un ano después, se describio
la resistencia a la penicilina en algunas cepas de
Staphylococcus aureus. Diez anos después, mas de
la mitad de los aislamientos en grandes hospitales
ya eran resistentes a la penicilina (82). La
necesidad de crear compuestos resistentes a la
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accion de las B-lactamasas producidas por las
células de Staphylococcus resistentes, llevo al
desarrollo de otros antimicrobianos como la
meticilina. Sin embargo, poco después de la
introduccion de este antibiotico, se aislaron
también cepas resistentes al mismo (MRSA) (83).
Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) reconoce a las cepas de Staphylococcus
resistentes a la meticilina como un patogeno de
alta prioridad, ya que se ha observado la aparicion
de estas cepas en muestras alimentarias,
ambientales, de animales y de humanos (37).

El mecanismo de resistencia a la meticilina se
basa en la sintesis de la proteina PBP, con poca
afinidad por la meticilina y otros B-lactamicos, que
bloquea la llegada del antibiotico a su sitio diana
y crea asi resistencia (84). El gen mecA, que se
encuentra en los loci genéticos [lamados
cromosomas en cassette estafilococicos mec
(SCCmec), es el principal gen responsable de la
resistencia a la meticilina (85).

Con respecto al antibiotico eritromicina, el cual
pertenece al grupo de los macrélidos de primera
generacion, pocos anos después de su introduccion
en el tratamiento de infecciones por bacterias
Gram positivas, aparecieron las primeras cepas de
Staphylococcus resistentes a estos antibioticos.
Hoy en dia, la resistencia a los macrélidos esta
muy extendida en todo el mundo y un gran nimero
de bacterias son resistentes a este tipo de
antimicrobiano (86). La creciente resistencia a los
macrolidos entre las cepas de Staphylococcus,
sobre todo de origen clinico, es consecuencia de
su uso en el tratamiento de infecciones por
bacterias Gram positivas y generalmente se asocia
con resistencia a los antibioticos lincosamida y
estreptogramina B (87).

Los tres mecanismos principales de resistencia
a los macrolidos en Staphylococcus son: (1)
modificacion del ribosoma bacteriano, (2) salida
de macrolidos de la célula bacteriana/proteccion
del ribosoma a través de proteinas de la familia de
unién al ATP (ABC-F), e (3) inactivacion enzimatica
(88,89). La modificacion del sitio objetivo en el
ribosoma causa una resistencia de amplio espectro
a los macrolidos, mientras que el eflujo y la
inactivacion  enzimatica son de menos
importancia. Los genes de resistencia a macroélidos
se encuentran en plasmidos, transposones e islas
genomicas y pueden transferirse facilmente
horizontalmente entre cepas y especies (88,89).
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Otros de los resultados obtenidos en la
investigacion fue que una gran proporcion de las
cepas de Staphylococcus estudiadas resultaron
sensibles al antibidtico gentamicina y todas fueron
sensibles a la vancomicina (Ver tabla 2) .

La gentamicina es un antibiético del grupo de
los aminoglucosidos, utilizado como antibiotico de
amplio espectro y accion bactericida para el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias
Gram negativas y bacterias Gram positivas como
Staphylococcus aureus o Enterococcus faecalis
(90).

Se ha indicado que las bacterias del género
Staphylococcus generan resistencia a través de
diversos mecanismos, entre ellos las mutaciones
en el sistema de permeabilidad membranal, a
diferencia de las bacterias Gram negativas cuyo
principal mecanismo de resistencia a la
gentamicina es mediante la presencia de enzimas
mediadas por plasmidos que alteran los
aminoglucosidos (91).

En el caso de la vancomicina, el cual es un
antibiotico del grupo de los glucopéptidos que se
utiliza en casos de las cepas resistentes a la
meticilina, se ha indicado que su efecto
bactericida es a través de la inhibicién de la
sintesis de la pared celular, gracias a su gran
afinidad por los precursores de esta, lo cual
permite alterar la accion de la transglucosidasa
por diversos impedimentos estéricos (90).

Recientemente se ha visto que la resistencia de
bacterias Gram positivas a la vancomicina se
encuentra asociada con la transferencia de genes
van de enterococos (90). La resistencia a la
vancomicina también puede deberse a la
heterorresistencia de las células bacterianas (92).

Dado a que aun no se encuentra generalizada la
resistencia a la gentamicina y vancomicina en las
cepas de Staphylococcus, esto antibidticos se
utilizan en los casos de las cepas resistentes a la
meticilina (93), aunque en los Ultimos afos ha ido
aumentado la deteccion de cepas resistentes a los
mismos (94).

En diversos estudios realizados en los ultimos
anos en diferentes tipos de ecosistemas acuaticos,
como glaciares, aguas de lagos volcanicos y los
manantiales de aguas termales
(16,74,95,96,97,98), han dejado al descubierto
que en estos ambientes existen una diversidad de
microorganismos con resistencias naturales a los
antibioticos que han sobrevivido y se han adaptado
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a las condiciones extremas reinantes en esos
ambientes, constituyendo un reservorio natural de
bacterias y de genes asociados con la resistencia a
los antibioticos denominados  resistomas
ambientales, los cuales han sido poco estudiados
(10,99,100). Las escasas investigaciones realizadas
sobre los resistomas ambientales han puesto en
evidencia que antes de haberse descubierto y
utilizados los antibidticos, las comunidades
bacterianas han interactuado con los
microorganismos productores de antibioticos y
desarrollados mecanismos de resistencia que le
han permitido su adaptacion y proliferacion en
distintos ambientes acuaticos y terrestres, como
una estrategia adaptativa creando nuevos nichos
para sobrevivir ante la competencia con los
microorganismos productores de sustancias
antimicrobianas (101,102).

Tomando en consideracion lo sefalado en el
parrafo anterior, es importante evaluar el
problema de la resistencia a los antibioticos desde
una perspectiva mas global, como la que propone
el enfoque “One Health” (103), donde el
componente ambiental debe analizarse vy
monitorearse para estudiar las resistencias
naturales detectadas, ya que representan una
fuente importante de transmision y dispersion,
tanto de los microorganismos resistentes, como de
sus genes (9,12,104). Recientemente se ha
senalado que la resistencia a los antibioticos en
cepas de bacterias ambientales se encuentra en la
interfaz del “One Health” y que deben hacerse un
mayor numero de investigaciones para entender
esta dinamica (11,105,106).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
pueden ser el reflejo probablemente de la
existencia de presiones selectivas naturales en los
ecosistemas investigados, tales como la elevada
concentracion de sales y metales pesados
presentes en este tipo de aguas, asi como la
temperaturas e incidencia de radiaciones solares
elevadas, dada la situacion altitudinal de los
balnearios estudiados que se encuentran por
encima de los 2000 metros sobre el nivel del mar.
De igual forma, se debe considerar también como
una presion selectiva, la posible presencia de
microorganismos productores de antimicrobianos
en estos ambientes, asi como la presencia de
especies de bacterias patogenas proveniente de
fuentes externas que pudieran haber ayudado a la
diseminacion de los genes de resistencia, ello si se
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considera que estas aguas son utilizadas por una
gran parte de la poblacion que acude a ellas para
buscar alivio a una variada gama de
enfermedades.

En el caso de Ecuador, el presente trabajo seria
el primero en senalar la presencia de especies del
género Staphylococcus resistentes a diversos
antibioticos en muestras de agua de manantiales
mineromedicinales termales de las provincias de
Imbabura, Napo y Tungurahua.

6. CONCLUSIONES

Se evidencia que en el agua mineromedicinal del
balneario “Santagua de Chachimbiro”. estan
presentes una mayor variedad de especies de
Staphylococcus en comparacion a la observada en
el agua de los otros balnearios estudiados.

Los resultados obtenidos en los perfiles de
resistencia a los antibidticos de las distintas
especies de Staphylococcus encontradas, indican
la presencia de especies resistentes y
multirresistentes a por o menos 2
antimicrobianos, lo que evidencia el papel de las
especies del género Staphylococcus en la
diseminacion y reservorios de los genes de
resistencias a antibioticos en el ambiente y su
posible papel en el establecimiento de resistomas
ambientales.

Este trabajo senala la necesidad de estudiar y
comprender la importancia de las aguas minerales
naturales, como lo son las aguas
mineromedicinales de uso publico, como
reservorios de la diversidad bacteriana y de
resistomas ambientales siendo una linea base para
futuras investigaciones desde el enfoque “One
Health”, ya que es necesario tomar en cuenta la
microbiota ambiental si se quiere combatir y
mitigar el problema de la resistencia a los
antibioticos.
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1. ANTECEDENTES
1.1. El Valle de los Pedroches

Este viaje personal empieza en esta comarca norte
de la provincia de Cdérdoba, que a modo de punta
de lanza, se introduce entre las provincias de
Badajoz y Ciudad Real. Viniendo desde la capital,
y una vez pasada la Sierra Morena y el puerto del
Calatraveno, —al cual dio fama el marqués de
Santillana—, se extiende una zona en la que
abunda el granito, y esta formada por 17 pueblos.
Una caracteristica importante de la historia del
valle ha sido su aislamiento de la Meseta, hecho
que se certifico cuando en tiempos de Carlos Il se
eligi6 Despenaperros como el camino de la
conexion de Madrid con Cordoba y Sevilla.

Debido a la presencia de grandes dehesas, el
jamon ibérico de Los Pedroches es una de las 4
denominaciones de origen que tenemos en Espana.

1.2. Pozoblanco

Este trayecto personal comienza en el pueblo de
Pozoblanco, de 18.000 habitantes, el mismo
numero que hace un siglo. Fundado hace 7 siglos,
en el siglo XVIII la Corona lo declara capital de la
comarca de Los Pedroches. Es un pueblo
agricultor-ganadero, a pesar de las dificiles
condiciones climaticas para estas actividades;
estas dificultades han marcado impronta en el
modo de ser de sus habitantes. Durante dos siglos
simultaned con una floreciente industria textil
(panos y bayetas), hasta que ésta desaparecio en
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el siglo pasado. Pozoalbense ilustre es Juan Ginés
de SepuUlveda, cronista del Emperador Carlos.
Pozoblanco es un pueblo de hondo espiritu
cristiano; fue una suerte que hace 90 anos los
Salesianos de Don Bosco decidieran fundar un
Colegio.

1.3. Mis Raices

Estoy muy orgulloso de toda mi familia y de su
trayectoria. Empezando por mis abuelos
Ballesteros Jiménez y Fernandez Cabrera, y Olmo
Garcia y Cabrera Redondo. Y después, mis padres:
Francisco y Francisca. Todos con sus familias muy
numerosas, y muy religiosas. Deseo agradecer el
ejemplo y esfuerzo de mis padres. Mi familia supo
prever la importancia de permitir a los hijos
realizar estudios secundarios, que luego podrian
conducir a la Universidad, y asi, —siguiendo las
sugerencias y posterior ayuda de 2 dos curas
salesianos, a quienes estoy muy agradecido,—
empecé el Bachillerato. Y, posteriormente, cursé
Quimica en la Universidad de Sevilla.

Siempre recibi amor y seguridad por parte de
toda mi familia. Por otra parte, tuve unos
excelentes profesores. Pasando los anos, a mis
padres les concederian en Codrdoba el Primer
Premio a la Promocion Familiar, por haber
posibilitado que sus once hijos, —con la ayuda de
muchisimas becas,— alcanzaran niveles de
ensenanza muy superiores a los suyos.

Con el tiempo vendria nuestro
emparentamiento con la familia Garcia Herruzo.

Antonio Ballesteros Clotilde Fernandez
Jiménez Cabrera

Antonio Olmo Tomasa Cabrera
Garcia Redondo

Francisco
Ballesteros

Antonio Ballesteros

Olmo R

ago"

Figura 1. Mis raices.

Lina Garcia
. Herruzo
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2. CATALIZADORES

Ya Berzelius en 1835 describio procesos cataliticos
en plantas y animales, y también usando platino
metal y acidos. La palabra catalisis viene del
griego (katalysis, que sigifica disolucion;
acabamiento). Segln la Real Academia Espafola
“un catalizador es una sustancia que en pequena
cantidad incrementa la velocidad de una reaccion
quimica y se recupera sin cambios esenciales al
final de la reaccion”. Ademas, en los Ultimos anos
la RAE le ha anadido una nueva acepcion “dicho
de una persona o cosa que estimula el desarrollo
de un proceso”.

Esta es la grafica que compara una reaccion no
catalizada con la misma reaccion catalizada
(Figura 2). Al pasar de los sustratos a productos,
vemos, — en un esquema muy simplificado,— la
representacion de los cambios de energia libre de
la reaccion al progresar la transformacion. La
energia libre de Gibbs es aquella que puede
transformarse en trabajo; la energia calorifica no
es energia libre. La menor energia de una reaccioén
en presencia de un catalizador hace que la
transformacion sea infinitamente mas rapida: en
algin caso se ha demostrado que es mas de un
trillon de veces. Pero un valor mas normal podria
ser alrededor de mil millones de veces mas rapida
(—diez elevado a nueve—) que la reaccion sin
catalizador.

Como farmacéutico, me voy a permitir esta
tarde dispensarles unas cuantas recetas:

Receta Primera

Tradicionalmente, la catalisis se ha dividido en
homogénea y heterogénea. La catalisis puede
realizarse  empleando bien catalizadores
inorganicos (p.ej. metales en el catalizador de un
coche, o las zeolitas), bien catalizadores
organicos. En quimica, casi todas las reacciones
son cataliticas.

De los catalizadores organicos, desde hace un
siglo se conoce que son un tipo de proteinas,
“proteinas cataliticas” llamadas fermentos o
enzimas. Sin la accion de los enzimas, no es
posible la vida.

Las proteinas son polimeros lineales de
aminoacidos, que se enlazan, —con pérdida de una
molécula de agua—, formando enlaces amida
(peptidicos). Se cree que un mal plegamiento
posterior de esta estructura primaria podria ser
responsable del Alzheimer y del Parkinson.

3. Ml FORMACION

Estudié Quimica en la Universidad de Sevilla, de la
que tengo buenos recuerdos de profesores y
companeros. Y de mi trabajo de laboratorio para
la Tesina de Licenciatura. Al ano siguiente el Jefe
del Estado entregaria los premios Fin de carrera a
las diversas titulaciones, en mi caso representando
obviamente a Ciencias Quimicas.

Pronto me di cuenta de que la parte que mas me
atraia era la Bioquimica; cosa que tuve ocasion de
ratificar cuando marché a Granada para cursar
estudios de Farmacia.

g » . s
Energiade activacddndels
resccion nocatalizada
I .
3
@
E £
-_;: ,,-/:J.-" Sy IIner;i.:dQ activagsn de la reaccidn catalimda
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- YR .
- !
4 1
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Figura 2. Comparativa reaccion no catalizada vs reaccion catalizada.
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Dos anos mas tarde me vine a Madrid, al
Instituto Rocasolano, del CSIC, para hacer el
doctorado en Quimica. Elegi el tema “catalisis”,
por lo que pasé al grupo del Prof. Garcia Banda.
Mi tema de trabajo fue continuar los estudios
sobre catalizadores de silice-alumina empleados
comunmente a 400° Celsius en el craqueo de
petréleo; mi Tesis fue dirigida por los Dres.
Hermana y Banda. Conseguimos demostrar que la
formacion de agua en la reaccion iba cambiando
las propiedades acidas del catalizador, nocion que
hoy es fundamental en catalisis.

Es importante que el soporte solido sobre el que
se va a inmovilizar el catalizador tenga una gran
cantidad de microporos, para que asi su area
especifica sea muy alta (centenares de m? por
gramo), lo que se traduce para la catalisis en una
mayor concentracion de centros activos. También
es crucial la mayor o menor hidrofilia o hidrofobia
del soporte.

Durante el Doctorado me di cuenta de que mi
vocacion era la investigacion.

4. LLEGO EL AMOR

Estando alin con la Tesis, Lina, —que no ha podido
llegar a este acto, pero que esta presente—,
cambidé mi vida. Ella, una esposa corcho, ha sido
amante, compafera, apoyo, maestra, motor,
empuje... Y es a quien dedico este parlamento. Y
también a nuestros maravillosos 4 hijos, + 3 hijos
politicos (por cierto, los siete, muy buenas
personas). Y también a nuestros 12 nietos. Y,
nuevamente a mis hermanos; y también a mi
familia politica. Y en todas las épocas,
fundamentales los amigos, “la familia que uno
elige”.
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Sigamos.
El Dr. Banda ya nos decia que le gustaria iniciar
una nueva linea de investigacion usando

catalizadores biologicos. La idea de dedicarme a
investigar en biocatalisis me fascind, por eso en el
momento oportuno le comuniqué que a mi me
gustaria en el futuro desarrollar esa nueva linea
de catalisis bioldgica.

Una vez planteado este abordaje, tuve que
pensar en elegir un cientifico de prestigio: se
trataba de hacer una larga estancia postdoctoral
conducente a aprender el maximo de
enzimologia/catalisis enzimatica, con la idea de a
mi vuelta montar un buen grupo de biocatalisis.
Entonces, consultando el Chemical Abstracts, elegi
al Prof. Christian Anfinsen, —de un sitio de
excelencia, los National Institutes of Health , junto
a Washington DC—. Tuve la suerte de conseguir una
de las pocas becas del Public Health Service de EE.
UU., y permaneci en USA 24 fructiferos meses.
Poco después de mi regreso, a Anfinsen le
concederian el Premio Nobel en Quimica por sus
investigaciones sobre un enzima. (Durante mi
estancia, Cuatrecasas, Wilchek y Anfinsen
publicarian el famoso método de la affinity
chromatography, por el que aln podrian conceder
el Nobel a Wilchek).

Y después de estos antecedentes, ahora
empiezo el nlcleo de lo que hoy quiero tratar:

La fundacion del Departamento de Biocatalisis
en el Instituto de Catalisis y Petroquimica del
C.S.1.C.

Mi estrategia fue entonces ir reclutando
sucesivamente a los mejores, para poner en
marcha y desarrollar lo que en el futuro deberia
ser un prestigioso Departamento de Biocatalisis;
para ello periddicamente enviaba a las diversas

Investigadores en mi Grupo (l)

VICTOR FERNANDEZ
JOSE M. GUISAN
CRISTINA OTERO

EITEL PASTOR
FRANCISCO PLOU
MIGUEL ALCALDE
MANUEL FERRER

Figura 3. Investigadores en mi grupo.

Investigadores en mi Grupo (Il)

M. Barandiaran Pamela Torres
Igbal Gill
Oscar Nuero

M. Teresa Martin

R. Martin del Rio
A. Rguez-Tébar Ana Belogui

Lucia Ferndndez
Adi Kunamneni
C. Garcia-Burgos

Roseri de Beer

Julian Serrano
Carlos Montuenga
Fatima Morais
Mirta Barate

M. Angeles Cruces

A. Gomez de Segura

M. Angeles Fernandez Gloria Fuentes B. Rguez-Colinas

Vicente Torres Agnes Viatte
Presentacion Reyes

Carmen Cruzado

D. Reyes-Duarte

H. Garcia-Arellano Paloma Santos

Noa Miguez
Fadia Cervantes

M. Pérez-Boada
Emilio Alvarez
M. Luisa Ria

M. Visitacion Calvo

N. Lopez-Cortés
Clodoaldo Machado
Iraj Ghazi

José L. Gonzdlez-Alfonso

David Fernandez Polo

Figura 4. Otros investigadores de mi grupo.
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Facultades espanolas ofertas para hacer la Tesis
doctoral. A lo largo de muchos anos puse el liston
muy alto para integrarse en mi grupo, y asi fueron
llegando excelentes colaboradores especializados
en Quimica, Farmacia, Biologia, Medicina,
Bioquimica o Biotecnologia. Después, procuré
ayudarles a todos para que hicieran estancias
posdoctorales en los mejores laboratorios
extranjeros.

Prueba de lo buenos que eran es que, de ellos,
siete obtuvieron plaza de investigador en plantilla
en el Departamento de Biocatalisis: los Dres.
Victor Fernandez, José Manuel Guisan, Eitel
Pastor, Cristina Otero, Francisco Plou, Miguel
Alcalde, y Manuel Ferrer, quienes han formado los
cimientos y estructura del Departamento. Casi
todos han ascendido ya a Profesor de investigacion
y contindan actualmente dandole relevancia
internacional y nacional. Fue decisivo el apoyo del
Dr. Banda.

El resto de los que han trabajado en mi
laboratorio (Figura 4) engloba también a
magnificos investigadores, desde profesores de
universidad e instituciones espanolas y extranjeras
a otros procedentes de empresas. Los que aun
eran Licenciados cuando llegaron, hicieron su
Doctorado. Asi, hace meses estaban realizando su
Tesis doctoral en nuestro Grupo: Noa Miguez, Fadia
Cervantes, José Luis Gonzalez Alfonso y David
Fernandez Polo.

Estas listas son muy incompletas, refiriéndonos
al Departamento, ya que, a lo largo de los anos,
muchos otros investigadores fueron llegando a
trabajar directamente con mis colaboradores, que
ya se iban independizando cientificamente. Todos
han ido aumentando el potencial del
Departamento, que en la actualidad cuenta con un
bien ganado prestigio dentro y fuera de Espana, de
lo que me siento orgulloso.

Hay en la actualidad un gran interés en
conocer mas sobre los enzimas; asi no es de
extranar que, de un libro de divulgacion, “La
enzima prodigiosa” (2013), escrito por el doctor
Shinya, un conocido cirujano colonoscopista en
Estados Unidos, haya sido un best- seller, aunque
su definicion y concepto de los enzimas es muy
raro y totalmente heterodoxo. Por el contrario, en
2016 el CSIC publico una aproximacion ortodoxa al
tema “Las enzimas”, por el Dr. Francisco Plou.

Los enzimas suelen llamarse con el nombre del
sustrato, seguido del sufijo “asa” (ejemplo, de
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lipidos: lipasas; de lactosa, lactasas...). Por ser un
campo multidisciplinar, la biocatalisis requiere un
gran esfuerzo del investigador; en biocatalisis
tratamos de encontrar soluciones bioldgicas para
problemas quimicos, y también sintetizar
productos quimicos novedosos. Puede realizarse
de varias maneras: Utilizar células enteras como
reservorio de enzimas, las cuales se ponen en
contacto con los sustratos; o bien romper el
material vivo, y usar la proteina que efectuara
luego la catalisis (en este segundo caso, se puede
utilizar bien un extracto celular conteniendo todas
las proteinas, o bien purificar nuestro enzima en
cuestion). Como los enzimas son caros, para poder
re-utilizarlos hay que inmovilizarlos, por ejemplo
fijandolos a un soporte: asi queda en fase
heterogénea y se recupera facilmente para ser
usado sucesivamente durante periodos largos.

Mi primer tema de trabajo fue -continuando mis
investigaciones en USA- sobre los enzimas que
perteneciendo al operon de la histidina forman
parte de la ruta de biosintesis de este aminoacido
en las enterobacterias Escherichia coli y
Salmonella typhimurium, tanto desde el punto de
vista microbiolégico-genético como de la
aplicacion de muy diversas técnicas fisicas.

El siguiente tema de investigacion fue la
Inmovilizacion y estabilizacion de diversas
nucleasas en soportes porosos muy variados; en
ellos se elimind primeramente la difusion externa
y luego se trato el papel que la difusion interna en
los poros podia tener en la velocidad de reaccion.
El objetivo de estas investigaciones era -para
poder utilizar las proteinas de organismos
unicelulares para paliar el hambre en el mundo-,
hidrolizar y eliminar los acidos nucleicos para que
al comerlas no provocasen la enfermedad de la
gota.

El Investigador se la juega al
elegir sus temas a estudiar

A titulo de ejemplo, me referiré a dos de los
mios: 1° Hidrogenasas; 2° Lipasas. (en los que se
sigue investigando en el Instituto).

1) La guerra arabe-israeli de 1973 hizo subir 4
veces el precio del petroéleo. El Prof. Kaplan, de la
Universidad de California, habia conseguido la
produccién de hidrogeno acoplando in vitro
hidrogenasa bacteriana y cloroplastos de espinaca:
siguiendo el esquema zeta de la fotosintesis en los
dos fotosistemas de los cloroplastos, los electrones
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procedentes de la rotura del agua, si se desviaban
in vitro con una hidrogenasa, originaban hidrogeno
(en vez de producir hidratos de carbono, lo normal
en la fotosintesis). Las hidrogenasas son los
enzimas necesarios para conseguir la (bio)fotolisis
del agua para obtener hidrégeno, que podria ser
uno de los combustibles del futuro, ya que al
quemarse no se forman subproductos indeseados
(solo se forma agua). Rapidamente preparé un
sabatico con Kaplan, con el que aprendi a manejar
hidrogenasas en condiciones de anaerobiosis total.
A mi vuelta, incorporé a mi laboratorio este tema
(para el que consegui una enorme financiacion por
los Acuerdos de Cooperacion Espaina- EE.UU.).

Por supuesto que el abordaje bioldgico para la
fotoproduccion de hidrégeno sigue compitiendo
con el abordaje quimico, que utiliza catalizadores
de metales nobles inmovilizados sobre o6xidos
semiconductores como el dioxido de titanio.

2) Lipasas. Después de estudiar la bibliografia y
consultar después a colegas cientificos de
universidades y empresas extranjeras, elegi este
grupo de enzimas -poco estudiados entonces: solo
en un grupo universitario francés, en algunos
grupos universitarios en Japon y en alguna
empresa europea (Unilever, UK)-, por la mala
reproducibilidad de su actividad catalitica sobre
sustratos insolubles en agua. Decidi trabajar con
estos enzimas inmovilizados, tan interesantes para
la industria. Fue un tema que posteriormente fue
marcado por la Uniéon Europea como prioritario
para ser financiado.

3) Uno de mis abordajes estrellla en biocatalisis
es la modificacion quimica: para mejorar el
enzima; y/o para mejorar el sustrato, es decir,
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bien para preparar biocatalizadores mejores y/o
mas estables -como cuando la proteina se PEGuila-
bien para conseguir biotransformaciones
novedosas y/o mas eficientes. Estos abordajes los
incorpord el Dr Francisco Plou después de sus
investigaciones postdoctorales. Hemos
estabilizado enzimas con PEG polietilenglicol, con
lo que obteniamos enzimas artificiales.

Este abordaje general de la modificacion de
moléculas sustrato (bien sea enzimatica o
quimicamente) lo hemos usado en el laboratorio
principalmente para la modificacion enzimatica
(concretamente: acilacion con lipasas; vy
glicosilacion con carbohidratasas) de antioxidantes
y otros compuestos. Otra modificacion interesante
(presente en muchos medicamentos) es la
acetilacion ---p.ej. N-acetil salicilico, y la N-acetil
cisteina. (Ademas, recuérdese lo importante que
es el porcentaje de hemoglobina glicada, y su
relevancia en la diabetes 2).

Dentro de otros temas, tenemos:

4) La evolucion dirigida, con el objetivo de
obtener enzimas con propiedades mejores o
inéditas: los cientos de miles de afos que puede
tardar una mejora de un enzima en la evolucion,
se acelera in vitro a una escala de meses
sometiendo el enzima a condiciones especificas
(ej. estables en disolventes organicos o capaces de
catalizar una reaccion nueva). Esta tecnologia fue
incorporada por el Dr. Miguel Alcalde tras su
postdoctorado en California sobre evolucion
molecular dirigida.

5) Metagenomica para biocatalisis. Se trata de
explotar -para obtener enzimas novedosos,
inéditos- aquellos habitats extremos en
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Figura 5. Doctores Plou y Alcalde y sus principales lineas de inves-
tigacion.

Comparacion de tamafios

»Célula de higado (dimension principal): 20 um
rBactena: 1 = 1 x 4 pm

=Wirus: de 203 300 nm

wEnzimas Chlasa: 10 x 12 x 11 nm

Lipasa: 4 ¥ 5 x 3 nm

rEnlace entredosC:ej. 1,5 A=0,15nm

Figura 6. Comparacion de tamarios.
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temperatura, pH.. como son fondos marinos,
glaciares, fuentes termales, etc. Los enzimas de
esta procedencia se tienen que producir por
técnicas de ingenieria genética ya que solo
sabemos cultivar y crecer el 2% de todos los
microorganismos existentes en el mundo. En esta
linea tan novedosa se formo el Dr. Manuel Ferrer
durante su largo y fructifero postdoctorado en el
GBF, el Instituto Aleman de Biotecnologia.

En la sucesion temporal de estos (y otros) temas
de investigacion propia puede verse claramente
como ha ido avanzando la biocatalisis en mas de
cuarenta anos, desde la inmovilizacion en soportes
-tema basico y casi Unico en los anos 70- a los
temas hoy nueva-frontera, que incluyen, por
ejemplo, la evolucion dirigida, la modificacion
quimica o la metagendmica.

En los Ultimos anos estoy muy agradecido a mis
Colegas colegas Drs. Plou y Alcalde (Figura 5), con
los que colaboro dentro de sus respectivos grupos
de investigacion.

EL Dr. Plou es experto en modificacion quimica,
en mecanismos enzimaticos (estudios
postdoctorales en la Universidad de Londres), en
biotransformaciones, en modificacion enzimatica
de productos naturales (p.ej. resveratrol) y en
prebidticos. El Dr. Alcalde empezo trabajando en
enzimas para la sintesis de ciclodextrinas y de
dextranos; y hace mas de 15 anos hizo su
postdoctorado sobre Evolucion evolucion dirigida
con la Prof? Frances Arnold, en California, Premio
Nobel de Quimica 2018.

En el apartado de
fundamentales en mi trayectoria:

Colegas de la Universidad de Cérdoba (Drs.
Marinas y Sinisterra, y la Dra. Heras) querian
iniciar investigaciones en biocatalisis, para lo que
contactaron conmigo; con el mismo motivo lo hizo
el Dr. Cepeda, de la Facultad de Farmacia de
Vitoria. Y muchos anos mas tarde, la Dra.
Fernandez Lobato, del Centro Severo Ochoa, UAM-
CSIC. Todos estos contactos, y también con los
Dras. Reyes y Martinez, y los Dres. Martin-Lomas,
Bernabé y Jiménez-Barbero -todos del CSIC- dieron
lugar a muy buenas y largas colaboraciones
durante muchos anos; muchas contintan en la
actualidad.

Bien, llegados a este punto, retrocedamos,
ampliemos y recapitulemos:

Catalisis con proteinas cataliticas o enzimas
(término que viene de “en zymos” = en la
levadura). Los enzimas son sustancias que

colaboraciones,
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producen las levaduras y todos los seres vivos, y
que actlan en todas las reacciones bioquimicas de
los organismos. No se entiende la vida sin ellos. En
biocatalisis se trata de investigar sobre enzimas
con potencial para convertirse en catalizadores
que podran ser usados en situaciones distintas de
las que se dan en el ser vivo (asi: enzimas para su
uso en la industria, en sanidad, en alimentacion,
etc.). Otro objetivo es aumentar la estabilidad de
las proteinas enzimaticas en las condiciones del
proceso.

Los sustratos (o reactantes) de los enzimas
suelen ser moléculas mucho mas pequenas que
ellas. Algunos ejemplos de tamanos moleculares
pueden verse y compararse en la Figura 6.

Tenemos el tamano de una célula humana, y el
de una bacteria intestinal (Escherichia coli). Todas
en el rango de los micrometros o micras. Cuando
hace siglos se invento el microscopio, se vio que
existian microbios... y nacié la Microbiologia. Desde
hace décadas, la tecnologia nos ha permitido
detectar magnitudes en el rango de los
nanometros (diez elevado a menos nueve: tamano
de los virus o dimensiones de los enzimas (ej. una
lipasa de la levadura Candida, y una ciclodextrina
glucosil transferasa de una bacteria). Con estos
tamanos estamos de lleno en la Nanotecnologia,
que esta teniendo unos desarrollos
impresionantes: Podemos pensar en los enzimas
como en unas nano-maquinas (para dimensiones
aun mas pequenas, como las de los enlaces, se usa
la décima parte del nanometro: el Angstrom).

Me referiré ahora brevemente a una serie de
temas en los que también he trabajado:

6) Enzimas activos en medios no convencionales.

Antiguamente era un axioma que los enzimas
eran Unicamente activos en medios acuosos. Sin
embargo, Klibanov, ya en los anos 70s, desarrollo
y demostré que los enzimas también son activos
en medios organicos, aunque con menor eficiencia
catalitica (el polaco Sym en los anos 30s ya habia
descrito esa accion en medios organicos, pero no
habia tenido financiacion para difundir sus
hallazgos). Ademas, disponemos de muchos mas
medios no convencionales para que los enzimas
actuen (por ejemplo, CO, supercritico o liquidos
ionicos). Lo importante es como sea la actividad
de agua en ellos.

7) Acidos grasos

La margarina se fabrica por hidrogenacion
catalitica (con paladio como catalizador) de
aceites vegetales insaturados de bajo precio; esta
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operacion origina acidos grasos saturados trans,
que no son saludables -en la naturaleza, los
enlaces dobles de los acidos grasos insaturados son
de tipo cis-. También se usa la interesterificacion
quimica.

Los acidos grasos saturados originan colesterol
LDL o no segln la longitud de su cadena. El
estearico C18:0, presente en el jamon, no, porque
el cuerpo humano tiene enzimas desaturasa, que
lo convierten en acido oleico C18:1, muy
saludable. En cambio, si aumentan el colesterol
los acidos grasos de cadena mas corta: acidos
laurico C12:0, miristico C14:0 y palmitico C16:0.

8) Jarabes de fructosa

Es el caso mas exitoso -por su volumen total- del
empleo de la biocatalisis. Se trata de producir
jarabes con mucha fructosa, partiendo de hidratos
de carbono (maiz, celulosa, etc.). Este proceso
pudo despegar econdémicamente porque en el
bloqueo de Cuba subié mucho el precio del azicar
de cana. y entonces aparecieron los jarabes de
fructosa, que entonces ya si eran competitivos. La
produccién de glucosa a partir de maiz se hacia
antes en medio acido, a altas temperaturas y
presiones: ahora se hace con enzimas que rompen
el glicido, dando finalmente glucosa. El enzima
mas importante en el proceso es la glucosa
isomerasa, que convierte la glucosa en fructosa,
originando -debido a la constante de equilibrio de
la reaccion- una mezcla de glucosa y fructosa en
cantidades similares. Se han utilizado procesos en
gran escala que utilizaban, bien este enzima
inmovilizado en distintos soportes, bien las células
microbianas enteras.

La facilidad de dispensacion de estos jarabes en
bebidas, ha hecho que su uso se haya
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generalizado, ...con lo que una botella de dos litros
puede contener enormes cantidades de fructosa.
Hace anos que los bioquimicos llevan pidiendo
mesura en el consumo del azlcar de frutas,
fructosa, pues no hay experiencia de como se
comportaria el cuerpo humano con consumos
grandes de la misma y por tiempos largos. Ademas,
no se conoce todavia el papel que puede tener en
el aumento de la obesidad en muchos paises.....

9) Enzimas que actlan sobre hidratos de
carbono (también llamados glucidos o sacaridos).

Hace 25 anos y siguiendo los temas que
periddicamente la Union Europea iba financiando,
comencé estas investigaciones con un enzima muy
versatil e interesante: la ciclodextrina glucosil
transferasa o CGTasa, y cuyo sustrato es almidon
soluble; su producto normal es formar
ciclodextrinas, una especie de donuts formados
por la union de 6 a 8 moléculas de glucosa
formando un ciclo (Figura 7); Las ciclodextrinas
son muy utiles para solubilizar ---en su parte
interna--- sustancias de por si insolubles en agua:
p.ej. quitarle la cafeina al café; o quitarle
moléculas toxicas al agua contaminada.

En la Figura 8 vemos la representacion de la
estructura de este enzima, en la que se aprecia las
hélices-alfa (en morado), las laminas beta (en
azul), y los trozos de cadena al azar (en gris).

En la Figura 9 vemos, a la izquierda, una
representacion de todo el enzima mostrando cada
enlace; se trata de una proteina monomérica,
compuesta de 5 dominios. A la derecha vemos los
tres aminoacidos -y su posicion en la cadena-
Aspartico230, Glutamico258 y Aspartico329, que
quedan .

Ciclodextrinas.

Corteza
hidrdfila

Figura 7. Ciclodextrinas.
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Ciclodextrin glucanotransferasa de Thermoanaerobacter

Figura 8. Estructura de la CGTasa

Ademas de enzimas como ésta que transfieren
grupos glicosilo, también estudiamos enzimas
hidrolasa, que hidrolizan, enlaces entre dos restos
monosacarido, por ejemplo, los disacaridos
sacarosa o lactosa (Figura 10). El enlace entre los
monosacaridos fructosa y glucosa (caso de la
sacarosa) es del tipo beta 201; y el enlace entre
glucosa y galactosa (caso de la lactosa) es beta
104. Ambos son faciles de hidrolizar por los
enzimas correspondientes presentes en humanos.

Dentro de los alimentos funcionales (es decir,
beneficiosos para la salud), los prebioticos (Figura
11) son hidratos de carbono cuyos enlaces
glicosidicos son uniones inusuales, por lo que no
pueden ser rotos (hidrolizados) por los enzimas
humanos, pero si pueden serlo por carbohidratasas
de la microbiota intestinal beneficiosa, la cual
crece alimentandose con los monosacaridos
resultantes.

Después de intensas investigaciones sobre
probidticos en los ultimos 15 afos, se admite hoy
que existe un eje cerebro-microbioma. Se
considera que la toma de prebidticos y probidticos
es la panacea de la mejor salud, siendo remedios
beneficiosos, por ejemplo, en biodispepsias del
aparato digestivo, contra la hipertension arterial,
en el cancer de colon, en la mejora de las defensas
inmunitarias etc. La microbiota se esta
convirtiendo en un nuevo paradigma para mejorar
nuestra salud en el futuro. Algunas publicaciones
recientes sefalan que una buena microbiota
mejora algunas enfermedades neurodegenerativas,
como el Alzheimer y la ELA. Una hipotesis reciente
culpa a algunos componentes del microbioma de
llegar al cerebro y originar asi un tipo de esclerosis
(la ELA). (En el microbioma tenemos un proximo
Premio Nobel).

Caracteristicas de las CGTasas

Bolsillos de union de maltosa, canal de amilosa
Sitio activo: triada catalitica y eje de ciclacion

Figura 9. Estructura de la CGTasa y su bolsillo catalitico.
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H Sacaros:n

oH OH

Lactosa

o
HO HO

OH oM

Figura 10. Estructura molecular de dos disacaridos: la sacarosa y
la lactosa.

Son HIDRATOS DE CARBONO usualmente de
PREBIOTICOS ‘ tamaiio oligosacarido, conteniendo 3 o mas

meléculas de hexosa, NO SON hidrolizables

(digeribles) por los enzimas humanos.

Son MICROORGANISMOS VIVOS
beneficiosos (ej. Lactobacilos,
bifidobacterias...) presentes en el cuerpo
humano —fundamentalmente en el colon—.

PROBIOTICOS - Constituyen la Microbiota.

Sus  enzimas  hidrolizan  les  enlaces
raros/dificiles de los prebiéticos: la mezcla
resultante servira de alimento a dichos
probidticos.

Figura 11. Definiciones de prebioticos y probiéticos.

Receta Segunda

Ademas de tomar prebidticos, es importantisimo
reforzarse con probioticos, sobre todo, después de
tratamiento con antibidticos. Los probioticos mas
usados hoy dia son los lactobacillus y las
bifidobacterias. Lo mas novedoso hoy es anadir
posbioticos, es decir, metabolitos secundarios.

11) Transformaciones de antioxidantes.

Los antioxidantes son compuestos con
electrones desapareados. Protegen a otros
compuestos de que se oxiden: para ello, se oxidan
ellos antes, actuando como reductores fuertes; de
esta manera bloquean la propagacion en cadena
de los radicales. El principal causante del
envejecimiento son los radicales oxigenados (en
inglés ROS, o especies de oxigeno reactivas). (Una
hipotesis mia es que la modificacion quimica de
proteinas por la reaccion de Maillard entre
proteinas e hidratos de carbono reductores,
también interviene).

Introduciendo grupos acilo (con lipasas), o
grupos glicosilo (con carbohidratasas) se consigue
alterar el balance hidréfilo-lipofilo del nuevo
compuesto, lo que puede redundar en que mejore
su accesibilidad, su disponibilidad en los tejidos
del cuerpo humano. Por ejemplo, la glicosilacion
del resveratrol del vino tinto.

En la obtencion de medicamentos, ademas de
utilizar las herramientas de la sintesis organica,
deberiamos conocer y aprovechar las ventajas de
la Medicina Ayurvédica oriental.

Tenemos constituido el consorcio GlicoEnzimas,
colaboracion con dos grupos del CSIC (Dra. Julia
Sanz del Instituto Rocasolano (Madrid), y Dr. Julio
Polaina del IATA (Valencia)) y uno de la Univ.
Autonoma de Madrid (Dra. Maria Fernandez
Lobato). Es como un laboratorio europeo sin
paredes. El éxito se debe a que la pericia de los
grupos individuales se complementa muy bien.

Q. ']
Ha
oM 0.
" HO

1-Kestosa on

GF2 Nistosa
GF3

Figura 12. Fructooligosacaridos con actividad prebioética.

] Son
OH

Fructosil-nistosa
GF4
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Hablemos ahora sobre otros temas:

12) Sostenibilidad y medio ambiente.

A finales del siglo XIX habia crecido tanto la
poblacion en Londres que los transportes se hacian
fundamentalmente con carros tirados por
caballerias. Los excrementos constituian un
verdadero problema medioambiental en las calles,
por lo que se prohibié el trafico en las calles
importantes. El problema se resolvido cuando
décadas mas tarde, y gracias a la investigacion y a
la tecnologia, estos transportes pasaron a ser
hechos con automaviles.

Los problemas actuales del cambio climatico
deben resolverse con mas ciencia. Pero también
los humanos debemos ser hoy mas austeros, mas
frugales: nada de consumismo salvaje.

13) Alimentacion/nutricion.

En Espana tenemos que potenciar la dieta
mediterranea, pero sin cambios que realmente la
anulan. Es fundamental que en nuestra sociedad
aumente el conocimiento de esta dieta, en otras
palabras, que sepamos mucho mas de
ortonutricion en esta época que nos ha tocado
vivir, que incluye comida rapida, comida muy
elaborada. Hay que luchar contra el sobrepeso y
la obesidad, a ello ayuda la dieta paleolitica. Hay
que procurar que, en los carbohidratos
consumidos, menos del 5% de las calorias sean
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“azucares libres”. Lo saludable son los hidratos de
carbono contenidos en alimentos naturales
intactos, en los cuales la liberaciéon de glucosa y
similares es lenta (o sea, alimentos con indice
glicémico bajo, entre 0y 50%).

Ya lo dijo Hipdcrates. “Que la alimentacion sea
tu mejor medicina, y la medicina tu
alimentacion”. Y en este campo los enzimas tienen
mucho que decir.

Como quimico, aconsejo no tener miedo a la
quimica: a veces es necesario tomar ciertos
suplementos.

14) Nuevos biocatalizadores.

Ademas de las tradicionales proteinas cataliticas
como base de los biocatalizadores, en los ultimos
cuarenta anos se ha demostrado actividad
catalitica en otras dos clases de sustancias:

I.- En algunos acidos nucleicos (RNAs), y Il.-
también anticuerpos especialmente preparados
con un analogo del estado de transicion de la
reaccion (llamados abzimas o anticuerpos
cataliticos). En ambos casos se cumplen todos los
requerimientos para ser considerados como
verdaderos catalizadores. A las investigaciones
sobre acidos nucleicos cataliticos (ribozimas) hace
anos les fue concedido el Premio Nobel; podria
decirse que en la historia de la evolucion primero
aparecieron los acidos nucleicos -que actuaban a
la vez como portadores de informacién y como
catalizadores. Por otra parte, se demostro que los
abzimas podian acelerar reacciones, pero mucho
mas lentamente que los enzimas: los anticuerpos
cataliticos si eran muy eficaces en su funcion
principal, la reaccion con su hapteno.

Hace anos consideré empezar a trabajar con
anticuerpos cataliticos pero, después de consultar
con muchos colegas, incluidos dos investigadores
Premio Nobel, decidi no hacerlo.

15) El Método cientifico

En Ciencias (y en Letras) el hacer una Tesis
doctoral siempre se ha considerado como un
periodo de iniciacion a la investigacion, en el que
se aprende la metodologia de la ciencia: ...Se
aprende a ser critico, a perfeccionarse en las
herramientas técnicas, a tener buenos cuadernos
de laboratorio. Newton y Marie Curie tenian unos
cuadernos impresionantemente buenos (por
cierto, también tenian un diario personal, muy
detallado). Y siguiendo el ejemplo de estos
cientificos, les dejo mi tercera receta.
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Tercera Receta

Los cientificos, cuidemos los cuadernos de
laboratorio. Y todos, tengamos un diario personal
(Y y los mayores, ademas, un diario de
salud/enfermedad).

Pero hoy también querria hablar -dentro del
método cientifico y como novedad/contribucion
mia- de un segundo aspecto que considero que
debemos aprender, que debemos cuidar los
investigadores: Las herramientas mentales. Se
trata de -al avanzar en nuestra carrera buscando
la verdad y el saber- ser constantes, optimistas, e
ir desarrollando la inteligencia emocional, el gran
poder de la mente, el aprender a luchar contra el
estrés, el aplicar la resiliencia etc., cualidades
muy importantes siempre.

“Cuantas mas personas conozcan el método
cientifico, mejor le ira a un pais”.

16) La ciencia

Los descubrimientos cientificos deben ser la
base de las decisiones del curso que sigue un pais.
EE.UU. o Reino Unido llevan siglos aplicando esta
norma, de ahi la pujanza de su ciencia y la
importancia que le dan a la hora de invertir en
investigacion. La ciencia y la sociedad no deben
permitir que instituciones o asociaciones tuerzan
el curso del avance de la misma, y estoy pensando
en un ejemplo: como algunos movimientos
ecologistas en el mundo pueden impedir o retrasar
el empleo de los organismos genéticamente
modificados (después de que los cientificos
creyentes y no creyentes hayamos dado el visto
bueno, y se haya comprobado su inocuidad...). Es
algo que ya se daba en la naturaleza, pero a un
ritmo ultra- super-lento; y en el laboratorio se
acorta drasticamente la duracion.

Hay veces que la ciencia inventa una nueva
herramienta, o soluciona un problema que hay,
pero a medio o largo plazo pueden aparecer
nuevos desajustes en forma de problemas mas
pequefos, pero aunque importantes (por ej.
emplo lo ocurrido con los plasticos, con los que
-por su uso excesivo e inapropiado- nos hemos
pasado de frenada). El nuevo ajuste se debe
arreglar siempre con mas ciencia, y los enzimas
tienen mucho que aportar a solucionar este
problema.

La financiacion que hizo Espafna al proyecto de
Colén de encontrar un camino mas corto a las
Indias, es el paradigma de lo que Espana tiene que
hacer en la actualidad.

Biocatalysis: A fascinating scientific
research at the CSIC
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LOS CIENTIFICOS SOLEMOS SONAR
CON NUESTRO TRABAJO....

Y ahora paso a la 3® y Ultima parte de mi
disertacion citando algunas investigaciones futuras
en biocatalisis.

En biocatalisis tratamos de dar soluciones
biologicas a problemas quimicos; y también
sintetizar productos quimicos novedosos. Como
botones de muestra podemos citar algunos:

a) La inmovilizacién por enlace covalente de
proteinas cataliticas en un soporte, que empezo
en los anos 60 siendo al azar, ahora se trabaja
mucho en que sea una inmovilizacion orientada:
de esta manera en muchos casos se consigue una
mejor transferencia de los electrones, o el centro
activo del enzima queda mejor situado para que
la catalisis sea optima.

b) Usando como inspiracion la estructura y
mecanismo catalitico de enzimas, se esta
avanzando mucho en el diseno de materiales
biomiméticos, en la fotosintesis artificial etc.,
muy prometedores en temas de energia vy
sostenibilidad. Por cierto, y hablando de energia,
como cientifico conocedor de cémo aciertan o no
algunos pronosticos de lo que ocurrira en qué
momentos del futuro, las energias renovables
seran competitivas mucho mas tarde de lo que
deseamos y creemos. Por tanto, durante la etapa
de transicion energética, Espana deberia mantener
y ampliar el porcentaje de la energia nuclear
dentro de nuestro mix energético. Es lo que vienen
haciendo algunos paises de nuestro entorno vy
nivel, como Francia y otros.

c) Ademas de la produccion de hidrogeno por el
enzima hidrogenasa, también la nitrogenasa -la
responsable de la fijacion simbiotica de nitrogeno
por los nédulos de las leguminosas- produce H,
porque un 25% de los electrones implicados se
pierden reduciendo a los protones.

Un tema pendiente desde hace anos es
transferir genes nif desde el genoma de los
rhizobium al genoma de cereales, con lo que se
podria aumentar enormemente la cantidad de
nitrégeno fijada por los cultivos. Apenas se avanza,
porque es muy complicado.

d) En la situacion actual de este cambio
climatico presente, se tiende a disminuir la
emision de gases de efecto invernadero (CO, y
metano, principalmente), y estan cobrando cada
vez mas protagonismo los biocarburantes
avanzados. Se esta investigando mucho en la
captura y transformacion del CO,.
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e) Con el enorme problema surgido por excesivo
y mal uso de muchos polimeros (plasticos y
microplasticos que no se degradan en los océanos),
en el sector quimico se abre un importante tema
de trabajo para ser abordado con enzimas..., pero
con la mente puesta en el cambio climatico. Los
enzimas liticos de hongos son muy eficientes como
comedores/limpiadores de plastico. Ademas, los
bioplasticos seran una buena solucion para el
futuro.

f) Una estrategia de los ultimos afos para
sintetizar productos nuevos es combinar un
catalizador inorganico y otro enzimatico; o
emplear una cascada sucesiva de 2 o mas enzimas.
Y todo ello hacerlo en un Unico reactor.

g) Como hoy en dia se esta investigando cada
vez mas en temas de salud humana, se esta
descubriendo que algunos procesos cancerigenos
estan relacionados con el envejecimiento y la
longevidad. En ambos casos, la actuacion del
enzima telomerasa es el paso determinante
(estudios con este enzima ya recibieron el Premio
Nobel hace 10 anos). Recordemos que tenemos
una edad cronoldgica, pero la importante para una
persona es su edad biologica.

Y en este campo de la biotecnologia roja, tengo
otra receta:

Receta Cuarta

Usar “pe pe emes” (Personas por Millon). Al hablar
de la prevalencia de una enfermedad por defecto
de un enzima (p.ej. de cerebrosidasa en la
enfermedad de Gaucher) o de otra enfermedad
rara en general, se puede decir “se da en 1
persona por cada 4000”. Propongo -siempre que
los nimeros no sean ni muy pequenos ni muy
grandes- hacer siempre la referencia a un millén,
relacion que se usa mucho en catalisis. Es decir,
seria mejor decir 250 PPMs, personas por millon.
h) Los humanos hemos descubierto que, ademas
del genoma (los cromosomas), tenemos el
epigenoma: son las marcas o etiquetas que
adquieren algunos genes mediante modificacion
quimica o enzimatica, p.ej. la metilacion de la
citosina, una base pirimidinica del DNA (o también
llamado ADN, segln usemos las siglas en inglés o
en espanol). Genes con grupos metilo significan
genes silenciosos, que no se expresan, que no
sintetizan proteinas. La ratio relacion entre metil-
citosina y citosina es influenciable por la

An. R. Acad. Farm.
Vol. 90. n° 3 (2024) - pp. 355-368

alimentacion y por el medio ambiente. Con el
envejecimiento esta ratio va disminuyendo, lo que
abre la puerta para futuras terapias que
proporcionen mas citosinas metiladas (por
ejemplo, la alimentacién con productos que sean
buenos “carrriers” de grupos CH,).

i) Transfusiones de sangre de los distintos tipos
0, A, B, y AB: El tipo A tiene un azucar
inmunodominante (N-acetil-glucosamina), que se
puede quitar de estos glébulos rojos con un enzima
que lo hidroliza, eliminandose; igualmente el B (el
azucar es la galactosa), que se elimina con
galactosidasa. De esta forma, se esta investigando
para que en un futuro todos los tipos de sangre se
puedan convertir en sangre tipo cero. En el
microbioma se han descrito  enzimas
carbohidratasas muy interesantes para avanzar en
este tema.

j) La técnica CRISPeR (asi conocida por las siglas
en inglés, son “repeticiones palindromicas
agrupadas, cortas y regularmente espaciadas”);
necesita “enzimas nucleasa asociados a CRISPeR”).
Es la segunda revolucion en ingenieria genética. Es
una poderosa técnica de inmunidad adquirida que
permite editar, cortar y modificar el DNA, con lo
cual las bacterias se protegen frente a los virus
mediante un solo cambio de base en regiones no
codificantes. Y ya sabemos que si se cambia una
base en un DNA o en un RNA, esto originara
cambios en sus interacciones, o en la posibilidad
de que se introduzcan o no modificaciones
epigenéticas.

La investigacion basica en la que se basa la
técnica CRISPeR fue descubierta por el cientifico
espanol Francisco Mojica, de la Universidad de
Alicante, quien también acuio su nombre. Por sus
investigaciones con CRISPeR, a Charpentier y
Doudna le han concedido el Premio Nobel de
Quimica 2020. Se ha postulado que esta técnica
podria ser la panacea para luchar contra las
enfermedades mas diversas y terribles que
sufrimos los humanos.

k) La mejor patente, por el enorme ingreso de
divisas que genero a las arcas del Estado, es la de
un enzima -son investigaciones de Margarita Salas
en el CSIC-, una DNA polimerasa virica muy
resistente a las altas temperaturas. Este enzima
multiplica fragmentos de DNA millones de veces
por lo que presta grandes servicios en la
investigacion criminolégica. Esta metodologia
(reaccion PCR -por sus siglas en inglés- o Reaccion
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en Cadena de la Polimerasa) se ha revelado
fundamental en la lucha contra la pandemia por
SARS-CoV-2.

En general, y como conclusién, tenemos que
hacer que el coste de producir proteinas
(enzimaticas o no) sea ain mucho menor que los
bajos precios ya conseguidos. Y ademas,
modificarlas o inmovilizarlas de forma que
mantengan su actividad por tiempos cada vez mas
largos.

Miscelanea

Cuando fundé el Departamento de biocatalisis en
un instituto que se dedicaba so6lo a la catalisis
quimica, era una iniciativa que no se entendia por
muchos investigadores en catalisis heterogénea u
homogénea. Por eso fue muy inesperada recibir en
los anos 90 la estancia del Manager de I+D de la
Mobile Oil (EE.UU.) en el Instituto de Catalisis y
Petroquimica: su empresa queria iniciar
investigaciones en biocatalisis..., por lo que venia
a conocer de primera mano como lo habiamos
hecho nosotros, que habiamos empezado 20 anos
antes.

En los ultimos anos ha ido apareciendo un
movimiento consistente en englobar en un mismo
congreso investigaciones en catalisis heterogénea,
homogénea, y biocatalisis. Y otro tanto ha ocurrido
con la aparicion de revistas en las que es normal
se publiquen papers articulos de los tres tipos de
catalisis. Ahora estamos en condiciones -gracias a
las nuevas “tecnologias” y a los nuevos abordajes,
como ingenieria metabolomica, biologia de
sistemas, resucitacion de paleoenzimas, etc.- de
progresar enormemente en la
biocatalisis/biotecnologia aplicadas a la salud
humana, a la industria, la biocatalisis vegetal etc.
(las que se denominan -respectivamente-
biotecnologia roja, biotecnologia blanca,
biotecnologia verde...).

Para concluir, este parlamento sobre
biocatalisis, reitero nuevamente mi
agradecimiento a todos los que de una forma u
otra me han ayudado en mi trabajo.

Y, para terminar, un deseo, Otra Receta, la
Quinta.
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Quinta Receta

“Que en esta vida todos seamos buenos
catalizadores”.
He dicho.

Si desea citar nuestro articulo:
Biocatalisis: Una investigacion cientifica
fascinante en el CSIC

Antonio Ballesteros Olmo
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(A) TRACTO ALIMENTARIO Y METABOLISMO: Colangitis biliar primaria: Seladelpar (Livdelzi®; FDA). (D)
DERMATOLOGIA: Alopecia areata: Deuruxolitinib (Legselvi®; FDA). Prurigo nodular: Nemolizumab
(Nemluvio®; FDA). Eccema cronico de manos: Delgocitinib (Anzupgo®; EMA). (H) PREPARACIONES
HORMONALES SISTEMICAS: Hipoglucemia: Dasiglucagdén (Zegalogue®; EMA). (L) AGENTES
ANTINEOPLASICOS E INMUNOMODULADORES: Céancer de pulmén no microcitico: Sugemalimab (Cejemly®;
EMA). Cancer de pulmén no microcitico: Lazertinib (Lazcluze®; FDA). Sarcoma sinovial: Afamitresgene
Autoleucel (Tecelra®; FDA). Astrocitoma/Oligodendroglioma: Vorasidenib (Voranigo®; FDA). Linfoma
folicular: Odronestamab (Ordspono®; EMA). Linfoma de células T: Denileukin Deftitox (Lymphir®; FDA).
Enfermedad cronica de injerto contra huésped: Axatilimab (Niktimvo®; FDA). (N) SISTEMA NERVIOSO:
Enfermedad de Alzheimer: Donanemab (Kisunla®; FDA); Benzgalantamina (Zunveyl®; FDA). Enfermedad
de Niemann-Pick: Arimoclomol (Miplyffa®; FDA). Enfermedad de Niemann-Pick: Levacetilleucina
(Agneursa®; FDA). Esquizfrenia: Cobenfy (Xanomelina/Trospio®; FDA). (S) ORGANOS SENSORIALES:
Queratitis por Acanthamoeba: Polihexanida (Akantior®; EMA). (V) VARIOS: Diagnéstico por imagen (PET):
Galio [68Ga] + Germanio [68Ge] (GalliaFarm®; EMA). Diagnostico por imagen (PET): Flortaucipir [18F]
(Tauvid®; EMA). Diagnostico por iomagen (PET): Flurdipiraz [18F] (Flyrcado®; FDA).
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(A) TRACTO ALIMENTARIO Y METABOLISMO

SELADELPAR (LIVDELZI®) CYMABAY (FDA, USA)

Seladelpar CH;
0
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Indicacién: Tratamiento de la colangitis biliar
primaria (CBP) en combinacion con acido
ursodesoxicolico (AUDC) en adultos que han tenido
una respuesta inadecuada al AUDC, o como
monoterapia en pacientes que no pueden tolerar
el AUDC.

Tipo: Medicamento sintético estandar
constituido por el acido 2-[4-[(2R)-2-etoxi-3-[4-
(trifluorometil)fenoxi]propil]sulfanil-2-metilfenoxi
]Jacético. Autorizado en Estados Unidos (FDA) el 14
de agosto de 2024 como medicamento huérfano
(Orphan drug), de forma acelerada (Accelerated
Approval) y mediante revision prioritaria (Priority
Review); no autorizado aun en la Union Europea
(EMA).

Mecanismo: Agonista del receptor activado por
el proliferador de peroxisomas delta (PPARJ). La
actividad farmacoldgica que es potencialmente
relevante para los efectos terapéuticos incluye la
inhibicién de la sintesis de acidos biliares a través
de la activacion de PPARJ, que es un receptor
nuclear expresado en la mayoria de los tejidos,
incluido el higado. La activacion de PPARS por
seladelpar reduce la sintesis de acidos biliares a
través de la regulacion negativa dependiente del
factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21)
de CYP7A1, la enzima clave para la sintesis de
acidos biliares a partir del colesterol.

Eficacia clinica: Ensayo aleatorizado, doble
ciego y controlado con placebo de XX semanas de
duracion, que incluyd a XXX pacientes. La variable
principal de eficacia fue la tasa (%) de respuesta
bioquimica en el mes 12, definida como lograr una
fosfatasa alcalina menor a 1,67 veces el limite
superior normal (LSN), una disminucion de la
fosfatasa alcalina mayor o igual al 15 % desde el
inicio y una bilirrubina total (TB) menor o igual al
LSN (1,1 mg/dL): 62 vs. 20%. La normalizacién de
la fosfatasa alcalina (menor o igual al LSN: 116
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U/L) en el mes 12 fue un criterio de valoracion
secundario clave: 25 vs 0%.

Eventos adversos: Los mas comunes y mas
frecuentes que con placebo son dolor de cabeza
(8% vs 3% con placebo), dolor abdominal (7/2%),
nauseas (6/5%), distension abdominal (6/3%) y
mareos (5/2%).

(D) DERMATOLOGIA

DEURUXOLITINIB (LEQSELVI®) SUN (FDA, USA)

NH

Indicacion: Tratamiento de pacientes adultos
con alopecia areata severa.

Tipo: Medicamento sintético estandar
constituido por (3R)-3-(2,2,3,3,4,4,5,5-
octadeuteriociclopentil)-3-[4-(7H-pirrolo[2,3-d]pir
imidin-4-il)pirazol-1-il]Jpropanonitrilo, una analogo
del ruxolitinib en el que los atomos de hidrogeno
(H) del anillo ciclopentanico han sido sustituidos
por deuterio (D). Autorizado en Estados Unidos
(FDA) el 25 de julio de 2024; no autorizado aun en
la Union Europea (EMA).

Mecanismo: Inhibidor de la cinasa Janus (JAK).
Las JAK median la senalizacion de una serie de
citocinas y factores de crecimiento que son
importantes para la hematopoyesis y la funcion
inmunitaria. La sefalizacion de las JAK implica el
reclutamiento de STAT (transductores de senales
y activadores de la transcripcion) a los receptores
de citocinas, la activacion y posterior localizacion
de los STAT en el nlcleo, lo que conduce a la
modulacion de la expresion génica. Las vias de
sefalizacion mediadas por la familia JAK estan
implicadas en la patogenia de la alopecia areata
aunque por el momento no se conoce la relevancia
de la inhibicion de las enzimas JAK para la eficacia
terapéutica.

Eficacia clinica: Dos ensayos clinicos de fase 3,
multicéntricos, aleatorizados, doble ciego vy
controlados con placebo, en un total de 1209
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sujetos adultos con alopecia areata que
presentaban al menos un 50 % de pérdida de
cabello en el cuero cabelludo. El criterio de
valoracion principal de ambos ensayos evaluo la
proporcioén de sujetos que alcanzaron al menos un
80 % de cobertura capilar en el cuero cabelludo
(puntuacion SALT <20) en la semana 24 (29 vs 1%
en el primer estudio y 32 vs. 1% en el segundo).

Eventos adversos: Los mas comunes (>5%) y con
mayor frecuencia que con placebo son cefalea
(12,4% vs. 9,4% con placebo), acné (10,0/4,3%),
nasofaringitis (8,1/6,7%) y elevacion de la creatina
fosfocinasa sanguinea (5,3/2,9%).

NEMOLIZUMAB (NEMLUVIO®) GALDERMA (FDA, USA)

Indicacion: Tratamiento de adultos con prurigo
nodular.

Tipo: Medicamento bioldgico constituido por
una inmunoglobulina G2 (IgG2) modificada
humanizada monoclonal de origen recombinante
con un peso molecular de 144 kDa. Autorizado en
Estados Unidos (FDA) el 12 de agosto de 2024
mediante revision prioritaria (Priority Review) y
designado como terapia innovadora (Breakthrough
Therapy); no autorizado aun en la Unidn Europea
(EMA).

Mecanismo: Es un anticuerpo monoclonal
humanizado que inhibe la sefalizacion de IL-31 al
unirse selectivamente al receptor de IL-31. La IL-
31 es una citocina natural que esta involucrada en
el prurito, la inflamacion, la desregulacion
epidérmica y la fibrosis. El nemolizumab inhibe las
respuestas inducidas por IL-31, incluida la
liberacion de citocinas 'y  quimiocinas
proinflamatorias.

Eficacia clinica: Dos ensayos aleatorizados,
doble ciego y controlados con placebo que
incluyeron un total de 560 sujetos adultos con
prurigo nodular (PN). La eficacia se evaluo con la
proporcion de sujetos con una mejoria de >4 desde
el inicio en la escala numérica de calificacion del
prurito maximo (PP-NRS) y con una Evaluacion
Global del Investigador (EGI) de 0 0 1 (limpio o casi
limpio): 22 vs. 2%y 25 vs. 4%, respectivamente; la
proporcion de sujetos con una EGl de 0 o 1 (limpio
o casi limpio): 26/7% y 38/11%; la proporcion de
sujetos con una mejoria de >4 puntos desde el
inicio (56/16% y 49/16%), y la proporcion de
sujetos con PP-NRS <2 (32/4% y 31/7%).
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Eventos adversos: Los mas comunes (21%,) y
con mayor frecuencia que con placebo son dolor
de cabeza (6 vs. 3%), dermatitis atopica (4 vs.
0,5%), eccema (4 vs. 2%) y eccema numular (3 vs.
0%).

DELGOCITINIB (ANZUPGO®) LEO (EMA, UE)

HyC
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Indicacion: Tratamiento del eccema croénico de
manos (ECM) de moderado a grave en adultos para
los que los corticoesteroides topicos son
inadecuados o inapropiados .

Tipo: Medicamento sintético estandar
constituido por el 3-[(3S,4R)-3-metil-6-(7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1,6-diazaspiro[3.4]oct
an-1-il]-3-oxopropanonitrilo. Autorizado en la
Unidén Europea (EMA) el 19 de septiembre de 2024;
no autorizado previamente en Estados Unidos.

Mecanismo: Inhibidor de las cinasas Janus (JAK)
que se dirige a la actividad de los cuatro miembros
de la familia JAK de enzimas (JAK1, JAK2, JAK3 y
tirosinacinasa 2 o TYK2) de una manera
dependiente de la concentracion. En células
humanas, la inhibicion de la via JAK-STAT por
delgocitinib atenlia la senalizacion de varias
citocinas proinflamatorias, como las interleucinas
IL-2, IL-4, IL-6, IL-13, IL-21, IL-23, el factor
estimulante de las colonias de granulocitos y
macréfagos (FEC-GM) y el interferon (IFN)-a), lo
que disminuye la respuesta inmunitaria e
inflamatoria en células relevantes para la
patologia del eccema crdonico de manos.

Eficacia clinica: Dos estudios pivotales
aleatorizados, doble ciego, controlados con
placebo (vehiculo) y de diseno similar que
incluyeron a 960 pacientes mayores de 18 anos de
edad con eccema crénico de manos de moderado
a grave, con una puntuacion de 3 o 4 segln la
Investigator’s Global Assessment for chronic hand
eczema, IGA-CHE, y una puntuacion de picor segun
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la Hand Eczema Symptom Diary, HESD >4 puntos,
y que ha persistido durante mas de 3 meses o que
ha reaparecido dos o mas veces en los Gltimos 12
meses. La variable clinica primaria de eficacia fue
la proporcion de pacientes que lograron el éxito
del tratamiento (puntuacién IGA-CHE de O,
ausente, o 1, practicamente ausente: eritema
minimamente perceptible; con al menos una
mejoria de 2 pasos desde el inicio hasta la semana
16): 19,7 vs. 9,9% en el primer estudio y 29,1 vs.
6,9% en el segundo. Otras variables secundarias de
eficacia fueron el indice de gravedad del eccema
de manos (Hand Eczema Severity Index, HECSI): la
tasa de pacientes que mejorar un 90% fue del 29,5
vs. 12,3%y 31,0 vs. 8,8%, mientras que se registrd
una mejoria de al menos 4 puntos en el HESD en
varios puntos temporales en el 47,2 vs. 24,4% y
445 vs. 20,9%.

Eventos adversos: Los mas comunes son
reacciones en la zona de aplicacion (1,0 %),
incluyendo dolor, parestesia, prurit y eritema.

(H) PREPARACIONES HORMONALES SISTEMICAS
DASIGLUCAGON (ZEGALOGUE®) ZEALAND (EMA, UE)

Indicacion: Tratamiento de la hipoglucemia
grave en adultos, adolescentes y niflos mayores de
6 anos con diabetes mellitus.

Tipo: Medicamento sintético  estandar
constituido por un analogo del glucagéon humano
que consta de 29 aminoacidos; contiene siete
aminoacidos sustituidos para mejorar la
estabilidad fisica y quimica en su formulacion
farmacéutica:  (16-(2-metilalanina)(5>X),17-L-
alanina(R>A),20-L-alfa-glutamil(Q>E),21-L-alfa-glu
tamil(D>E),24-L-lisil(Q>K),27-L-alfa-
glutamil(M>E),28-L-serina(N>S))glucagon).
Autorizado en la Union Europea (EMA) el 27 de
julio de 2024; autorizado previamente en Estados
Unidos (FDA) el 22 de marzo de 2021.

Mecanismo: Analogo agonista del receptor
glucagén, que aumenta la concentracion de
glucosa en sangre al activar los receptores de
glucagbn  hepatico, estimulando asi la
descomposicion de glucdgeno y la liberacion de
glucosa del higado. Dasiglucagon solo es eficaz
para el tratamiento de la hipoglucemia si esta
presente suficiente glucogeno hepatico por lo que,
para prevenir las recaidas de la hipoglucemia,
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deben administrarse carbohidratos orales a fin de
restaurar el glucogeno hepatico, cuando el
paciente haya respondido al tratamiento. Los
pacientes en estado de hambruna, con
insuficiencia adrenal, abuso cronico de alcohol o
hipoglucemia cronica pueden presentar niveles no
adecuados de glucogeno hepatico para que la
administracion de dasiglucagon sea eficaz y estos
pacientes deben recibir tratamiento con glucosa.

Eficacia clinica: Tres ensayos multicéntricos,
aleatorizados, doble ciego y controlados con
placebo en pacientes con diabetes de tipo 1, dos
ensayos en pacientes adultos y uno en pacientes
pediatricos de 6 a 17 afnos. La variable principal
de eficacia en los 3 ensayos fue el tiempo
transcurrido hasta la recuperacion de la glucosa en
plasma (éxito del tratamiento), definido como un
aumento de la glucosa en sangre >20 mg/dl desde
el momento de la administracion, sin intervencion
adicional en un plazo de 45 minutos. En los dos
ensayos en adultos (170 y 44 pacientes), el tiempo
de recuperacion fue de 10 minutos con
dasiglucagon vs. 40 y 35 minutos con placebo, y de
10 vs. 30 minutos en los pacientes pediatricos (31).

Eventos adversos: Los mas comunes son
nauseas (63%), vomitos (32%) y dolor de cabeza
(10%).

(L) AGENTES ANTINEOPLASICOS E
INMUNOMODULADORES

SUGEMALIMAB (CEJEMLY®) SFL (EMA, UE)

Indicacion: Tratamiento de primera linea, en
combinacion con quimioterapia basada en platino,
de adultos con cancer de pulmoén no microcitico
(CPNM) metastasico sin mutaciones sensibilizantes
del EGFR ni aberraciones genomicas tumorales
ALK, ROS1 o RET.

Tipo: Medicamento bioldgico constituido por un
anticuerpo monoclonal (isotipo 1gG4)
completamente humano contra el ligando de
muerte programada 1 (PD-L1). Autorizado en la
Union Europea (EMA) el 24 de julio de 2024; no
autorizado previamente en Estados Unidos (FDA).

Mecanismo: anticuerpo monoclonal
inmunoglobulina G4 completamente humano. Se
une especificamente al ligando de muerte celular
programada 1 (PD-L1), bloqueando asi su union a
la PD-1. EL PD-L1, cuando se expresa en las células
tumorales y en las células inmunitarias que
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infiltran el tumor, puede contribuir a la inhibicién
de la respuesta inmunitaria antitumoral. La unién
del PD-L1 a la PD-1y a los receptores CD80 (B7.1)
que se encuentran en las células Ty en las células
presentadoras de antigenos suprime la actividad
citotoxica de las células T y su proliferacion, asi
como la produccion de citocinas. El bloqueo de las
interacciones PD-L1/PD-1 y PD-L1/CD80 libera la
inhibicion de las respuestas inmunitarias sin
inducir citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (CCDA).

Eficacia clinica: Ensayo de fase 3 aleatorizado,
doble ciego y controlado con placebo en 579
pacientes adultos >18 anos con CPNM escamoso o
no escamoso, metastasico (estadio IV), histoldgica
o citoléogicamente confirmado, sin mutaciones
sensibilizantes del EGFR ni fusiones ALK, ROS1 o
translocaciones RET. La variable primaria de
eficacia fue la supervivencia libre de progresion
(9,0 vs. 4,9 meses) y la secundaria fue la
supervivencia global (25,4 vs. 16,9 meses).

Eventos adversos: Los mas frecuentes (>10%)
son anemia (78%), aumento de la aspartato
aminotransferasa (34%), aumento de la alanina
aminotransferasa (32%), erupcion cutanea (26%),
hiperlipemia (22%), hiperglucemia (18%),
hiponatremia (17%), hipopotasemia (16%),
proteinuria (14%), dolor abdominal (14%), fatiga
(13%), artralgia (12%), hipoestesia (12%),
hipotiroidismo (10%) e hipocalcemia (10%). La
incidencia de reacciones adversas de grado >3 es
del 33%, siendo las mas frecuentes anemia (18%),
hiponatremia (4,4 %), hipopotasemia (3,0%),
hiperlipemia (2,3%) y aumento de la amilasa
(2,1%).

LAZERTINIB (LAZCLUZE®) JANSSEN (FDA, USA)

Indicacion: En combinacion con amivantamab,
esta indicado para el tratamiento de primera linea
de pacientes adultos con cancer de pulmén de
células no pequenas (CPCNP) localmente avanzado
0 metastasico con deleciones del exon 19 del
receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) o mutaciones de sustitucion del exon 21
L858R.

Tipo: Medicamento sintético  estandar
constituido por la N-[5-[[4-[4-
[(dimetilamino)metil]-3-fenilpirazol-1-il]pirimidin-
2-ilJamino]-4-metoxi-2-morfolin-4-ilfenil]prop-2-
enamida. Autorizado en Estados Unidos (FDA) el 19
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de agosto de 2024 mediante revision prioritaria
(Priority Review); no autorizado aun en la Union
Europea (EMA).
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Lazertinib

Mecanismo: Inhibidor de la cinasa del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que
inhibe las deleciones del exon 19 del EGFR y las
mutaciones de sustitucion L858R del exon 21 en
concentraciones mas bajas que el EGFR de tipo
salvaje. El tratamiento con lazertinib en
combinacion con amivantamab aument6 la
actividad antitumoral in vivo en comparacién con
cualquiera de los agentes por separado en CPNM
humano con una mutacién L858R del EGFR.

Eficacia clinica: Un ensayo multicéntrico,
aleatorizado y controlado con placebo de 1074
pacientes con CPNM metastasico o localmente
avanzado con mutacion de delecion del exon 19 o
de sustitucion L858R del exdn 21 y sin terapia
sistémica previa para la enfermedad avanzada. La
variable principal de eficacia fue la supervivencia
libre de progresion (SLP) evaluada mediante una
revision central independiente ciega para la
comparacion entre lazertinib con amivantamab y
osimertinib (23,7 vs. 16,6 meses).

Eventos adversos: Los mas comunes (220%) son
erupcion cutanea, toxicidad en las unas, reaccion
relacionada con la infusion (amivantamab), dolor
musculoesquelético, edema, estomatitis, eventos
tromboembdlicos venosos (ETV), parestesia,
fatiga, diarrea, estrefnimiento, COVID-19,
hemorragia, piel seca, disminucion del apetito,
prurito, nauseas y toxicidad ocular. Las anomalias
de laboratorio de grado 3 0 4 mas frecuentes (22%)
fueron disminucion de la albumina, disminucion
del sodio, aumento de la ALT, disminucion del
potasio, disminucion de la hemoglobina, aumento
de la AST, aumento de la GGT y aumento del
magnesio. Se produjeron reacciones adversas
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graves en el 49%, especialmente ETV (11%) y
neumonia (4%). Se produjeron reacciones adversas
fatales en el 7%. La interrupcion permanente del
tratamiento debido a una reaccion adversa ocurrié
en el 21 % y la interrupcion de la dosis debido a
una reaccion adversa ocurrié en el 72% de los
pacientes.

AFAMITRESGENE AUTOLEUCEL (TECELRA®)
ADAPTAIMMUNE (FDA, USA)

Indicacién: Tratamiento de adultos con sarcoma
sinovial irresecable o metastasico que han recibido
quimioterapia previa, son HLA-A*02:01P, -A*02:02P,
-A*02:03P, 6 0 -A*02:06P positivos y cuyo tumor
expresa el antigeno MAGE-A4.

Tipo: Medicamento de terapia avanzada
(génica), constituido por células T autologas
modificadas genéticamente dirigidas al antigeno
A4 asociado al melanoma (MAGE-A4) que consiste
en células T CD4 y CD8 positivas transducidas con
un vector lentiviral autoinactivante (LV) que
expresa un receptor de células T (TCR) con
afinidad mejorada especifica para el MAGE-A4
humano; TECELRA se prepara a partir de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) del
paciente obtenidas mediante leucoféresis. Las
PBMC se enriquecen con células T y luego se
transducen con un lentivirus (LV) incompetente
para la replicacion que contiene el transgén TCR
MAGE-A4. Autorizado en Estados Unidos (FDA) el 1
de agosto de 2024 como medicamento huérfano
(Orphan drug), de forma acelerada (Accelerated
Approval), mediante revision prioritaria (Priority
Review) vy designado como terapia avanzada de
medicina regenerativa (Regenerative Medicine
Advanced Therapy, RMAT); no autorizado aun en
la Union Europea (EMA).

Mecanismo: El receptor de células T (TCR)
reconoce un péptido MAGE-A4 restringido por HLA-
A*02. MAGE-A4 es un antigeno intracelular de
cancer de testiculo que tiene una expresion
restringida en tejidos normales y se expresa en el
sarcoma sinovial. La activacion especifica del
antigeno de TECELRA a través del complejo TCR-
péptido-HLA-A*02 da como resultado la
proliferacion de células T, la secrecion de citocinas
y la muerte de células de sarcoma sinovial que
expresan MAGE-A4/HLA-A*02.

Eficacia clinica: Ensayo clinico multicéntrico,
de un solo brazo y abierto. Hubo 44 pacientes con
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sarcoma sinovial que recibieron una Unica infusion
de TECELRA. La principal variable clinica de
eficacia fue la tasa de respuesta general evaluada
por un comité de revision independiente (43%;
completa en el 4,5% y parcial en el 39%).
Adicionalmente, la mediana de la duracion de la
respuesta fue de 6 meses (=6 meses: 46%; >12
meses: 39%).

Eventos adversos: Se produjeron reacciones
adversas graves en el 52% de los pacientes con
sarcoma sinovial. Las reacciones adversas graves
mas frecuentes (=5%) incluyeron sindrome
liberacion de citocinas (CRS, 9%) y derrame pleural
(7%).

VORASIDENIB (VORANIGO®) SERVIER (FDA, USA)
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Indicacion: Tratamiento de pacientes adultos y
pediatricos de 12 afos o0 mas con astrocitoma de
grado 2 u oligodendroglioma con una mutacion
susceptible de isocitrato deshidrogenasa-1 (IDH1)
o isocitrato deshidrogenasa-2 (IDH2) después de
una cirugia que incluya biopsia, reseccion subtotal
o reseccion total macroscopica.

Tipo: Medicamento sintético  estandar
constituido por la 6-(6-cloropiridin-2-il)-2-N,4-N-
bis[(2R)-1,1,1-trifluoropropan-2-il]-1,3,5-triazina-
2,4-diamina. Autorizado en Estados Unidos (FDA)
el 6 de agosto de 2024 como medicamento
huérfano (Orphan drug), por via rapida (Fast
Track), mediante revision prioritaria (Priority
Review) y designado como terapia innovadora
(Breakthrough Therapy); no autorizado aln en la
Unidn Europea (EMA).

Mecanismo: Inhibidor de la enzima isocitrato
deshidrogenasa-1 y 2 (IDH1 e IDH2), tanto a las
variantes de tipo salvaje y mutante de IDH1,
incluidas R132H, como las variantes de tipo salvaje
y mutante de IDH2. En modelos tumorales in vivo

An. R. Acad. Farm.
Vol. 90. n° 3 (2024) - pp. 369-384



ANALES

I RANF I
www.analesranf.com

y basados en células que expresan proteinas
mutadas de IDH1 o IDH2, vorasidenib disminuy6 la
produccion de 2-hidroxiglutarato (2-HG) y restaurd
parcialmente la diferenciacion celular. Vorasidenib
reduce entre un 64% y un 95% las concentraciones
tumorales de 2-HG en pacientes con gliomas con
mutacion IDH1 o |IDH2. Los tumores con
alteraciones de IDH1 e IDH2 ocurren en la
poblacion pediatrica como los gliomas de grado
bajo (grado 2 de la OMS), los gliomas de grado alto
(3 y 4), y los oligodendrogliomas con codelecion
de 1py 19q.

Eficacia clinica: Estudio aleatorizado,
multicéntrico, doble ciego, controlado con
placebo en 331 pacientes con astrocitoma u
oligodendroglioma de grado 2 con mutacién IDH1
o IDH2, con cirugia previa que incluyé biopsia,
reseccion subtotal o reseccion total macroscopica.
La variable principal de eficacia fue la
supervivencia libre de progresion (SLP) evaluada
por un comité de revision independiente ciego (72
vs. 46%). La variable secundaria fue el tiempo
hasta la siguiente intervencion (tiempo desde la
aleatorizacion hasta el inicio de la primera terapia
anticancerosa posterior o la muerte por cualquier
causa): la mediana de tiempo no se alcanzo para
los pacientes del grupo de vorasidenib y fue de
17,8 meses para los pacientes del grupo placebo.

Eventos adversos: Los mas comunes (215%)
fueron fatiga (37%), COVID-19 (33%), dolor
musculoesquelético (26%), diarrea (25%) vy
convulsiones (16%). Las anomalias de laboratorio
de grado 3 0 4 (>2%) fueron aumento de ALT (10%),
aumento de AST (4,8%), aumento de GGT (3%) y
disminucion de neutrofilos (2,4%). Se produjeron
reacciones adversas graves en el 7 % de los
pacientes, y entre ellas las mas frecuentes (>2%)
de los pacientes fueron convulsiones (3%). La
interrupcion permanente del tratamiento debido
a una reaccion adversa se produjo en el 3,6 %,
debido mayoritariamente a un aumento de ALT
(3%). Se produjeron interrupciones temporales de
la dosis debido a una reaccion adversa en el 30%
de los pacientes.

ODRONESTAMAB (ORDSPONO®) REGENERON
(EMA, UE)

Indicaciéon: Tratamiento en monoterapia de
pacientes adultos con linfoma folicular en recaida
o refractario (LF R/R) después de dos o mas lineas
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de tratamiento sistémico; también en
monoterapia de pacientes adultos con linfoma B
difuso de células grandes en recaida o refractario
(LBDCG R/R) después de dos o mas lineas de
tratamiento sistémico.

Tipo: Medicamento bioldgico constituido por un
anticuerpo biespecifico recombinante basado en
la inmunoglobulina (Ig)G4 humana que se une a
CD20y CD3. Autorizado en la Union Europea (EMA)
el 22 de agosto de 2024 condicionalmente
(Conditional marketing authorisation); no
autorizado previamente en Estados Unidos (FDA).

Mecanismo: Anticuerpo biespecifico que se une
a CD20, un antigeno de superficie de las células B
presente en células B normales y malignas, y CD3,
un antigeno de las células T asociado al complejo
receptor de las células T. La interaccion
simultanea de los dos brazos de odronextamab da
lugar a la formacion de una sinapsis entre la célula
Ty la célula que expresa CD20, lo que provoca la
activacion de las células T y la generacion de
respuesta de las células T citotoxicas policlonales,
con la consiguiente lisis redirigida de las células
diana, incluyendo las células B malignas.

Eficacia clinica: Un estudio abierto,
multicéntrico y no aleatorizado de varias cohorte
en 128 pacientes con linfoma folicular en recaida
o refractario (LF R/R). La variable principal de
eficacia fue la tasa de respuesta objetiva (TRO:
80%; 73% completa) y la variable secundaria fue la
duraciéon de la respuesta (DR: mediana de 23
meses; 25 en pacientes con respuesta completa)
evaluado por un comité de revision independiente.
La eficacia en linfoma B difuso de células grandes
en recaida o refractario (LBDCG R/R) se evaluo en
dos estudios abiertos, multicéntricos y no
aleatorizados de varias cohortes. El primero se
hizo en 127 pacientes sin tratamiento previo con
T-CAR (TRO: 52%, 31% completa; DR: 11 meses, 18
en pacientes con respuesta completa) y el segundo
en 60 pacientes tras un tratamiento con T-CAR
(TRO: 48%, 32% completa; DR: 15 meses).

Eventos adversos: Los mas comunes son
sindrome de liberacion de citocinas (54%),
neutropenia (41%), pirexia (39%), anemia (38%),
trombocitopenia (27%), diarrea (24%) y COVID19
(22%). Los de intensidad grave mas frecuentes
(grado =3 segun los CTCAE del NCI) son
neutropenia (34%), anemia (19%), trombocitopenia
(13%), linfopenia (12%), neumonia (10%),
leucopenia (9%), COVID-19 (8%), hipopotasemia
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(6%) e hiperglucemia (5 %). Las reacciones
adversas graves mas frecuentes son sindrome de
liberacion de citocinas (14%), neumonia (9%),
COVID-19 (9%) y pirexia (6%). La frecuencia de la
interrupcion de la infusion IV debido a una
reaccion adversa es del 16% y la de interrupcion
del tratamiento debido a una reaccion adversa es
del 14%, mas frecuentemente COVID-19 (2,4%),
neumonia (1,3%) y encefalopatia (0,8%).

DENILEUKIN DEFTITOX (LYMPHIR®) CITIUS (FDA,
USA)

Indicacion: Tratamiento de pacientes adultos
con linfoma cutaneo de células T (CTCL) en estadio
4 recidivante o refractario después de al menos
una terapia sistémica previa.

Tipo: Medicamento biologico constituido por
una proteina de fusion derivada de ADN
recombinante compuesta por las secuencias de
aminoacidos de los fragmentos Ay B de la toxina
de la difteria (Met1-Thr387)-His y la secuencia de
la interleucina-2 humana (IL-2; Ala1-Thr133); tiene
un peso molecular de 58 kD. Autorizado en Estados
Unidos (FDA) el 7 de agosto de 2024 como
medicamento huérfano (Orphan drug), de forma
acelerada (Accelerated Approval); no autorizado
aun en la Union Europea (EMA).

Mecanismo: Proteina de fusion disenada para
dirigir la accion citocida de la toxina diftérica (DT)
a las células que expresan el receptor IL-2.
Después de la captacion en la célula, el fragmento
DT se escinde y los fragmentos DT libres inhiben la
sintesis de proteinas, lo que produce la muerte
celular. Denileukin diftitox demostro la capacidad
de agotar los linfocitos T reguladores
inmunosupresores (Tregs) y la actividad
antitumoral a través de una accion citocida directa
sobre los tumores que expresan IL-2R.

Eficacia clinica: Un ensayo multicéntrico, de un
solo brazo y abierto en 69 pacientes con linfoma
cutaneo de células T en estadio | a IV recidivante
o refractario, con una expresion de CD25 en >20%
de las células malignas biopsiadas mediante
inmunohistoquimica. La variable principal de
eficacia fue la tasa de respuesta objetiva (ORR),
segln la puntuacién de respuesta global (GRS) de
ISCL/EORTC por parte del Comité de Revision
Independiente: 36% (9% completa y 27% parcial).

Eventos adversos: Los mas comunes (220%),
incluidos las anomalias de laboratorio, fueron
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aumento de las transaminasas (70%), disminucion
de la albumina (53 %), nauseas (40%), edema
(35%), disminucion de la hemoglobina (34%), fatiga
(30%), dolor musculoesquelético (26%), erupcion
cutanea (23%), escalofrios (22%), estrenimiento
(22%), pirexia (21%) y sindrome de extravasacion
capilar (20%). Se produjeron reacciones adversas
graves en el 38%, principalmente sindrome de
extravasacion capilar (10 %), reaccion relacionada
con la infusion (9 %), sepsis (7 %), infeccion
cutanea (2,9 %), pirexia (2,9 %) y erupcion cutanea
(2,9 %). La interrupcién permanente del
tratamiento debido a una reaccion adversa se
produjo en el 12% de los pacientes, y las
interrupciones de la dosis debido a una reaccion
adversa ocurrieron en el 38% de los pacientes.

AXATILIMAB (NIKTIMVO®) INCYTE (FDA, USA)

Indicaciéon: Tratamiento de la enfermedad de
injerto contra huésped cronica (EICHc) tras el
fracaso de al menos dos lineas previas de terapia
sistémica en pacientes adultos y pediatricos que
pesen al menos 40 kg.

Tipo: Medicamento bioldgico constituido por un
anticuerpo monoclonal humanizado IgG4 (cadena
ligera kappa) recombinante con un peso molecular
aproximado de 150 kDa. Autorizado en Estados
Unidos (FDA) el 14 de agosto de 2024 como
medicamento huérfano (Orphan drug), por via
rapida (Fast Track) y mediante revision prioritaria
(Priority Review); no autorizado aun en la Union
Europea (EMA).

Mecanismo: Anticuerpo monoclonal que se une
a los receptores del factor estimulante de colonias
1 (CSF-1R) expresados en monocitos y macréfagos.
El bloqueo del CSF-1R con axatilimab reduce los
niveles de estos monocitos circulantes
proinflamatorios y profibréticos y macréfagos
derivados de monocitos, e inhibe la actividad de
los macrofagos patogenos en los tejidos.

Eficacia clinica: Ensayo aleatorizado, doble
ciego y controlado con placebo de XX semanas de
duracion, que incluyd a XXX pacientes. La variable
principal de eficacia fue

Eventos adversos: Los mas frecuentes (215%),
son aumento de AST, infeccion, aumento de ALT,
disminucion de fosfato, disminucion de
hemoglobina, infeccion viral, aumento de gamma
glutamil transferasa (GGT), dolor
musculoesquelético, aumento de lipasa, fatiga,
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aumento de amilasa, aumento de calcio, aumento
de CPK, aumento de fosfatasa alcalina (ALP),
nauseas, dolor de cabeza, diarrea, tos, infeccion
bacteriana, pirexia y disnea. Se produjeron
reacciones adversas graves en el 44 % de los
pacientes, mientras que la interrupcion
permanente del tratamiento debido a una reaccion
adversa ocurrié en el 10% de los pacientes y la
reduccion de la dosis debido a este motivo en el 8
%. Las interrupciones de la dosis debido a una
reaccion adversa ocurrieron en el 44 % de los
pacientes.

(N) SISTEMA NERVIOSO
DONANEMAB (KISUNLA®) LILLY (FDA, USA)

Indicaciéon: Tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer. El tratamiento debe iniciarse en
pacientes con deterioro cognitivo leve o en etapa
de demencia leve de la enfermedad.

Tipo: Medicamento bioldgico constituido por un
anticuerpo monoclonal de inmunoglobulina gamma
1 (IgG1) humanizado dirigido contra el beta
amiloide, con un peso molecular de 145 kDa.
Autorizado en Estados Unidos (FDA) el 2 de julio
de 2024 por via rapida (Fast Track), mediante
revision prioritaria (Priority Review) y designado
como terapia innovadora (Breakthrough Therapy);
no autorizado aln en la Unidn Europea (EMA).

Mecanismo: Anticuerpo monoclonal dirigido
contra el beta-amiloide con piroglutamato N-
terminal. Las especies de beta-amiloide (AB)
modificadas con piroglutamato (pE) truncadas en
el extremo N (AB pE3 ) tienen un mayor potencial
de agregacion y una elevada propension a formar
oligobmeros toxicos, supuestamente relacionados
con la aparicion de la enfermedad de Alzheimer.

Eficacia clinica: Estudio doble ciego, controlado
con placebo, de grupos paralelos en 1.736
pacientes con enfermedad de Alzheimer, presencia
confirmada de patologia amiloide y deterioro
cognitivo leve o etapa de demencia leve de la
enfermedad. Los pacientes tratados con
donanemab  demostraron una  reduccion
estadisticamente significativa en el deterioro
clinico en la Escala Integrada de Calificacion de la
Enfermedad de Alzheimer (iADRS) en comparacion
con el placebo en la Semana 76 en la poblacion
general (2,92, p<0,0001), asi como en las escalas
del componente iADRS, el Escala de evaluacion de
la enfermedad de Alzheimer-subescala cognitiva
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(ADAS-Cog13) (-1,33, p=0,0006), en la escala del
Estudio cooperativo de la enfermedad de
Alzheimer - actividades instrumentales de la vida
diaria (ADCS-iADL) (1,70, p=0,0001) y en el
deterioro clinico en la Escala de Calificacion
Clinica de Demencia - Suma de Cajas (CDR-SB) (-
0,70, p<0,0001).

Eventos adversos: Los mas comunes son
anomalias de imagen relacionadas con amiloide
(ARIA), especialmente ARIA-H (con deposicion de
siderina), siendo ARIA-H con microhemorragia del
25% (donanemab) vs 11% (placebo), ARIA-H con
siderosis superficial del 15 vs. 3%; ARIA-E (con
edema) en el 24 vs. 2%; cefalea (13 vs. 10%) y
reacciones asociadas a la infusion (9 vs. 0,5%). El
porcentaje de pacientes que interrumpen el
tratamiento debido a una reaccion adversa es del
13% (donanemab) vs. 4% con placebo, debido
fundamentalmente a reacciones asociadas con el
procedimiento de infusion (4 vs. 0%).

BENZGALANTAMINA (ZUNVEYL®) ALPHA
COGNITION (FDA, USA)

s .
> Benzgalantamina
N

\
CH,

Indicacion: Tratamiento de la demencia leve a
moderada del tipo Alzheimer en adultos.

Tipo: Medicamento sintético estandar
constituido por un profarmaco de galantamina:
benzoato de (4aS,6R,8aS)-11-metil-3-metoxi-
4a,5,9,10,11,12-hexahidro-6H-[1]benzofuro[3a, 3,2
-ef][2]benzazepin-6-ilo. Autorizado en Estados
Unidos (FDA) el 26 de julio de 2024 como
medicamento huérfano (Orphan drug), de forma
acelerada (Accelerated Approval), por via rapida
(Fast Track), mediante revision prioritaria (Priority
Review), con bono para la revision prioritaria de
enfermedades pediatricas raras (Rare Pediatric
Disease Priority Review Voucher, RPD) y designado
como terapia innovadora (Breakthrough Therapy),
designado como terapia avanzada de medicina
regenerativa (Regenerative Medicine Advanced
Therapy, RMAT), designado como producto
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calificado para enfermedades infecciosas
(Qualified Infectious Disease Product); no
autorizado adn en la Unidn Europea (EMA).

Mecanismo: Profarmaco de la galantamina, un
inhibidor competitivo y reversible de la
acetilcolinesterasa. Las neuronas productoras de
acetilcolina se degeneran en los cerebros de los
pacientes con enfermedad de Alzheimer. El grado
de esta pérdida colinérgica se ha correlacionado
con el grado de deterioro cognitivo y la densidad
de las placas amiloides (una caracteristica
neuropatologica de la enfermedad de Alzheimer).
Si bien se desconoce el mecanismo preciso de
accion de la galantamina, se postula que ejerce su
efecto terapéutico al mejorar la funcidn
colinérgica. Esto se logra al aumentar la
concentracion de acetilcolina a través de la
inhibicion reversible de su hidrolisis por la
colinesterasa. Si este mecanismo es correcto, el
efecto de la galantamina puede disminuir a
medida que avanza el proceso de la enfermedad y
menos neuronas colinérgicas permanecen
funcionalmente intactas. No hay evidencia de que
la galantamina altere el curso del proceso de
demencia subyacente.

Eficacia clinica: La eficacia de ZUNVEYL se basa
en tres estudios de biodisponibilidad en adultos
sanos comparando los comprimidos de liberacion
inmediata de galantamina y las capsulas de
liberacion prolongada de galantamina con
ZUNVEYL.

Eventos adversos: Los mas comunes (>5%) son
nauseas (21 vs 5,5% con placebo), vémitos (10,5
vs. 2,3%), diarrea (7,4 vs. 4,9%), mareos (7,5 vs.
3,4%), dolor de cabeza (7,1 vs. 5,5%) y disminucion
del apetito (7,4 vs. 2,1%).

ARIMOCLOMOL (MIPLYFFA®) ZEVRA (FDA, USA)
Cl OH

\N/O\/\/N

N Arimoclomol

Indicacién: Tratamiento en combinacion con
miglustat de las manifestaciones neurologicas de
la enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC) en
pacientes adultos y pediatricos de 2 anos de edad
y mayores.

Novel drugs recently authorized by ema and fda (Q3, 2024)
m Satiago Cuéllar Rodriguez

ANALES

RANF

—

www.analesranf.com

Tipo: Medicamento sintético estandar
constituido por el cloruro de N-[(2R,Z)-2-hidroxi-
3-(1-piperidil)propoxi]piridina-3-carboximidoilo,
1-6xido. Autorizado en Estados Unidos (FDA) el 20
de septiembre de 2024 como medicamento
huérfano (Orphan drug), por via rapida (Fast
Track), mediante revision prioritaria (Priority
Review), con bono para la revision prioritaria de
enfermedades pediatricas raras (Rare Pediatric
Disease Priority Review Voucher, RPD) y designado
como terapia innovadora (Breakthrough Therapy);
no autorizado aln en la Unidn Europea (EMA).

Mecanismo: Permite tratar los sintomas
neuroldgicos asociados con la NPC, aunque se
desconocen los mecanismos por los cuales el
arimoclomol ejerce sus efectos clinicos en estos
pacientes. La enfermedad de Niemann-Pick tipo C
(NPC) es una enfermedad genética rara que
provoca sintomas neurologicos progresivos vy
disfuncion organica. Esta causada por cambios en
el gen NPC1 o NPC2, que afectan el transporte
necesario de colesterol y otros lipidos dentro de
una célula. En promedio, las personas afectadas
por esta enfermedad solo viven unos 13 anos.

Eficacia clinica: Un ensayo clinico aleatorizado,
doble ciego, controlado con placebo, de 12 meses
de duracién en 50 pacientes de 2 a 19 anos de
edad que tenian un diagndstico confirmado
molecularmente de NPC. Se realizaron
evaluaciones de eficacia, incluida la puntuacion de
la Escala de gravedad clinica de NPC de 4 dominios
(R4DNPCCSS) al inicio y reevaluada cada 3 meses
hasta los 12 meses de tratamiento. La RADNPCCSS
es una medida de la progresion de la enfermedad
de NPC que consta de los cuatro elementos que
evaluan la deambulacion, el habla, la deglucion y
las habilidades motoras mas relevantes, donde las
puntuaciones mas altas representan una mayor
gravedad de la enfermedad. A los 12 meses, la
variacion de la puntuacion R4DNPCCSS fue de -0,2
puntos con arimoclomol/miglustat vs. +2,0 con
placebo/miglustat.

Eventos adversos: Los mas comunes son
infeccion de las vias respiratorias superiores (31 vs
15% con placebo), diarrea (23/23%), pérdida de
peso (15/0%), disminucion del apetito (12/0%),
temblor (12/0%), urticaria (12/0%), dolor de
cabeza (12/8%), infeccion de las vias respiratorias
inferiores 3(12/8%) y convulsiones (12/8%).
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LEVACETILLEUCINA (AQNEURSA®) INTRABIO
(FDA, USA)

CH,

H,C Levacetilleucina

M N

0 /g
H,C 0

Indicacion: Tratamiento de las manifestaciones
neurologicas de la enfermedad de Niemann-Pick
tipo C (NPC) en pacientes adultos y pediatricos con
peso >15 kg.

Tipo: Medicamento sintético  estandar
constituido por el acido L-2-acetamido-4-
metilpentanoico (N-acetil-L-leucina). Autorizado
en Estados Unidos (FDA) el 24 de septiembre de
2024 como medicamento huérfano (Orphan drug),
por via rapida (Fast Track), mediante revision
prioritaria (Priority Review) y con bono para la
revision prioritaria de enfermedades pediatricas
raras (Rare Pediatric Disease Priority Review
Voucher, RPD); no autorizado ain en la Union
Europea (EMA).

Mecanismo: Desconocido.

Eficacia clinica: Estudio aleatorizado, doble
ciego, controlado con placebo, de dos periodos,
cruzado, de 24 semanas de duracién (12 semanas
para cada periodo de tratamiento) en 60 pacientes
con 4 anos de edad o mas y con un diagnostico
confirmado de NPC y al menos sintomas
neuroloégicos leves relacionados con la
enfermedad. La variable principal de eficacia fue
una version modificada de la Escala para la
Evaluacion y Calificacion de la Ataxia (SARA),
conocida como SARA funcional (fSARA), que consta
de los dominios de alteracion de la marcha,
sedestacion, postura y habla. La puntuacion media
estimada de fSARA por tratamiento fue de 5,1 con
AQNEURSA frente a 5,6 con placebo, con una
diferencia de tratamiento (1C95%) de -0,4 puntos.

Eventos adversos: Los mas comunes son
infeccion del tracto respiratorio superior (17 vs.
3% con placebo), dolor abdominal (7 vs. 0%),
disfagia (7 vs. 0%) y voémitos (7 vs. 0%).
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XANOMELINA + TROSPIO (COBENFY®) BRISTOL
MYERS SQUIBB (FDA, USA)

H3C Xanomelina

Trospio

Indicacion: Tratamiento de la esquizofrenia en
adultos.

Tipo: Medicamento sintético  estandar
constituido por el acido 3-hexoxi-4-(1-metil-3,6-
dihidro-2H-piridin-5-il)-1,2,5-tiadiazol-(2R,3R)-2,3
-dihidroxibutanodioico (xanomelina) y por el
cloruro de (1alfa,3beta,5alfa)-3-((2-hidroxi-2,2-
difenilacetil)oxi)-espiro(8-azoniabiciclo(3.2.1)octa
no-8,1’-pirrolidinio)  (cloruro de trospio).
Autorizado en Estados Unidos (FDA) el 26 de
septiembre de 2024 mediante revision prioritaria
(Priority Review); no autorizado adn en la Union
Europea (EMA).

Mecanismo: Agonista de los receptores
colinérgicos muscarinicos M1 y M4 del sistema
nervioso central. El cloruro de trospio es un
antagonista muscarinico que antagoniza los
receptores muscarinicos principalmente en los
tejidos periféricos, a fin de evitar o paliar los
efectos colinérgicos periféricos de la xanomelina.

Eficacia clinica: Dos estudios controlados con
placebo con disefos idénticos de cinco semanas,
aleatorizados, doble ciego, controlados con
placebo y multicéntricos en un total de 470
pacientes adultos con diagndéstico de esquizofrenia
segun los criterios del DSM-5. La medida principal
de eficacia fue el cambio desde el inicio en la
puntuacion total de la Escala de Sindromes
Positivos y Negativos (PANSS) en la Semana 5. La
PANSS es una escala de 30 items que mide los
sintomas de la esquizofrenia; cada item es
calificado en una escala de siete puntos, desde 1
(ausencia de  sintomas) 7  (sintomas
extremadamente graves), donde la puntuacion
total de la PANSS puede variar de 30 a 210 (mayor
gravedad). La diferencia (media de minimos
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cuadrados) entre el tratamiento activo y el
placebo fue de -9,6 y -8,4 puntos en los dos
estudios.

Eventos adversos: Los mas comunes son
nauseas (19 vs. 4% con placebo), dispepsia
(18/5%), estreiimiento (17/7%), vomitos (15/1%),
hipertension (11/2%), dolor abdominal (8/4%),
diarrea (6/2%), taquicardia (5/2%), mareos (5/2%),
enfermedad por reflujo gastroesofagico (5/<1%).

(S) ORGANOS SENSORIALES

POLIHEXANIDA (AKANTIOR®) SIFI (EMA, UE)
Polihexanida

NH  NH
R{NHLNHH\NH’\/\/\/}R
HCl n

Indicacion: Tratamiento de la queratitis por
Acanthamoeba en adultos y nifos a partir de 12
anos de edad.

Tipo: Medicamento sintético estandar
constituido por el hidrocloruro de
poli(iminocarbonimidoiliminocarbonimidoilimino-
1,6-hexanodiilo). Autorizado en la Union Europea
(EMA) el 22 de agosto de 2024 como medicamento
huérfano  (Orphan drug); no autorizado
previamente en Estados Unidos (FDA).

Mecanismo: Polimero policationico compuesto
de unidades de hexametilenobiguanida que actua
tanto sobre los trofozoitos activos como sobre las
formas quisticas inactivas de Acanthamoeba. La
polihexanida altera las membranas celulares de
Acanthamoeba debido a su carga positiva,
uniéndose a la bicapa fosfolipidica de la
membrana de los trofozoitos, que tiene carga
negativa, provocando la lisis de la membrana la
muerte y muerte celular; también es capaz de
penetrar el ostiolo de Acanthamoeba enquistada
para ejercer el mismo efecto. Esta accion solo
afecta minimamente a los fosfolipidos neutros de
la membrana celular de los mamiferos. Asimismo,
la polihexanida se une al ADN lesionando los
cromosomas de Acanthamoeba; en concreto,
interacciona con la estructura de fosfato del ADN
para bloquear el proceso de replicacion. Este
mecanismo se limita a las células de
Acanthamoeba, ya que polihexanida no es capaz
de penetrar el nlcleo de las células de los
mamiferos.
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Eficacia clinica: Un un ensayo clinico de fase 3,
aleatorizado, con enmascaramiento doble vy
controlado con tratamiento activo con datos de
controles historicos sobre sujetos que no
recibieron tratamiento (identificados mediante
una revision bibliografica sistematica; n = 56); la
tasa de resolucion clinica sin cirugia en este
control histérico fue del 19,6 % , mientras que el
80,4 % restante de los pacientes requirio cirugia.
El efecto del tratamiento (porcentaje de pacientes
curados sin cirugia) de polihexanida frente a la
ausencia de tratamiento (control historico) fue del
84,8 vs. 19,6%.

Eventos adversos: Los mas comunes son dolor
ocular (13%) e hiperemia ocular (12%). Las mas
graves son perforacion corneal (1,4%), necesidad
de trasplante de cornea (1,4%) y deficiencia visual
(1,4%), que también forman parte de la evolucion
natural de la enfermedad.

(V) VARIOS

GALIO [68GA] + GERMANIO [68GE]
(GALLIAFARM®) ECKERT ZIEGLER (EMA, UE)

Indicacion: Eluido estéril (solucion de cloruro de
galio [68Ga]) para el radiomarcaje in vitro de
varios kits de preparacion radiofarmacéutica
desarrollados y aprobados para el radiomarcaje
con dicho eluido, que se utilizaran para la
obtencion de imagenes de tomografia por emision
de positrones (PET). Este generador de
radionUclidos no debe utilizarse directamente en
los pacientes.

Tipo: Medicamento sintético  estandar
constituido por un generador de radionuclidos que
contiene germanio (68Ge) como nuclido original,
que se desintegra en el nuclido derivado galio
(68Ga). El germanio (68Ge) usado para la
produccion del generador (68Ge/68Ga) no tiene
ningln portador ainadido. Autorizado en la Union
Europea (EMA) el 1 de agosto de 2024; no
autorizado previamente en Estados Unidos (FDA).

Mecanismo: El generador de radionlclidos
GalliaPharm 1,11-3,70 GBq es un sistema para la
eluciéon de solucion de cloruro de galio (68Ga)
estéril. Esta solucion se eluye de una columna en
la que se ha fijado el nuclido original germanio
(68Ge), que es la sustancia precursora del galio
(68Ga). El periodo de

semidesintegracion del germanio-68 [68Ge] es
de 270,95 dias mediante captura de electrones,
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mientras que el del galio-68 [68Ga] es 67,71
minutos, emitiendo positrones, empleandose en
las pruebas de diagnostico por imagen mediante
PET (tomografia por emision de positrones).

Eficacia clinica: Para potencias iniciales en el
generador de radionuclidos de 1,11y 3,70 Gbq, la
actividad obtenida mediante elucion al final del
periodo de validez es no menor de 0,16 y 0,55
GBq, respectivamente.

Eventos adversos: Las posibles reacciones
adversas debidas al uso de un radiofarmaco
marcado con 68Ga dependeran del kit especifico
para la preparacion del radiofarmaco especifico
que se esta utilizando. La exposicion a la radiacion
ionizante esta relacionada con la induccién de
cancer y la posibilidad de desarrollar anomalias
congeénitas.

FLORTAUCIPIR [18F] (TAUVID®) LILLY (EMA, UE)

H

N =\
7\ N4
N\

Flortaucipir ['°F]

Indicacion: Para la obtencion de imagenes del
cerebro mediante tomografia por emision de
positrones (PET) para evaluar la distribucion
neocortical de los ovillos neurofibrilares de tau
agregado (NFTs, por sus siglas en inglés) en
pacientes adultos con deterioro cognitivo que
estan siendo evaluados por enfermedad de
Alzheimer.

Tipo: Medicamento sintético estandar
constituido por el 7-(6-[18F]fluoranilpiridin-3-il)-
5H-pirido[4,3-b]indol. Autorizado en la Union
Europea (EMA) el 22 de agosto de 2024; autorizado
previamente en Estados Unidos (FDA) el 28 de
mayo de 2020.

Mecanismo: Flortaucipir (18F) se une a los
agregados de la proteina tau. En los cerebros de
pacientes con EA, el filamento helicoidal
emparejado (PHF) de tau forma agregados que se
combinan para formar ovillos neurofibrilares
(NFTs), un componente necesario del diagnostico
neuropatoldgico de la enfermedad de Alzheimer.
Flortaucipir (18F) se retiene diferencialmente en
areas neocorticales que contienen agregados de
tau y no se une al amiloide. El fluor [18F] decae a
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oxigeno [180] estable con un periodo de
semidesintegracion de 110 minutos mediante
emision de positrones con una energia maxima de
634 keV, seguida de una radiacion de aniquilacion
de positrones de 511 keV. Los principales fotones
Utiles para el diagnoéstico por imagenes son los
fotones gamma de 511 keV, resultantes de la
interaccion del positrén emitido con un electron.

Eficacia clinica: Un estudio pivotal de
correlacion neuropatologica de la EAy otro estudio
adicional con lectores, que compararon el
rendimiento diagnostico de la utilizacion de
flortaucipir (18F) para estimar la distribucion de
los NFTs de tau agregado con el examen post-
mortem. En cada estudio, 5 lectores
independientes, ciegos a la informacion clinica,
interpretaron las imagenes de flortaucipir (18F)
como positivas o negativas. Se evalud el
rendimiento de las imagenes del patréon de
flortaucipir (18F) de la enfermedad de Alzheimer
para distinguir la patologia tau B3 (verdadero
positivo) de la BO-B2 (verdadero negativo). El
rendimiento diagnostico del escaner con
flortaucipir (18F) en pacientes sometidos a
autopsia (B3) mostro una sensibilidad del 89-92% y
una especificidad del 76-77%.

Eventos adversos: Los mas comunes son dolor
de cabeza (0,9%), dolor en el lugar de la inyeccion
(0,6%) y aumento de la presion arterial (0,5%).

FLURDIPIRAZ [18F] (FLYRCADO®) GE
HEALTHCARE (FDA, USA)

CH,

e 9\

HyC
9

["®F] Flurdipiraz
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Indicacion: Tomografia por emision de positrones
(PET) y la obtencién de imagenes de perfusion
miocardica (MPI) en reposo o estrés (farmacoldgico
0 ejercicio) en pacientes adultos con enfermedad
coronaria (CAD) conocida o sospechada para
evaluar la isquemia y el infarto de miocardio.

Tipo:  Medicamento  sintético  estandar
constituido por la 2-terc-butil-4-cloro-5-[[4-(2-
(18F)fluoraniletoximetil)fenil]metoxi]piridazin-3-ona.
Autorizado en Estados Unidos (FDA) el 27 de
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septiembre de 2024 mediante revision prioritaria
(Priority Review); no autorizado adn en la Union
Europea (EMA).

Mecanismo: El flurpiridaz [18F] es un analogo
del inhibidor del complejo mitocondrial 1 (MC-1),
el piridabeno. El flurpiridaz [18F] es extraido por
el miocardio de manera proporcional al flujo
sanguineo y se une al tejido cardiaco que tiene
mitocondrias bioldégicamente activas. Por lo tanto,
la radiactividad en el miocardio viable es mayor
que en el tejido infartado. El flUor [18F] decae a
oxigeno [180] estable con un periodo de
semidesintegracion de 110 minutos mediante
emision de positrones con una energia maxima de
634 keV, seguida de una radiacion de aniquilacion
de positrones de 511 keV. Los principales fotones
tiles para el diagnostico por imagenes son los
fotones gamma de 511 keV, resultantes de la
interaccion del positron emitido con un electron.

Eficacia clinica: Dos estudios clinicos
prospectivos, multicéntricos y abiertos en adultos
con enfermedad coronaria (CAD) sospechada o
conocida. El Estudio 1 evalu6 la sensibilidad y la
especificidad para la deteccion de CAD
significativa en sujetos con CAD sospechada que
estaban programados para una angiografia
coronaria invasiva (ACl). En tres lectores de
imagenes, las estimaciones de sensibilidad
variaron del 74 % al 89 % y las estimaciones de
especificidad variaron del 53 % al 70 % para la CAD
definida como al menos un 50 % de estrechamiento
de una arteria. El Estudio 2 evalué la sensibilidad
y especificidad para la deteccion de CAD
significativa en sujetos con CAD conocida o
sospechada que tuvieron una ACl sin intervencion
dentro de los 60 dias previos a la obtencion de
imagenes o estaban programados para una ACl. En
tres lectores de imagenes, las estimaciones de
sensibilidad variaron del 63% al 77% vy las
estimaciones de especificidad variaron del 66% al
86% para la CAD.

Eventos adversos: Los mas comunes son disnea
(17%), dolor de cabeza (15%), angina de pecho
(10%), dolor toracico (8%), fatiga (7%), cambios en
el segmento ST (6%) y sofocos (5%).

PROCEDIMIENTOS ESPECIALES DE EVALUACION Y
AUTORIZACION

Tanto la Agencia Europea de Medicamentos

(European Medicines Agency, EMA), de la Union
Europea, como la Administracion de Alimentos y
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Medicamentos (Food & Drug Administration, FDA),
de Estados Unidos, disponen de diversos
procedimientos de evaluacion y autorizacion de
medicamentos para incentivar el desarrollo de
nuevos tratamientos para enfermedades que de
otra manera no atraerian el interés de las
empresas debido al elevado coste del desarrollo y
la imposibilidad de retorno econdémico comercial,
asi como para facilitar la mejor y mas rapida
disponibilidad  posible de  medicamentos
designados como especialmente relevantes
atendiendo a las particulares caracteristicas
patologicas de algunos pacientes, asi como a la
gravedad de las patologias para los que son
destinados y a su potencial repercusion social y
epidemioldgica, valorando si constituyen el primer
tratamiento disponible o si presentan ventajas
significativas sobre los tratamientos existentes.
Estas designaciones y procedimientos son
referenciados, en su caso, en las monografias de
los medicamentos previamente descritas.

EMA (European Medicines Agency, UE)

Medicamentos Prioritarios (Priority Medicines;
PRIME): es un esquema de evaluacion de la EMA
para apoyar el desarrollo de medicamentos que se
dirigen a una necesidad médica no cubierta,
basandose en una interaccion mejorada y un
dialogo temprano con los desarrolladores de
medicamentos prometedores, para optimizar los
planes de desarrollo y acelerar la evaluacion para
que estos medicamentos puedan llegar antes a los
pacientes, empleando para ello el asesoramiento
cientifico y la evaluacion acelerada.

Evaluacién acelerada (Accelerated
assessment): reduce el plazo maximo para que el
Comité de Medicamentos de Uso Humano (CHMP)
revise una solicitud de autorizacion de
comercializacion de medicamentos, pasando de
210 a 150 dias. Las solicitudes pueden ser elegibles
para una evaluacion acelerada si el CHMP decide
que el producto es de gran interés para la salud
publica y la innovacion terapéutica.

Autorizacion de comercializacion condicional
(Conditional marketing authorisation) para
solicitudes de medicamentos que presenten datos
clinicos menos completos que los normalmente
requeridos, siempre que el beneficio de la
disponibilidad inmediata del medicamento supere
el riesgo inherente al hecho de que todavia se
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requieren datos adicionales, tal como aquellos
destinados a tratar, prevenir o diagnosticar
enfermedades gravemente debilitantes o
potencialmente mortales, incluyendo a los
medicamentos huérfanos.

Autorizacion de comercializacion en
condiciones excepcionales (Exceptional
circumstances) para medicamentos en los que el
solicitante no puede proporcionar datos completos
sobre la eficacia y la seguridad en condiciones
normales de uso, porque la condicion a tratar es
rara o porque la recopilacion de informacion
completa no es posible o no es ético.

Medicamento huérfano (Orphan drug): son
designados como tales aquellos destinados a tratar
enfermedades raras (en la Unidn Europea son
aquellas que afectan a menos de 5 de cada 10.000
habitantes), no resultan atractivos a los
patrocinadores por su escasa rentabilidad y
precisan por ello apoyo adicional para su
desarrollo.

FDA (Food & Drug Administration, USA)

Revision  prioritaria  (Priority  Review):
evaluacion de solicitudes de medicamentos que,
de aprobarse, serian mejoras significativas en la
seguridad o eficacia del tratamiento, diagnostico
o prevencion de afecciones graves en comparacion
con las solicitudes estandar, considerando mejora
significativa a la evidencia de mayor efectividad
en el tratamiento, prevencion o diagndstico de la
condicion; eliminacion o reduccion sustancial de
una reaccion farmacoldgica limitante del
tratamiento; mejora documentada del
cumplimiento del paciente que se espera que
conduzca a una mejora en los resultados graves; o
evidencia de seguridad y eficacia en una nueva
subpoblacion.

Bono para la revisibn prioritaria de
enfermedades pediatricas raras (Rare Pediatric
Disease Priority Review Voucher, RPD): la FDA
puede otorgar bonos o cupones de revision
prioritaria a los patrocinadores de aplicaciones de
productos destinados para enfermedades
pediatricas raras que cumplan con ciertos
criterios. Este bono es un incentivo que el
patrocinador recibe en forma de “cupon especial”,
el cual puede ser empleado de dos maneras: para
aplicar el sistema de revision prioritaria de la FDA
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en cualquier otro de sus productos o venderlo a
otra compafia interesada en que su propio
medicamento sea revisado de forma prioritaria.

Terapia innovadora (Breakthrough Therapy):
medicamentos destinados a tratar una afeccion
grave y cuya evidencia clinica preliminar indica
que puede demostrar una mejora sustancial sobre
la terapia disponible en una o varias variables
clinicamente significativas, como la duracion del
efecto, la relevancia del resultado clinico
observado mostrando una clara ventaja sobre la
terapia disponible.

Autorizacion acelerada (Accelerated Approval):
medicamentos indicados en afecciones graves que
cubran una necesidad médica no satisfecha, que
puedan ser autorizados precozmente basandose en
una a mas variables subrogadas (una medida de
laboratorio o signo fisico que se usa como sustituto
de una variable clinicamente significativa que es
una medida directa sobre lo que siente un
paciente, sus funciones o su supervivencia y que
se espera que prediga el efecto de la terapia).

Via rapida (Fast Track): medicamentos que
aborden enfermedades graves en las que puedan
tener un impacto significativo sobre la
supervivencia, el funcionamiento diario o la
probabilidad de que la afeccion, si no se trata,
progrese de una condicidon menos severa a una mas
severa, tales como el SIDA, la enfermedad de
Alzheimer, la insuficiencia cardiaca y o cancer.

Medicamento huérfano (Orphan drug):
designacion de un medicamento potencialmente
atil para prevenir, diagnosticar o tratar una
enfermedad rara; es decir, con menos de 200.000
pacientes/ano (los que supone una prevalencia
aproximada de 7,5/10.000 habitantes, en la
actualidad).

Terapia avanzada de medicina regenerativa
(Regenerative Medicine Advanced Therapy):
cualquier medicamento de terapia celular, de
ingenieria tisular, de células y tejidos humanos, o
cualquier combinacion de dichas terapias o
productos, que esté destinado a tratar, modificar,
revertir o curar una enfermedad o afeccién grave
o potencialmente mortal; y que la evidencia
clinica preliminar indica que el medicamento tiene
el potencial de abordar necesidades médicas no
cubiertas para dicha enfermedad o afeccion.

Producto Calificado para Enfermedades

Medicamentos novedosos autorizados recientemente por EMA
y FDA (3° trimestre de 2024) 383
Santiago Cuéllar Rodriguez
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Infecciosas. (Qualified Infectious Disease
Product): un medicamento antibacteriano o

antifingico para uso humano destinado a tratar
infecciones graves o potencialmente mortales,
incluidas aquellas causadas por un patdgeno
resistente a antibacterianos o antifingicos,
incluidos patogenos infecciosos nuevos o
emergentes.

Novel drugs recently authorized by ema and fda (Q3, 2024)
Satiago Cuéllar Rodriguez
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