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Resumen

La comorbilidad, integrada por el dolor fisico crénico y la depresién, es
muy comun. Los sintomas depresivos somatomorfos toman a menudo la
forma de diferentes tipos de dolor. Entre ellos sobresalen los dolores
premenstruales y la fibromialgia.

El dolor crénico conduce a la depresion como consecuencia de la inter-
vencion de factores biomédicos, psicosociales (actitud pasiva, discapacidad)
y farmacolégicos. La actitud de enfrentarse con el dolor y aceptarlo reduce
la intensidad del dolor, el grado de discapacidad y el riesgo de depresion.
El uso de analgésicos debe atenerse a un plan individualizado. Varios pro-
ductos antidepresivos acttian reduciendo la intensidad del dolor.

La depresién es infrarreconocida e infratratada sobre todo en pacientes
con dolor crénico. Se describen siete pistas para detectar la depresion: la
historia personal y familiar, el tipo de personalidad, los aspectos clinicos y
evolutivos de los sintomas somatomorfos, la busqueda de otros sintomas
depresivos y los efectos terapéuticos faorables determinados por un farma-
co antidepresivo.

Abstract

The comorbidity integrated by chronic pain and depression is very
common. The somatoform depressive symptoms appear often as diferent
types of pain. Amon them premenstrual pain and fibromialgia are some of
the most important clinical pictures.

Chronic pain leads to depression as a consequence of these three kinds
of factors: biomedical, psychosocial (passive attitude, disability) and phar-
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macological agents. Copping and acceptance of chronic pain is associated
with lower pain intensity, less depression and less psychosocial disability. The
appropriate use of analgesics in the management of chronic pain demands
individualization. Several antidepressants have possitive effects on pain
syndrom.

Depression is underrecognized ad undertreated above all in patients with
chronic pain. In order screening the depression seven ways are described
here: personal and family history, type of the personality, clinic and evolutive
aspects of somatoform symptom, search of other depressive symptoms and
positive therapeutic effect determinated by an antidepressant.

I. PRESENTACION DEL PROBLEMA Y SU MAGNITUD

Estamos ante un tema de la mas viva actualidad para los enfer-
mos, los terapeutas y la poblacién general.

En la perspectiva de los enfermos, la asociacién del dolor fisico
créonico (DFC) —al cual me voy a referir por su preferente accién
depreségena en tanto que el dolor agudo se vincula a la ansiedad—
y €l sindrome depresivo (SD) representa en muchos casos el pade-
cimiento humano maéas mortificante y apocaliptico. Se suele hablar
de dolor crénico o sindrome doloroso cuando el dolor ha alcanza-
do la duracién de seis meses, sea su presencia continua o intermi-
tente. En la éptica clinica los problemas planteados por la asocia-
cién del DFC y el SD se refieren al diagnéstico y la terapia y se
extienden a interrogantes investigatorios de un interés verdadera-
mente apasionante.

Se conjugan dos trastornos que marcan la cultura occidental en
el momento actual. El dolor porque es hoy mas temido que nunca,
como consecuencia de la acumulacién del hedonismo narcisista que
caracteriza al ser humano contemporaneo y de la falta de contacto
con el sufrimiento y el malestar (lo tememos mas que nunca y lo
soportamos y toleramos peor que nunca porque lo experimentamos
menos que nunca). En el plano de los temores colectivos, el miedo
al dolor o algofobia ocupa hoy el primer lugar, por delante incluso
del miedo a la muerte o tanatofobia y después de haber sepultado
en el olvido a la tafiofobia o miedo a ser enterrado vivo, fenémeno
epidémico masivo en siglos anteriores. Por su parte, el SD, con una
prevalencia acual del 8 % y una prevalencia global o vital del 20 %,
ambas referidas a la poblacién occidental adulta y que se hallan
todavia en plena curva epidemiolégica ascendente, es uno de los
emblemas infortunados de la cultura occidental moderna y postmo-
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derna. En definitiva, no constituye ninguna exageraciéon proclamar
que nos encontramos inmersos en una Sociedad Algofébica y que
atravesamos una Era Cultural Depresiva.

La asociaciéon del SD y del DFC se sintetiza en tres modalida-
des (esquema 1).

1) SINDROME DEPRESIVO (70 %)

SINTOMATOLOGIA
DOLOR FISICO

2) SINDROME DOLOROSO CURSO
COMORBILIDAD A
50% —» S. DOL.V\/S. DEP.

SINDROME DEPRESIVO

SINDROME DEPRESIVO
3) CAUSA COMUN
T DOLOR FISICO CRONICO

EsouEMA 1. Relaciones de causalidad entre el sindrome depresivo y el dolor fisico
crénico o sindrome doloroso.

El sindrome depresivo comprende en el 70 % de los casos sen-
saciones de dolor fisico, lo que significa que el dolor fisico es un
sintoma comun de la depresién. Por su parte, el dolor fisico créni-
co se complica con la depresiéon en mas del 50 % de los enfermos.
Esta comorbilidad entre el DFC y el SD conduce a la formacién de
un circulo cibernético de potenciacién reciproca, ya que el SD acti-
va el DFC e incluso lo extiende a otras localizaciones.

Ademas de las dos férmulas causales basicas, existe una tercera
que se diluye un tanto en una u otra de ellas, segin que el trastor-
no mas temprano haya sido el SD o el DFC. Y si lo consigno aqui
es como un recordatorio de que ambos fenémenos comparten me-
canismos genéticos comunes en el sistema neuroendocrino, como la
hiposerotoninergia, la exaltaciéon glutamatérgica (en forma de hipe-
ractividad de los receptores N-metil-D-aspartato), la tasa alta del neu-
ropéptido P, el descenso de estrégenos en la mujer y los esta-
dos de obesidad. También cabria haber incluido una cuarta férmula
para las asociaciones por azar.
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El grado de comorbidez entre el dolor y la depresién, con inde-
pendencia de que el trastorno primario sea el dolor o la depresién,
supera el 50 %, o sea, que su asociacién es mas frecuente que su
presentacién aislada. En las asociaciones del DFC y el SD se dis-
tinguen dos grandes grupos: en el grupo mayoritario, el 60 % de
estos enfermos, el dolor es un sintoma depresivo, y en el 40 % res-
tante, el cuadro depresivo ha hecho irrupciéon después del estable-
cimiento del proceso organico, lo que senala al dolor como origen
de la depresién (Romano y Turner, 1985).

II. LA SINTOMATOLOGIA DOLOROSA DE LA DEPRESION

La palabra depresion proviene del vocablo latino deprimere y sig-
nifica hundimiento o abatimiento. Lo que se hunde en la depresién
es el plano vital del ser humano. Este es el ntcleo comtn a todos
los enfermos depresivos. El enfermo depresivo es, pues, ante todo,
un enfermo de la vitalidad.

El plano vital de la persona tiene una indole mixta, psiquca y
fisica, y comprende ciertos vectores basicos, cuyo hundimiento se
refleja en la sintomatologia depresiva (esquema 2). Hay depresiones
completas, con una presencia de la sintomatologia correspondiente
a las cuatro dimensiones y depresiones incompletas, con un cuadro
formado por sintomatologia uni, bi o tridimensional.

Este modelo tetradimensional de la depresién, expuesto en libros
mios (1988, 1996, 2001), permite entender por qué la sintomatolo-
gia de la depresién se distribuye entre datos psiquicos y datos fisi-
cos funcionales, o sea por qué los sintomas somaticos forman par-
te del fenémeno depresivo.

VECTOR FUNCIONAL DIMENSION DEPRESIVA
DE
LA VITALIDAD

Estado de &animo —— » Humor depresivo
Impulsos o energia —— » Anergia (falta de impulsos)
Capacidad de sintonizacién —® Discomunicacion (ausencia
de sintonizacién)
Regulacién de los ritmos ——® Ritmopatia (descontrol de los ritmos)

EsQuEMA 2. Formas de dolor fisico crénico por las que puede expresarse la depre-
sién como tunico sintoma (en cursiva, las mas frecuentes o representativas).
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Entre las cuatro dimensiones depresivas senaladas, la mas vincu-
lada de lleno al dolor fisico es la del humor depresivo. La esencia del
humor depresivo es una vivencia dolorosa formada por el dolor mo-
ral y el dolor fisico. El dolor moral, es el dolor por vivir, el dolor vi-
tal (los alemanes hablan del Lebenschmerz), el dolor de la aleacién de
la amargura, la tristeza, el pesimismo y la desesperanza. En los cua-
dros depresivos habituales se impone el dolor moral y la queja del
dolor fisico pasa inadvertida, permaneciendo en la penumbra, como
un sintoma accesorio o de acompafiamiento.

TIPOS DE DOLOR FISICO CRONICO SINTOMATICO
DE UNA DEPRESION

e Migravia comiin ¢ Braquialgia
e Cefalea tensional e Epigastralgia
¢ Facialgia e Dolor abdominal
¢ Otalgia ¢ Coxigodinia
¢ Glosodinia e Dolor pelviano
¢ Odontalgia ¢ Lumbalgia
¢ Dolor de boca e Lumbociatica
e Constriccion en la garganta (globus| ¢ Ciatalgia
faringeo) e Fibromialgia idiopdtica / Polialgias
¢ Nucalgia difusas
e Dorsalgia o escapulalgia e Dolores premenstruales
* Dolor tordcico

EsQuEMA 3. Formas de dolor fisico crénico por las que puede expresarse la depre-
sién como tunico sintoma (en cursiva, las mas frecuentes o representativas).

Pero en las depresiones larvadas en las que esta presente la alte-
racién del danimo, el humor depresivo es representado habitualmen-
te por un dolor somatico, que constituye muchas veces, a primera
vista al menos, el tnico sintoma depresivo. Los psiquiatras alemanes
clasicos valoraban estos dolores fisicos depresivos como sentimientos
corporales, o sea Leibgefiihle (esquema 3).

He aqui las modalidades de DFC mas importantes que pueden
aparecer como un trastorno depresivo aislado o solitario:

1. Los accesos de migrafia comun, o sea la migrafna sin aura.
Estos episodios dolorosos hemicraneales constituyen en muchas oca-
siones la manifestacién tnica o casi tinica de una depresién breve
recurrente (Glover, Jarman y Sandler, 1993). En cambio, la clasica
cefalea migrafiosa (con aura neurolégica) es una entidad nosolégica
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independiente, y si se asocia con frecuencia a la depresién, se debe a
compartir factores de riesgo comunes (Schwartz, Prat, Armenian et
al., 2000). Hoy es evidente que uno de los factores de riesgo compar-
tidos entre ambas afecciones es la hiposerotoninergia.

2.° La cefalea musculo-tensiva crénica es la cefalea inducida por
la espasticidad muscular local, una de las modalidades de cefalea mas
extendida en el mundo, por lo comin acomparfiada de parestasias en
la cabeza y molestias en la nuca. Su cita es omitida a menudo en los
tratados sobre los dolores de cabeza.

3. La constriccién en la garganta o globus faringeo es una sen-
saciéon muy desagradable vivida como una sensacion de nudo asfixian-
te. Como los demas tipos de dolor que aqui estamos describiendo no
se debe a una anomalia orgénica, si bien hay disfunciones orgénicas
faringoesofagicas que producen un malestar semejante.

4.° El dolor de espalda, registrado como escapulalgia o en forma
mas difusa, constituye con cierta frecuencia el signo de malestar do-
minante o tnico que conduce al enfermo depresivo a una consulta
médica.

5. Los tipos de dolor toracico prevalentes en los depresivos se
concentran en la regién precordial o en la retroesternal en forma de
una opresiéon dolorosa sorda o de una molestia desgarradora o lanci-
nante; en cualquier caso, una especie dolorosa muy dificil de distin-
guir del malestar ocasionado por una enfermedad coronaria.

6.° Entre los dolores abdominales propios del espectro depresivo
sobresalen la constriccién lancinante localizada en el epigrastrio y la
molestia dolorosa propia del intestino irritable. Por una parte, el do-
lor en la boca del estémago es uno de los malestares dolorosos depre-
sivos mas mortificante. Por otra, el llamado sindrome del intestino
irritable comprende una constelacién de sintomas agrupados en tor-
no al dolor abdominal crénico un tanto difuso y los habitos intesti-
nales alterados.

7.° Los dolores pelvianos de estirpe depresiva, localizados en el
sector caudal del tronco, tienen la particularidad de ser casi exclusi-
vos de la poblacién femenina. Pero en este tipo de dolor, la depresién
es mas veces una consecuencia del sufrimiento persistente que una
causa suya (Scolumb, Kellner, Rosenfeld y Pathak, 1989).

8. Dentro de las polialgias difusas, o sea del fenémeno doloros
multiple crénico vinculado a la depresion, se alza como la entidad
mas solida la fibromialgia idiopéatica. Si bien su tradicién se remon-
ta a los cuadros cléasicos de la neurastenia y del reumatismo nervio-
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so, ha surgido en las udltimas décadas como un proceso emergente con
una incidencia masiva ajustada al 2 % de la poblacién en los paises
muy evolucionados. Tal distribucién epidemiolégica unida a una ten-
dencia al incremento progresivo, hace que se la considere como una
«nueva» patologia propia de la era industrial. Afecta con un notable
predominio a la poblacién femenina. Para el cuerpo médico, consti-
tuye un «cajén de sastre» (Sordet-Guepet, 2004). La OMS considera
a esta figura patolégica como un reumatismo no especifico. Dentro
de la psiquiatria existe fundamento clinico para definir este trastor-
no, que por cierto no es una enfermedad ni un sindrome, sino un
complejo sintomatolégico, como un cuadro adscrito al distrito noso-
légico de la depresién, siempre que no se trate de un proceso poli-
miélgico inflamatorio o téxico. Las algias espontaneas propias de la
fibromialgia son difusas, localizdndose con preferencia en la nuca, la
regién cervical, la espalda, los codos y las rodillas, y se extienden sus
molestias en forma de disestesias (hormigueos) a las extremidades. En
la exploracién suelen detectarse dos anomalias importantes como
respuesta a la presién de ciertos musculos o tendones: la hiperalge-
sia (sensacién dolorosa exagerada provocada por un estimulo nocicep-
tivo) y la alodinia (sensacién dolorosa provocada por un estimulo no
algégeno). La hiperalgesia y la alodinia son la expresién de una hi-
persensibilidad dolorosa de los musculos y los tendones a la presién.
Las algias esponténeas difusas de la fibromialgia suelen acompanar-
se de astenia y trastornos del suefio, y la intensidad del dolor se in-
crementa con la actividad, aunque el reposo no aporta casi nunca un
gran alivio. Con frecuencia se combina la fibromialgia con el sindro-
me de la fatiga crénica, cuadro mixto justamente denominado sindro-
me del cansancio doloroso crénico. Hasta los médicos organicistas
mas recalcitrantes no dejan de reconocer que la alta efectividad te-
rapéutica obtenida con ciertos medicamentos antidepresivos (amitrip-
tilina, fluoxetina y paroxetina), potenciada con el ejercicio fisico pro-
gresivo, es una prueba de su vinculo etiolégico con la enfermedad
depresiva.

9.2 Los dolores premenstruales concentrados en la regién pelvia-
na y en las fosas iliacas, a veces extendidos a otros segmentos corpo-
rales, constituyen la mayor parte de las veces la expresiéon de una
depresién breve recurrente. Los autores estadounidenses han comen-
zado a llamar a este trastorno disforia premenstrual. Muchos médi-
cos, sobre todo masculinos, siguen considerando a este trastorno
periédico como un fenémeno psicolégico adscrito a la naturaleza de
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la mujer que no debe tratarse. Una postura, en mi opinién, profun-
damente equivocada que se alimenta, a la vez, de la frivolidad clini-
ca (la mujer que se aguante) y de la altaneria del género masculino
(incapacidad para ponerse en la piel de la enferma).

La deteccion de la depresién en estos cuadros depresivos larvados
que se expresan de un modo tnico o casi tinico por un dolor soma-
tico, exige a menudo contar con una base diagndstica negativa y otra
positiva. La base negativa consiste en el criterio excluyente de una
patologia organica, responsable del dolor, en forma de un proceso
somatico con suficiente entidad y caracteristicas adecuadas para cons-
tituir la causa del DFC.

Algunas veces la base diagnéstica positiva de depresion puede ser
tan evidente que puede formularse el diagnéstico sin precisarse si-
quiera la exclusién previa de un proceso orgéanico. Para la deteccién
de la depresiéon en un cuadro somatomorfo oscuro de etiologia no
precisada, se dispone de varias pistas (esquema 4).

PISTAS PARA LA DETECCION DE LA DEPRESION EN ENFERMOS
AFECTOS DE DOLOR FISICO CON O SIN BASE ORGANICA
CONOCIDA

1. Antecedentes familiares de trastorno bipolar en pacientes de primer
grado.
Antecedentes personales de depresion.
3. Perfil de personalidad especialmente predispuesto a una enferme-
dad depresiva:
— Depresién endégena — Personalidad ciclotimica.
— Depresién situativa — Personalidad obsesiva.
— Depresién neurética — Personalidad neurética.

(Organizacion limite y personalidad alexitimica).
Caracteristicas de la sintomatologia somatica crénica.
Ciertos rasgos evolutivos de la sintomatologia somatica crénica.
Presencia de sintomas depresivos larvados o de trasfondo.
Reaccién terapéutica favorable a la administracion de psicofarma-
cos antidepresivos.

n

Nou ok

EsQUEMA 4. Datos ttiles para la deteccién de la depresién ante un enfermo afecta-
do por un dolor fisico crénico continuo e intermitente.

Los apartados 1 y 2 recuerdan la necesidad de realizar una histo-
ria clinica detallada.

El apartado 3 puntualiza la existencia de una fuerte correlacién
positiva entre el perfil de personalidad y la categoria de enfermedad
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depresiva y concluye con la mencién de la organizacién limite de
personalidad, que guarda una correspondencia inespecifica con todas
las categorias de depresion, y la personalidad alexitimica que ofrece
el terreno individual més propicio para que la depresién adopte la
figura de un trastorno larvado somatomorfo.

El transito por la pista 4.* consiste en analizar los aspectos viven-
ciales y conductuales del dolor sin base organica. Los sintomas soma-
ticos depresivos se caracterizan por ejercer un aplastante dominio
sobre el enfermo convirtiéndole en una persona sobredependiente del
sintoma, lo que se expresa por estos dos datos: el sufrimiento exage-
rado asociado con una actitud de temor hipocondriaco, lo que se re-
fleja en quejas desproporcionadas con respecto a la patologia existen-
te, en cuanto datos del mundo interno del enfermo; y el exagerado
desplome conductual en forma de abandono de la actividad social y
la tendencia al absentismo laboral, como datos externos. Ya instala-
do en este tobogén, el campo del pensamiento del enfermo depresi-
vo puede ser invadido por el deseo de morir y hasta por la ideacién
suicida.

El apartado 5 se hace cargo de los rasgos evolutivos: los sintomas
depresivos de esta estirpe se perfilan como un ritmo circadiano de
empeoramiento matinal y alivio vespertino o de sometimiento a mul-
tiples fluctuaciones un tanto caprichosas. En el ritmo estacional lo
mas tipico es el empeoramiento en el transito del otofio al invierno y
en el comienzo de la primavera. Los sintomas depresivos, como los
reumatoides, suelen acusar con un empeoramiento los bruscos cam-
bios climatolégicos. En las mujeres, el incremento de la sintomatolo-
gia en los cuatro o cinco dias premenstruales es un indicio de depre-
si6én muy significativo.

El apartado 6 nos recuerda que, en contra de las apariencias, el
dolor somatico no es casi nunca el inico sintoma depresivo, sino que
sirve de tapadera a otros sintomas de carécter larvado ligero o que
permanecen ocultos en el trasfondo del cuadro clinico. El descubri-
miento de estos sintomas livianos o encubiertos sélo es accesible a la
practica de una entrevista minuciosa realizada con suma habilidad y
complementada con la aplicacién de una prueba psicométrica espe-
cifica para la deteccién o el diagnéstico de depresién. La prueba por
mi disefiada ofrece la ventaja de estar distribuida en cuatro canales
interdependientes.

El punto sefialado en el apartado 7 consiste en la reaccién tera-
péutica favorable a la administracién de algiin producto antidepresi-
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vo. Procedimiento diagnéstico definido como diagnéstico ex iuvanti-
bus. Su significado diagnéstico queda aqui un tanto recortado por el
hecho de que algunos farmacos antidepresivos ejercen a la vez una ac-
cién antidlgica. A despecho de esta limitacién, la modificacién tera-
péutica favorable obtenida con la administraciéon de un farmaco an-
tidepresivo, alcanza por lo general un valor demostrativo evidente
para el diagnéstico de depresiéon, ya que la mejoria del dolor fisico
entonces alcanzada suele acompanarse de una transformacién posi-
tiva del estado mental y de la conducta. Tamaria transformacién libe-
radora en los planos mental y conductual patentiza la existencia pre-
via de una rigida atadura depresiva que tal vez habia pasado
inadvertida.

III. EL DOLOR FiSICO CRONICO (DFC) COMPLICADO CON UN
SINDROME DEPRESIVO (SD)

La particular disposiciéon del DFC a complicarse con un SD par-
te de su propia naturaleza emocional. La Asociacién Internacional
para el Estudio del Dolor (1979) adopté esta definicién: «Una sensa-
cién desagradable y una experiencia emocional, asociada con un dafio
de tejidos potencial o actual». Es importante subrayar que el dolor
posee la categoria de un fenémeno de conciencia (subjetivo) del tipo
de la percepcién emocional que obedece a un mecanismo fisiolégico
procesado en el sistema limbico. Es tal su carga de emotividad que en
las ciencias psiquicas suele catalogarse el dolor como un sentimien-
to sensorial localizado y de matiz displacentero y no como una sen-
sacién o percepcion emocional. No vamos a entrar aqui en este deba-
te. Lo innegable es que constituye un estado emocional negativo, lo
que nos permite comprender cémo se refuerza con todo tipo de emo-
ciones negativas y viceversa. Este es el circulo negativo formado por
el DFC y el SD, enlazados en forma de una interaccién reciproca. Lo
contrario ocurre con las emociones positivas: una emocién positiva
disminuye la experiencia del dolor y viceversa. También influyen so-
bre el dolor los factores cognitivos y conductuales.

En torno al 50 % de enfermos con dolor crénico sufre de un
estado depresivo. La depresién es méds comun en pacientes crénicos
sobrecargados de dolor que en otros sectores de pacientes crénicos
(Christo, Grabow y Raja, 2004). Resulta innegable que el DFC con-
duce con mucha frecuencia a la depresion. Es tal esta afinidad, que
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en la bibliografia actual se maneja muchas veces el DFC como uno
de los factores predictores de depresiéon mas fuertes. Puede afirmarse
que el DFC es una de las antesalas del SD més concurrida.

El SD determinado o condicionado por el DFC aparece como una
depresiéon enmascarada por el propio dolor y su sintomatologia de
solapamiento depresiforme formada por el pesimismo, la astenia o
falta de energias, el aislamiento (el dolor se vive con una sensacién
de desamparo y distanciamiento de los demas) y el trastorno del
apetito y del suenio. Una vez aparecida la depresién, se acrecienta
el grado de dolor habitual, e incluso pueden sobrevenir dolores de
otro tipo o en una localizacién diferente. Consiguientemente, se
exacerban los temores y el pesimismo, se acentta el nivel de disca-
pacidad y se deteriora maés la calidad de vida. Para el cribado (scree-
ning) de la depresién en un enfermo afecto de DFC valen las mis-
mas pistas sefialadas para la deteccién y el diagnéstico de la
depresién en un enfermo aquejado de un dolor somatico sin base
organica conocida (esquema 4).

A) FACTORES ESPECIFICOS
1. Naturaleza de la enfermedad Enfermedades cerebrales, endocrinas
soméatica metabdlicas, autoinmunes, cardio-
vasculares y otras.

Enfermedades graves y de curso

prolongado.

2. Cambios fisiol6gicos Alteracién circulatoria, tensiones
musculares, osteoporosis, obesidad,
pérdida sensorial, déficit cognitivo
y otros.

3. Vivencia del dolor (distrés crénico)

B) FACTORES GENERALES——————— PAUTA CORRECTORA

1. Temores y pesimismo ———— Actitud personal positiva.

2. Discapacidad (disminucién de
la capacidad para las activida-
des ocupacionales diarias) o sea, —— Rehabilitacién funcional.
inactividad, inmovilidad y depen-
dencia de otras personas

Conservacion de los habitos sociales
y de la actividad laboral.

3. Descenso de la calidad de vida

C) FACTORES MEDICAMENTOSOS \Corticosteroides. Benzodiazepinas.
Opioides y otros muchos farmacos.

EsQUEMA 5. Factores de riesgo para la depresién propios del sindrome doloroso
crénico.
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El DFC acumula varios factores de riesgo para la depresiéon
(esquema 5). Un sector de ellos comparte el rasgo especifico o es-
pecial adscrito a la naturaleza de la enfermedad somatica, a la vi-
vencia del dolor o a los mecanismos biolégicos implicados, todos
ellos factores inevitables.

Aqui nos interesa mas poner el énfasis en los factores depresége-
nos inespecificos o generales implicados en el DFC, puesto que en una
amplia medida son susceptibles de prevencién. La toma de medidas
en este sentido no sélo aleja el riesgo de depresién, sino que son pau-
tas utiles para el manejo del propio DFC, incluso para amortiguarlo.

La pauta general antidepresiva clave, de la que se derivan en una
amplia medida las demas pautas, es la adopcién de una actitud
mental activa, de afrontamiento del dolor (aceptacién o superacién
segun los casos), presidida por el optimismo con un cortejo de es-
peranzas e ilusiones y reflejada en el esfuerzo por mantener en lo
posible los mismos habitos de vida activa, sociales y laborales, ac-
titud montada sobre una informacién realista.

Una actitud personal de este tipo representa la plataforma idénea
para la rehabilitacién funcional y para la preservaciéon de la calidad
de vida. Por ello, propugno que el tratamiento habitual del DFC debe
acompanarse sistematicamente de una intervencién psicoterapéutica.
Una gran parte de los medicamentos utilizados para el tratamiento de
la enfermedad fundamental y para la reduccién del DFC incrementan
el riesgo de depresion. En la clinica médica general no se valora mu-
chas veces este efecto colateral depreségeno de los medicamentos.
Aunque aqui sélo voy a referirme a los productos antialgicos, no pue-
do dejar de consignar la fuerte accién depreségena ejercida por los
corticosteroides. Tanto es asi que una de las lineas de investigacién
de muchos medicamentos antidepresivos se perfila como el descubri-
miento de antagonistas de los corticosteroides.

Puede causar sorpresa la presencia de las benzodiazepinas entre
los farmacos depreségenos, cuando algunos terapeutas no muy ex-
perimentados las utilizan como productos antidepresivos. Las ben-
zodiazepinas son muy depreségenas en personas que han superado
los 40 afios.

El riesgo mayor de los opioides, muy superior a la provocacién
de depresién, ya que ademas al suprimir el dolor alejan el riesgo de
depresion, es determinar una adiccién, una complicaciéon importante
que no debe confundirse con la dependencia terapéutica y que im-
plica un fuerte riesgo depresivo.
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La administracién repetida de un opioide para neutralizar el
dolor crénico se combina por lo comuin con una dependencia tera-
péutica, lo mismo que ocurre con el empleo de los productos anti-
diabéticos en los enfermos diabéticos y de los ténicos cardiacos en
los cardiépatas. Esta dependencia terapéutica obedece a la dinami-
ca entre el dolor y su supresién o alivio por el medicamento y no
es un fenémeno adictivo, por lo que podria hablarse en todo caso
de seudoadicién. El uso de medicamentos opioides sélo es previsi-
ble que se complique con una verdadera adiccién en los individuos
que cuentan o con el antecedente de otras adicciones quimicas o con
una patologia personal importante. De todos modos, el uso prolon-
gado de opioides exige una vigilancia continua sobre la posible apa-
ricién de signos de adiccién o de dependencia adictiva, atendiendo
sobre todo a los tres datos siguientes: el ansia ardiente por el me-
dicamento al estilo de lo que los anglosajones llaman «craving», la
respuesta euférica a su administracién y la insinuacién de una to-
lerancia que obligue al aumento progresivo de la dosis.

La administracién de opioides es la terapia mas usada para com-
batir el dolor de los enfermos cancerosos y tiende a extenderse a
toda clase de dolores nociceptivos crénicos, respetando la contrain-
dicacién de los enfermos con un fuerte riesgo adictivo y ademas la
exclusion del dolor neuropético, menos sensible a los opioides, pero
no del todo resistente. Estad siendo debatido si los opioides deben
usarse o no durante un periodo superior a varias semanas para re-
ducir el dolor nociceptivo crénico no maligno. En cualquier caso,
«el apropiado uso de los opioides en el manejo del dolor crénico
debe ser individualizado» (Christo, Grabow y Raja, 2004). Se dispone
de estudios sobre la terapia opioide acreditativos de que el desarrollo
de problemas adictivos con esta medicacién sélo se produce en
personas con una historia de consumo abusivo de drogas.

Entre los opioides se destaca la metadona como el tnico produc-
to de esta estirpe farmacolégica que combate el dolor no sélo me-
diante la activacién de los receptores opioides (agonista opioide),
sino por provocar la inhibicién del receptor glutamatérgico N-me-
til-D-aspartato (antagonista glutamatérgico). En virtud de esta accién
mixta, la metadona posee mayor efectividad que los demas opioides
en el manejo del dolor nociceptivo, incluso en presencia de un con-
texto personal adictivo, y en la reducciéon del dolor neuropatico,
postura mantenida hoy por muchos terapeutas especializados en el
tratamiento del dolor (Clark y Treisman, 2004). Ademas implica un
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cierto efecto antidepresivo que obedece a la accién farmacodindmi-
ca inhibidora del receptor glutamatérgico sefialado.

La buprenorfina compite hoy con la metadona como medicacién
idénea para el tratamiento de mantenimiento del enfermo doloroso
crénico. Podria ofrecer varias ventajas: la administracién en dias
alternos, la efectividad més segura, el sindrome de abstinencia mas
leve y el efecto antidepresivo més intenso.

Para incrementar la potencia analgésica de los opioides ante el
dolor intratable, reducir sus riesgos de adiccién y depresiéon y en
general los efectos téxicos, y permitir ademads el uso de dosis mas
bajas, los expertos recomiendan la asociaciéon del opioide con un
producto sinérgico (esquema 6).

SUSTANCIA SINERGISTA RESULTADO ANTIALGICO RIESGO DE DEPRESION

Naloxona (antagonista opioide) ——— Positivo ————————— > Inexistente
Clonidina (agonista ¢.2-adrenérgico)— Positivo ———————p Elevado
Nimodipina (bloqueante del canal
calcico) » Dudoso ——— > Moderado
Ketamina (antagonista del receptor
glutamatérgico N-metil-D-aspartato) - Positivo ————— Acci6n antidepresiva
(efectos psicotizantes)

EsQUEMA 6. Moléculas recomendadas por los expertos para asociar con los produc-
tos opioides en el tratamiento del dolor.

Esta comprobado que la baja dosis de un antagonista opioide
como la naloxona actiia incrementando la accién analgésica del
opioide (morfina, pentazocina, etc.). La naloxona no sélo incrementa
la potencia del opioide sino que disminuye sus efectos secundarios
(nauseas, vomitos, prurito), permite utilizar dosis méas bajas y aleja
el riesgo de la aparicion de la tolerancia. Hay estudios recientes que
apuntan la evidencia de que una pequefia dosis de este antagonista
opioide asociada con un opioide refuerza la accién analgésica y
permite disminuir su dosis (Christo, Grabow y Raja, 2004).

Los mecanismos por los que un medicamento puede producir
depresion pueden ser centrales o periféricos:

¢ Mecanismos centrales: inhibicién del sistema hipotalamo-hipé-
fisis-tiroides; activacién del sistema hipotalamo-hipéfisis-corticoadre-
nal; inhibicién del sistema serotoninérgico, noradrenérgico o dopa-
minérgico; activacién de los sistemas opioide o glutamatérgico;
actuacién sobre el segundo mensajero (asi, por ej., el interferén o
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induce la produccién de interleucina 1 que ejerce efectos téxicos
sobre el hipotalamo).

¢ Mecanismos periféricos: deshidratacién, descenso de la ten-
sion arterial, insuficiencia respiratoria, pérdida de sodio, estimulacién
vagal.

Los antagonistas del subtipo de receptor para el glutamato N-
metil-D-aspartato tipo ketamina, despliegan una accién analgésica,
incluso en casos de dolor neuropatico, no sensible a los opioides, y
a la vez poseen una accién antidepresiva (es conocido hoy que al-
gunos medicamentos antidepresivos son antagonistas de este recep-
tor). Su mayor inconveniente es la determinacién de efectos psico-
tizantes positivos (tipo alucinaciones y delirio) y negativos (tipo
introversién autistica).

El antagonismo con el receptor N-metil-D-aspartato para el glu-
tamato compartido por algunas sustancias antidlgicas y antidepre-
sivas, parece ser la clave de la accién clinica entrecruzada entre
ambas especies de moléculas. Y aqui puede residir el remedio fu-
turo para la asociacién del DFC y el SD: la combinacién adecuada
de analgésicos con un efecto antidepresivo y de antidepresivos con
un efecto analgésico.

El arsenal terapéutico antidlgico se ha enriquecido notablemen-
te en los ultimos tiempos con la incorporacién de ciertos psicofar-
macos antidepresivos y psicorreguladores (esquema 7).

1. Familia antidepresiva iNortriptilina. Amitriptilina. Paroxetina.
Fluoxetina. Alprazolam.

2. Familia psicorreguladora Carbamazepina
Gabapentina
Topiramato
Lamotrigina

EsQUEMA 7. Psicofarmacos antidepresivos y psicorreguladores que poseen una accién
antidlgica contrastada, sobre todo ante el dolor neuropatico.

No sélo algunos farmacos clasificados como antidepresivos po-
seen una accién a la vez antidepresiva y analgésica, sino que entre
los psicorreguladores esta la lamotrigina que también cubre este
espectro mixto con alta efectividad.

En la terapia antidlgica hay que contar habitualmente con el
concurso del efecto placebo. El efecto placebo consiste en la viven-
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cia emocional positiva (ilusién y esperanza) o negativa (inseguridad
y desconfianza) que acomparfia a la administracién de un medica-
mento y que repercute en forma de alivio del dolor en el primer
caso y de acentuacién del malestar en el segundo. Esta accién no
tiene nada que ver con el engafio ni con la sugestién ni tampoco
con las condiciones biolégicas responsables del dolor. El signo po-
sitivo o negativo del efecto placebo y su grado de intensidad depen-
den de distintas variables, unas adscritas al propio medicamento,
como la presentacién y la propaganda.

Pero el efecto placebo se vincula sobre todo a la personalidad del
médico recetador. Hay médicos placebo-positivos y médicos place-
bo-negativos, o sea médicos-placebo y médicos-nocebo, médicos que
refuerzan la accién del medicamento con un efecto positivo en vir-
tud de la inspiracién de confianza y médicos que interfieren la ac-
cién del medicamento con el efecto negativo sembrado por la des-
confianza, la inseguridad o el rechazo personal.

IV. SITUACION LIMITE

La asociaciéon del DFC y el SD constituye una situacién limite
que puede servir de plataforma para una accién desesperada tipo
suicidio o eutanasia, una accién desplegada en este caso por una
mentalidad carente de autonomfa.

El 70 % de los suicidas visita al médico especialista en los seis
meses anteriores a su accién suicida. Una gran parte de los enfer-
mos candidatos a la eutanasia abandonan su reclamacién de muer-
te inmediata cuando se sienten aliviados en su sufrimiento psiqui-
co, corporal o social.

En el fondo de ambas cuestiones late el problema de la libertad
(esquema 10) y el modo de entender la eutanasia (esquema 11).

Frente a los dogmaticos que se presentan como abanderados de
la libertad absoluta y de la autonomia incondicional del enfermo,
hay que afirmar que la libertad humana nunca es absoluta, ya que
siempre esté relativizada, o por su alcance o por su subordinacién
a otros factores, y que la autonomia del enfermo debe dejar de
considerarse como una guia de accién cuando el enfermo ha perdi-
do la libertad ante si mismo, lo que se produce por ejemplo en los
enfermos depresivos respecto a la problematica de la muerte.

Los seres humanos més amenazados por la pena de muerte cli-
nica, o sea, por la eutanasia en su versién distorsionada, son las per-
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PRINCIPIOS ACTUALES DE LA ETICA CLINICA

1. ABANDONO DEL PATERNALISMO
2. ACCIONES DE BENEFICENCIA Y DE NO MALEFICENCIA
3. RESPETO DE LA AUTONOMIA DEL ENFERMO

LIBERTAD RELATIVA (la libertad de matarse a si
mismo encierra la limitacién de los compromisos de
LIBERTAD Y distinto tipo, contraidos con otras personas).
AUTONOMIA "
AUTONOMIA PERDIDA (la peticién de eutanasia es
casi siempre un sintoma depresivo o una decisién
forzada por el dolor o el miedo al sufrimiento).

EsouEMA 10. Limitaciones de la libertad individual.

INDIRECTA O VERDADERA EUTANASIA: la muer-
te precipitada por una medicacién que trata de
anular el sufrimiento (principio del doble efecto).

DIRECTA O PENA DE MUERTE CLINICA: la ad-
ministracién de una sustancia con la intencién de
provocar la muerte.

EUTANASIA

EsoueEmA 11. Modalidades de eutanasia.

sonas ancianas y los enfermos mentales, sobre todo los enfermos
depresivos.

La eutanasia prescrita por la ley holandesa puede aplicarse sin
necesidad de que el sufrimiento sea fisico y sin que la persona se en-
cuentre en un estado terminal de su enfermedad (Burguess y Hawton,
1988). Los enfermos esquizofrénicos y depresivos que no responden
al tratamiento pueden ser equiparados, segiin la ley holandesa, a un
enfermo terminal solicitante de la muerte inmediata, o sea aceptados
como candidatos a la eutanasia, siempre que expresen el deseo de
morir con un manto de racionalidad, cuando lo importante es iden-
tificar lo que lo motiva. Y el verdadero motivo de la pérdida del de-
seo de vivir de un enfermo mental se encuentra siempre o en el do-
lor moral propio del estado de d4nimo depresivo, o en el sistema
delirante que implica el alejamiento de la realidad comun.

La administracién de una gran dosis de cloruro potéasico u otro
producto letal nunca puede excusarse con la idea de aliviar el dolor,
sino que obedece a la intencién pura y dura de matar al paciente.
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INTERVENCIONES
Prof. Léopez Timoneda

Quiero felicitar al Prof. Alonso Fernandez por su magnifica con-
ferencia y quiero hacerle una pregunta. Efectivamente, en el dolor
crénico va asociado el dolor y depresién en un 70-80 % de los pa-
cientes. ¢Es el dolor el responsable de la depresiéon o es la depre-
si6n la que produce el dolor?
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Prof. Blazquez Fernandez

Muchas gracias por su conferencia. Me ha interesado el titulo de
la conferencia y su contenido. Estoy totalmente de acuerdo que
evidentemente nunca se ha sentido menos dolor que en las socie-
dades actuales, las mas privilegiadas, pero también es cierto que
nunca se ha sabido mas del dolor que ahora. Hay unas paces neuro-
quimicas que se conocen, hay unos aspectos, fundamentos molecu-
lares, que se conocen del dolor, por ejemplo, cémo se transmite la
informacién dolorosa a las neuronas a nivel de receptores, de me-
diadores quimicos, etc.

Ha establecido una relaciéon con la depresién y légicamente ha
salido la serotonina, que es una molécula neurotransmisora impor-
tantisima para mantener el estado de 4nimo de una persona; de
hecho, los antidepresivos lo que hacen es incrementar la concentra-
cién de serotonina en la hendidura sinaptica. Hay otros péptidos que
ha citado, como es el neuropéptido I, que es el agente orexigeno mas
importante que existe y esto lleva a una de las preguntas que quie-
ro hacerle y es el papel no sélo de la interrelacién de dolor y de-
presion, sino también del control de la ingesta, saciedad, inapeten-
cia o incluso el incremento de la ingesta de alimentos. Esto nos lleva
a otras patologias muy frecuentes desgraciadamente en nuestra épo-
ca, como son las alteraciones de la ingesta de la bulimia, la ano-
rexia, con sus trastornos depresivos y también la obesidad compul-
siva. A su vez, el dolor seria negativamente una patologia, una
sintomatologia o sensaciones que se producen, que son menos fre-
cuentes que antes, pero también la depresién es mas frecuente que
en otras épocas posiblemente porque nuestra constituciéon psiquica-
somética no estd preparada a lo largo de la evolucién para el tipo
de vida que llevamos.

Me gustaria saber la relacién entre depresién, dolor y control de
la saciedad. No me extrafia las citas que ha dicho sobre hallazgos
recientes acerca del incremento de la sinapsis ante situaciones do-
lorosas, porque una de las formas que tienen las neuronas de ac-
tuar es incrementar sus interrelaciones con otras. De la misma for-
ma que el efecto placebo, cuando se trata de estudios del sistema
nervioso, no necesariamente representa una parte control, porque
cualquier cambio de nuestro ambiente puede producir la liberacién
de estos neurotransmisores, de estos neuropéptidos que actian de
una forma conjunta.
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Prof. Rodriguez Rodriguez

El Prof. Alonso-Ferndndez nos ha mostrado su vitalidad huma-
na y nos ha recordado que el dolor no es sélo dolor fisico ni el dolor
extremo de cuando habldbamos que a uno le duele inclusive el alma.
Dentro de lo que ha mencionado ha referido a la fibromialgia como
una entidad fundamentalmente depresiva; efectivamente, nosotros
solemos diferenciar a muchos pacientes entre una fibromialgia y un
sindrome miofascial; en la fibromialgia, los puntos, la extensién, la
clasificacién..., pero resulta que este tipo es el que manifiesta una
clinica dual mas clara. Por ejemplo, si se realiza una electromiogra-
fia y se produce la insercién de la aguja en un sujeto normal, apa-
recen los clasicos potenciales de insercién, finos, agudos, pero no
repetidos. Cuando la aguja se coloca en los puntos motoes de una
fibromialgia aparecen unas salvas muy abundantes, mu especificas
de aquellos que tienen la fibromialgia. Estos trabajos se pueden ver
en el American Journal of Physical and Medical Rehabilitation que
han aparecido hace siete meses, son relativamente recientes; demues-
tra una forma de valorar que la fibromialgia tiene un componente
fisico objetivable.

Pero también diferenciamos la fibromialgia del sindrome miofas-
cial por las alteraciones del suefo, y sabemos perfectamente que uno
del otro se tratan extraordinariamente con un antiepiléptico a do-
sis inferiores de los antiepilépticos; efectivamente, algo tiene que ver,
porque estas pacientes con fibromialgia, la mayoria son mujeres,
tienen un cuadro de que no les importa el dolor, de que estan mal
atendidas, de que no estdn consideradas, de que no esta etiquetada
su enfermedad, de que por cualquier cosa aparece el dolor..., tienen
un cuadro que sin ser ningun experto en la materia, podriamos eti-
quetar en lo que el Prof. Alonso-Ferndndez llamaria el sindrome
depresivo.

Lo que no me ha quedado claro es si la fibromialgia es un cua-
dro depresivo con dolor fisico o es un dolor fisico con cuadro de-
presivo o es las dos cosas en una.

Prof. Lucas Tomas

Estamos todos convencidos que el Prof. Alonso-Ferndndez maneja
la depresién con una especial cualificacién. Estoy de acuerdo con
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usted en que no sélo es un problema clinico, sino también social.
Estos enfermos que atendemos en nuestras consultas suelen venir
acompanados de varias personas, porque es la familia entera la que
sufre el dolor de ese paciente. Es un paciente que ha visitado mu-
chas clinicas, le han hecho todas las exploraciones pertinentes y no
han encontrado lesién organica en ninguno.

Quiero hacer un comentario del listado que nos ha ensefiado de
dolor somatotréfico donde habia 21 localizaciones. Una de ellas, el
colon irritable, después la epigatalgia, después la esofagitis, la glo-
sodinia, la estomatopirosis, los problemas de constitucién faringea...
La pregunta que quiero hacerle a este respecto es ¢por qué hay tanta
preferencia de localizacién de ese tipo de dolor en el tuvo digesti-
vo? Por ultimo, un comentario sobre la semiologia del dolor. Estos
paciente tienen en algunos casos un dolor tan definido que decimos
que tienen una neuralgia esencial del trigémino; pero cuando tienen
una neuralgia difusa no tiene los territorios ni las caracteristicas, son
dolores que aparecen por la manana, por la tarde desaparecen, por
la noche no duele nada. La semiologia del dolor es muy particular
y el dolor es mortificante, el paciente queda excluido de la vida
ordinaria, de la vida social y de relacion.

Si dentro del tratamiento de las benzodiacepinas parece ser que
a partir de los 45 afios no tienen eficacia, ¢qué otro tipo de trata-
miento especifico para enfermos del area digestiva propone, y si
dentro de ellas la psicoterapia podria tener su eficacia?

Prof. Sanchez Garcia

Parece ser que la depresiéon estda de moda, y me ha llamado la
atencién la cantidad tan grande de medicamentos que pueden ser
antidepresivos o depreségenos. El topiramato es un medicamento
que estd en el mercado y se vende mucho y que se usa para todo
menos para lo que se debe; tiene dos indicaciones aprobadas, una
es la migrana y otra es como antiepiléptico, y se utiliza de una for-
ma bastante difundida como medicamento para el tratamiento de la
obesidad. Desde el punto de vista cientifico no entiendo por qué, y
qué piensa usted de los pacientes a los que les ha administrado
como sicorregulador topiramato, ya que la mayoria de las pacien-
tes depresivas estan gordas y si realmente han bajado de peso.
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Prof. Diaz-Rubio

Quiero felicitarle por su magnifica exposicién y la reflexién que
ha hecho sobre el dolor y la depresion, y evidentemente plantea una
serie de problemas que son sindromes clinicos que se ven con una
enorme frecuencia y que los ve no sélo el especialista, sino también
el médico de atencién primaria, el médico general. Podemos decir
que todo el mundo acomete en mayor o menor medida el tratamien-
to de estas situaciones clinicas, que traducen desde un primer mo-
mento un estado depresivo mas o menos importante, la mayoria de
las veces poco importante, que no interpreta el clinico que debe
mandarlo a un psiquiatra y que acomete el tratamiento.

El clinico, en lineas generales, tiende a tratar a estos pacientes
de forma insuficiente; primero, no los identifica bien; segundo, los
trata insuficientemente con farmacos inhibidores de la recaptacién
de la serotonina, y nuestra experiencia, que tenemos referida fun-
damentalmente al tubo digestivo, es que estos farmacos no sirven
absolutamente para nada, tienen sus indicaciones en determinadas
patologias, pero no en este sindrome clinico multisintomético que
pueden aparecer en muchos de estos pacientes. Nuestra experiencia
es que solamente responden al tratamiento con farmacos triciclicos,
es decir, fundamentalmente con amitilpetilina, y observamos curio-
samente que la mayoria de los médicos de atencién primaria y es-
pecialistas tratan con amitilpetilina a dosis insuficientes, dosis tan
bajas que no sirven para nada, por lo cual aparece un fracaso tera-
péutico.

Mi pregunta es sumamente practica: ¢qué piensa de la dosifica-
cién de los farmacos antidepresivos que deben ser utilizados en estas
circunstancias, y si cree que algunos de estos pacientes fueran al
psiquiatra o que pueden ser tratados por un médico de atencién
primaria o un especialista en su caso?

CONTESTACION DEL PROF. ALONSO FERNANDEZ

Agradece a los seis compaiieros intervinientes sus atinados y
amables comentarios sobre este tema de primordial interés clinico.

Al Prof. Lépez Timoneda: La depresion larvada y el dolor fisi-
co-crénico se potencian reciprocamente y el momento inicial se dis-
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tribuye entre ambos estados, con un ligero predominio de comien-
zo anticipado inclinado hacia el cuadro depresivo.

Al Prof. Blazquez Fernandez: La duplicaciéon de la incidencia
de la enfermedad depresiva en los dltimos 50 afios puede atribuir-
se al incremento de diversos factores de riesgo para la salud men-
tal como el estrés, la soledad y los cambios acelerados en la forma
de vida, sustentados en el fondo por una crisis de valores, a todo
lo cual se agrega el empleo masivo de drogas y la administracién
de ciertos farmacos.

Por otra parte, la anorexia mental y la bulimia nerviosa son
consideradas en psiquiatria como trastornos de frecuente raigambre
depresiva. No sélo los trastornos de la conducta alimentaria (la
comida nocturna, la comida incontrolada, amén de otros), sino hasta
ciertas formas de diabetes, se correlacionan positivamente con la
depresion. Existe un sector de enfermos depresivos (aproximadamen-
te el 8% del total), sobre todo mujeres, que cursan con una supre-
si6on de la saciedad, lo que les precipita a un estado de obesidad
suscitado todo ello por la disminucién de los inhibidores del apeti-
to méas importantes, como son la bombesina, la colecistoquinina o
la leptina (agente de la saciedad).

Al Prof. Rodriguez: Desde la experiencia psiquiatrica lo tinico
que puedo afirmar es que la mayor parte de los casos de fibromial-
gia se orientan como depresiones larvadas somatotropas.

Al Prof. Lucas Tomas: La acumulacién de sintomas somatofor-
mes depresivos en el tubo digestivo tal vez pueda explicarse en fun-
cién de la hipertonia vagal, o sea colinérgica, muy comun en estos
cuadros depresivos. Los dolores depresivos corporales son muchas
veces erraticos y de curso irregular, como usted bien sefiala. Final-
mente, para el tratamiento de la sintomatologia digestiva de una
depresién se precisa recurrir a una estrategia terapéutica especifi-
ca, integrada por una medicacién antidepresiva bien seleccionada en
dosis mas ligeras de lo habitual, una psicoterapia breve y ajustada
a las condiciones del individuo y un plan de vida conveniente.

Al Prof. Sanchez Garcia: Todavia se podrian agregar dos indi-
caciones mas al uso del topiramato: como antiimpulsivo y como
coadyuvante en el abandono del tabaco. Sin duda, la experiencia
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futura irda decantando sus indicaciones que hoy ocupan un espec-
tro demasiado amplio. Los resultados obtenidos en su empleo como
corrector preventivo o terapéutico de la obesidad depresiva femeni-
na son mas bien defraudantes.

Al Prof. Diaz-Rubio: Estoy totalmente de acuerdo en que la
atinada eleccién del antidepresivo no es una empresa facil, sino una
pauta condicionada por variables diversas, sobre todo la forma cli-
nica, la categoria de la enfermedad depresiva, la personalidad, el
estado somatico, la situacién en la vida, la edad y los antecedentes.
La dosificacion pertinente para los cuadros larvados dolorosos o con
otra sintomatologia somatica precisa ser bastante més ligera de lo
habitual. En cuanto al tratamiento de los enfermos depresivos, creo
que exige como pauta previa el establecimiento de un juicio diag-
néstico que englobaria al menos el depresograma, la etiologia con-
currente o los factores de vulnerabilidad, el tipo de personalidad, la
comorbilidad y los datos biolégicos. A partir de estas precisiones
psiquiétricas especificas se desarrolla el seguimiento del enfermo
donde muchas veces es imprescindible la colaboracién de un médi-
co general o especializado.



CORNEA ARTIFICIAL.
CULTIVOS CELULARES E INGENIERIA TISULAR

ARTIFICIAL CORNEA,
CELL CULTURE AND TISSUE ENGINEERING

Por el Excmo. Sr. D. ANTONIO CAMPOS MUNOZ

Académico de Numero '

Resumen

La cérnea, tunica transparente de la regién anterior del globo ocular,
constituye en este momento, a causa de la escasez de donantes, un 6rgano
diana en la investigacién por ingenieria tisular. En el presente trabajo ex-
ponemos nuestra experiencia en la construccién de un sustituto completo de
cérnea utilizando cultivos celulares y distintos protocolos de ingenieria
tisular. La metodologia consiste en aislar queratocitos, células epiteliales y
células endoteliales —las tres poblaciones existentes en la cérnea— a partir
respectivamente de estroma corneal denudado, explantes del limbo corneal
y de endotelio desprendido enziméticamente. Las células fueron cultivadas
en medios especificos y evaluadas en su viabilidad mediante microscopia
electrénica analitica. El constructo completo de cérnea se configuré, de un
modo semejante a como estd estructurada la histologia ortotipica de la cor-
nea, tras el depdsito sucesivo de células endoteliales, queratocitos inmersos
en gel de fibrina y células epiteliales viables.

Abstract

The cornea, the fibrous transparent layer of the eye ball, is becoming a
target of tissue engineering research because of the scarcity of donors. We
report our experience in developing a mechanism to build a full-thickness
corneal substitute using cell culture and protocols of tissue engineering.

! Con la colaboraciéon del Prof. Miguel Alaminos Mingorance. El estudio ha sido
financiado con los proyectos FIS 03/141 y FIS 04/1983.
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Isolation of keratocytes, epithelial and endothelial cells was accomplished by
culturing denuded corneal stroma, limbal explant and enzymatically detached
endothelium.

Each type of cell was cultured in selective medium. Microanalytical quality
control of cell viability was carried out. A multilayered cornea construct was
built by sequential deposition of endothelium, keratocytes immersed a gel of
human fibrin and epithelium in a manner that reproduce the normal
histological structure.

INTRODUCCION

La tinica fibrosa externa del globo ocular esta formada por la
esclerética y la cérnea. La cérnea constituye la parte anterior trans-
parente de dicha ttnica y su funcién principal consiste en evitar la
dispersién de la luz incidente. La cérnea tiene un espesor de 0,8-
0,9 mm en su centro y 1,1 mm en su periferia. Su estructura his-
tolégica esta constituida respectivamente de delante hacia atrds por
tres capas o estratos: un epitelio corneal anterior de caracter pa-
vimentoso, estratificado —5 6 6 hileras— y no queratinizado, un es-
troma conjuntivo formado por haces de fibras de coldgena regular-
mente dispuestos entre los cuales existen fibroblastos modificados
denominados queratocitos y, finalmente, un epitelio corneal pos-
terior constituido por una hilera de células denominadas células
endoteliales. Entre ambos epitelios y el estroma corneal se dis-
tinguen dos bandas hialinas acelulares denominadas respectiva-
mente membrana de Bowman y membrana de Descement. La cér-
nea es braditrofa, es decir, carece de vasos sanguineos, lo que sig-
nifica que se nutre por difusién. Las células madre que generan las
células del epitelio estdn situadas en el limbo esclerocorneal (Ge-
neser, 2000).

La carencia de vasos y la ausencia de células de Langerhans en
el epitelio corneal ha hecho del trasplante de cérnea un tratamien-
to de eleccién para numerosas patologias corneales que alteran sig-
nificativamente la visién o que incluso pueden producir ceguera 2.
La escasez de donantes y los fenémenos de rechazo que con algu-

2 En diciembre de 2005 se conmemora el centenario del primer trasplante de cor-
nea. Dicho trasplante se realizé el 7 de diciembre de 1905 por el Dr. Eduard Zirm
(1863-1944) en Olomouc, actualmente en la Republica Checa. El paciente era Alois
Gloger, de 43 afios, ciego tras un accidente con cal. El donante fue un nifio de 11
afios. Tras la intervencién el paciente recuperé la vista hasta el final de sus dias. El
presente trabajo se comunica a la Academia con motivo del centenario.
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na frecuencia se producen han planteado la necesidad de buscar
algun tipo de solucién alternativa (Nishida, 2003; Bleckmann, 2005).

La construccién de tejidos artificiales viables de naturaleza bio-
légica equivalentes a los tejidos y érganos corporales constituye en
el momento presente la alternativa mas importante a los problemas
que genera el trasplante en algunas localizaciones y a la propia
imposibilidad de llevar a cabo un trasplante en algunas otras. A raiz
de esta realidad el paradigma de la ciencia histolégica ha cambia-
do de modo muy significativo en los ultimos veinte afios. La histo-
logia —la ciencia de los tejidos— ha dejado de ser una ciencia
meramente descriptiva o como mucho funcional para convertirse en
una ciencia constructiva cuya misiéon consiste no sélo en conocer
cada vez mejor la naturaleza de los distintos tejidos de nuestro cuer-
po, sino en elaborar y construir tejidos nuevos utilizando los pro-
pios elementos biolégicos que los componen y, en su caso, materia-
les inertes de distinta naturaleza. A esta nueva orientacién de la
histologia se le ha denominado ingenieria tisular. Se ha pasado, por
tanto, de una histologia ttil sélo para el diagnéstico, a una histolo-
gia util también para la terapéutica (Campos, 2004).

La cérnea, la tanica transparente de la regiéon anterior del glo-
bo ocular, constituye en el momento presente, a causa de la esca-
sez de donantes anteriormente citada, un 6rgano diana en la inves-
tigacién por ingenieria tisular. Las cérneas artificiales elaboradas por
ingenierfa tisular pueden constituir asimismo, como ha indicado
Tegtmeyer (2001), un posible modelo para la investigacién in vitro
de la permeabilidad de farmacos (Reichl, 2003, 2004).

El presente trabajo tiene por objeto exponer nuestra experiencia
en la construccién de un sustituto completo de cérnea utilizando
para ello cultivos celulares de las tres estirpes existentes en la cor-
nea y la elaboracién de un estroma artificial fabricado en el labo-
ratorio.

CULTIVOS CELULARES

Los cultivos de las tres estirpes celulares existentes en la cérnea
se realizaron a partir de cérneas de conejo adulto. Los conejos, en
numero de cinco y de raza albina New Zealand, fueron sacrificados
bajo anestesia general, siguiendo los protocolos establecidos. Las
corneas extraidas se mantuvieron a 4°C en medio de cultivo RPMI
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FIGURrA 1.

suplementado con antibiéticos y antimicéticos hasta el momento en
que fueron utilizadas para realizar el aislamiento de las células con
destino a su cultivo.

El aislamiento de las células epiteliales se realiza de dos modos
distintos. A partir, en primer lugar, de la diseccién quirdrgica del
limbo corneal y de la posterior fragmentacién mecanica del mismo
a partir, en segundo lugar, de la digestién enzimatica con tripsina
y EDTA (Fig. 1). El cultivo celular se realiza en medio especifico
para queratinocitos (DMEN y HAM-F12 suplementado con EGF)
sobre una capa de células alimentadoras de fibroblasto de ratén 3T3.
El medio contiene 10 % de suero bovino fetal, antibiéticos, toxina
colérica, hidrocortisona, insulina, tiroxina y adenina (Meana, 1998).
La identificacién de las células epiteliales se realizé con criterios
morfolégicos y tras determinar la expresién del gen queratina K12
por RT-PCR (Orwin, 2000; Rabinowitz, 2005).

El aislamiento de las células endoteliales se realiza a partir de
la digesti6on enzimatica con Tripsina y EDTA y la posterior separa-
ci6én mecéanica del endotelio corneal. El cultivo se realiza en medio
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especifico. Se trata de un medio semejante al anteriormente descri-
to pero sin factor de crecimiento epidérmico. La identificacién de
las células endoteliales se realizé determinando la expresién del gen
coldgeno-8 y la no expresion del gen de la queratina K12. Morfol6-
gicamente las células endoteliales modifican su cldsico patréon hexa-
gonal in vivo para pasar a ofrecer un patrén generalmente elonga-
do (Orwin, 2000; Rabinowitz, 2005).

El aislamiento de las células del estroma —los queratocitos— se
lleva a cabo una vez retirados de la cérnea los epitelios anterior y
posterior. Tras la fragmentacién mecanica del estroma los explan-
tes se cultivan en DEMEM suplementado con 10 % de suero bovi-
no fetal, glutamina y antibiéticos. El anélisis por medio de RT-PCR
demostré que los queratocitos, a diferencia de las otras células ais-
ladas de la cérnea, no expresan los genes coldgena 8 ni queratina
K12. La morfologia de los queratocitos en cultivo es fusiforme
(Orwin, 2000; Rabinowitz, 2005).

INGENIERIA TISULAR

Para la construccién de un sustituto completo de cérnea ademas
de aislar y mantener en cultivo las tres estirpes celulares existentes
en la misma es imprescindible fabricar en el laboratorio un susti-
tuto del estroma corneal que sea lo mas parecido posible al estro-
ma in vivo, esto es, que sea lo mas consistente y transparente posi-
ble. En nuestro modelo el material utilizado ha sido un gel de
fibrina humana con un 0,1 % de agarosa (Alaminos, 2005). La fibri-
na, utilizada también para la construccién artificial de otros tejidos
(Han, 2002), fue obtenida de plasma humano congelado de donan-
tes de sangre, procedente del Banco de tejidos de Granada (Prof.
Ferndndez Montoya). Para elaborar el gel se afiaden a 12 ml de
plasma humano, 10 ml de solucién salina, 1 ml de cloruro calcico
y antifibrinoliticos. Al gel se incorporan asimismo 500.000 querato-
citos cultivados en DEMEM con 10 % de suero bovino fetal y se
aflade al mismo tiempo 0,1 % de agarosa. La agarosa facilita la
consistencia y permite realizar suturas en las cérneas artificiales.

Una vez elaborado el sustituto estromal la construccién del sus-
tituto completo de cérnea se realizé en varias fases utilizandose para
llevar a cabo dicha construccién un dispositivo de cultivo Transwe-
Il con soporte poroso. El diametro de los poros del dispositivo es
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FIGURA 2.

de 0,4 micras, que permite el paso de nutrientes pero no el transi-
to celular (Reichi, 2003, 2004).

La primera fase consiste en colocar sobre el soporte poroso, el
cual estd inmerso en medio de cultivo, una capa de células endote-
liales. La segunda fase consiste en depositar 24 horas mas tarde,
sobre la capa de células endoteliales, el sustituto estromal con los
queratocitos incorporados, construido de acuerdo con la metodolo-
gia arriba indicada. La tercera fase consiste en depositar sobre el
estroma las células epiteliales, las cuales se mantienen sumergidas
en medio de cultivo, sobre el estroma y las células endoteliales, un
minimo de dos semanas. Con posterioridad, y durante otras dos
semanas, el constructo de cérnea se mantiene en cultivo en inter-
fase aire-liquido con el objeto de estimular la estratificacion epite-
lial (Richard, 1991; Chang, 2000) (Fig. 2).

El desarrollo de la ingenieria tisular de la cérnea tiene por de-
lante un importante nimero de retos. En primer lugar, es necesa-
rio evaluar la viabilidad de las células a utilizar en la construccién
de las cérneas artificiales. Para ello, ademas de utilizar los métodos
clasicos basados en colorantes de exclusién, como el azul tripan, es
impresindible introducir en los estudios de viabilidad la determina-
cién de los iones intracelulares a través de la microscopia electré6-
nica analitica cuantitativa. Esta metodologia permite evaluar dicha
viabilidad con caracter previo a la muerte celular y, por tanto, se-
leccionar adecuadamente la poblacién celular que debe utilizarse
para la mejor elaboracién de un constructo (Fernandez Segura,
1999a, 1999b). En segundo lugar, uno de los retos mas importan-
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tes de la ingenieria tisular de la cérnea es, sin duda, el de indenti-
ficar qué tipo de matriz es la que puede proporcionar mas transpa-
rencia y consistencia al estroma, pues se ha probado que los dis-
tintos materiales sintéticos, que generalmente utiliza la ingenieria
tisular, no pueden reproducir con eficacia al muy organizado y
estructurado estroma original de la cérnea (Storm, 2005).
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INTERVENCIONES
Prof. Munuera Martinez

Quiero agradecer y felicitar al Prof. Campos por una preciosa
presentacién, no sélo desde el punto de vista formal, que ha sido
magnifica, sino de contenido. En el afio 1983 tuve la oportunidad
de escuchar al Prof. Henry Mankin, que es un prestigioso cirujano
ortopédico, su conferencia titulada «Ortopedia afio 2013, una pros-
pectiva», y en ella terminaba diciendo que gracias a nuestro cono-
cimiento de la célula y a nuestra capacidad de manipularla, iban a
cambiar los paradigmas de nuestra especialidad, y decia lo siento
por los que ponéis todavia prétesis, pero las articulaciones sobrevi-
viran. Yo creo que esto es un ejemplo de que las cérneas sobrevivi-
ran.

En el biorreactor que nos ha presentado, obedeciendo a su in-
quietud sobre los factores mecdnicos, a través del flujo dirigido de
una manera determinada, se puede resolver el problema de la con-
formacién mecanica.

Prof. Rodriguez Rodriguez

Quiero recordar al Prof. Campos algo que he vivido: fue en 1961-
62, haciendo la tesis en la Facultad de Medicina de Valladolid, so-
bre los tejidos de cultivos, cultivos celulares, y los procedimientos
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eran un tanto arcaicos. Un compaiiero trabajé con los cultivos de
cérnea y no salian nada bien, era sumamente dificiles; aunque se
intentaba cortar el epitelio, no salia bien, hasta que un dia mezcla-
mos y pusimos fibroblastos de embrién de pollo y un trozo de la
cornea troceada, y aquello funcionaba muy bien. Hoy he aprendido
el por qué: tenfamos un sustrato de fibroblastos con la cérnea, y le
doy las gracias porque hasta hoy no le he sabido.

Prof. Gonzalez Baron

Tengo que felicitar al Prof. Campos porque he disfrutado mucho
con su conferencia. Para los clinicos que nos dedicamos a la onco-
logia, a medida que el Prof. Campos hablaba, iba haciendo extra-
polacién a otros tejidos. Nosotros nos encontramos con problemas
como las escaras, terrible problema que no se ha solucionado, y las
mucositis, y el Prof. Campos ha hablado de las mucosas orales. Uno
de los grandes problemas que tenemos tanto en tratamientos de
quimioterapia como muchos mas en radioterapia, son las mucosi-
tis y todo lo que conllevan, no solamente dolor y sufrimiento, sino
todas las puertas de entrada de infecciones de gérmenes de todo
tipo.

Proximamente, en la clinica vamos a disponer de un elemento
que nos parece magnifico, que es un factor de crecimiento de que-
ratocitos, es decir, de fibroblastos madurados para el tratamiento de
las mucositis. Me ha llamado la atencién que este producto, que ya
estd a punto de salir al mercado, no se utilice en el tema de la
cOrnea; quizas la densidad y la transparencia de la cérnea tenga que
ver con un grado de no pasarse en fibroblastos para que la trans-
parencia sea mejor. Es un producto de ingenieria genética aplicada
y sera un arma extraordinaria para su investigacion.

PALABRAS FINALES DEL PRESIDENTE

Quiero agradecer publicamente a ambos conferenciantes. El pri-
mer ponente, Prof. Alonso-Fernandez, ha entrado con su gran co-
nocimiento en la relaciéon dolor fisico y depresién. Fue un panora-
ma de investigacién clinica hace bastantes afios, que sigue siendo
de una importancia grande. Sélo personas de gran preparacién psi-
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quidtrica, como es el Prof. Alonso-Fernandez puede acometer como
él ha hecho perfectamente, este tema trascendente. Ha buscado los
lugares de comun relaciéon de dos grandes procesos tan frecuentes,
el dolor y la depresién. Le felicito por su espléndida conferencia.

El segundo conferenciante, Prof. Campos Mufioz, ha hablado de
ingenieria tisular a nivel de la cérnea. El gran conocimiento del Prof.
Campos en cuestiones histolégicas permite obtener resultados ya y
en lo que nos ha anunciado para otros tejidos préximamente. Es una
vez mas la importancia de la aplicacién de las técnicas, no tan cla-
sicas, porque muchas de ellas al oirle se da cuenta de la innovacién
metodolégica en esos campos de la histologia, la trascendencia que
ello tiene y puede tener. La cérnea es un lugar muy selectivo de
frecuentes lesiones, de lesiones que se reproducen, y cuya evolucién,
desarrollo y complicaciones dan origen a importantes defectos y
alteraciones. Sin duda, en la cérnea o en los otros tejidos esta nue-
va aplicacién metodolégica dard origen a importantes resultados en
la aplicacién clinica.

Le felicito, Prof. Campos, muy sinceramente, ya que siempre ha
sido distinguido en su ocupacién de la investigacién.

Se levanta la sesion.
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Resumen

La apoptosis, o muerte celular programada, es un proceso fisiol6gico que
se constituye en el destino natural de las células diferenciadas. Es esencial
para el disefio de los tejidos y 6rganos durante el desarrollo embrionario y
para el mantenimiento de la homeostasis tisular en el organismo adulto y
su desregulaciéon es la base comun de enfermedades diversas. Todo esto
sugiere que no es resultado de la casualidad o el azar, sino consecuencia de
un complejo mecanismo incluido en la programacién genética de la célula
que se pone en marcha de forma activa en respuesta a determinadas con-
diciones del entorno. Es una muerte celular programada que cursa con unas
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas tipicas. Es, por tanto, un proce-
so activo, programado y modulable, de ahi su importancia fundamental: el
conocimiento de los factores que la modulan puede ayudarnos a entender
multiples estados fisiolégicos y patolégicos de nuestro organismo.

La ejecucién del programa de muerte se caracteriza por una secuencia de
cambios morfolégicos y bioquimicos, que incluyen alteraciones mitocon-
driales, encogimiento celular, condensacién de la cromatina, fragmentacién
nuclear, burbujeo de membrana, activacién de caspasas, translocacién de la
fosfatidilserina a la cara externa de la membrana celular y formacién de
vesiculas rodeadas de membrana, llamadas cuerpos apoptéticos.

* En este trabajo ha colaborado la Profesora Titular de Universidad Dra D* Mer-
cedes Salido Peracaula, Académica Correspondiente de la Real Academia de Medici-
na y Cirugia de Cadiz.
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En la apoptosis interviene una via conservada durante la evolucién, cuya
induccién puede deberse a estimulos externos o internos. Esto se traduce en
dos grandes vias de respuesta: la via extrinseca o mediada por receptores y
la via intrinseca o mitocondrial. Ambas convergen en unas proteinas efectoras
caracteristicas llamadas caspasas, si bien, las mitocondrias pueden desenca-
denar una secuencia de muerte independiente de caspasas. Las principales
proteinas reguladoras incluyen a la familia bcl-2, en las que se distinguen
tres grupos: proteinas antiapoptoticas, como Bcl-2 y Bcl-x L, proteinas pro-
apoptoticas, Bax, Bak y proteinas BH3-only. El oncogen p53 tiene también,
un papel en la expresién de genes que conducen a la apoptosis.

En la apoptosis, la mitocondria desempefia dos papeles primordiales: pro-
porciona energia en forma de ATP, lo cual es fundamental para la célula que
muere via apoptosis, y libera proteinas proapoptéticas que normalmente
estdn secuestradas en el espacio intermembrana, hacia el citosol donde des-
encadenan la cascada de sefales apoptéticas. El potencial de membrana
mitocondrial (MMP), A¥m, puede controlar la permeabilidad de la membrana
externa mitocondrial y regular la liberacién de citocromo c¢ y otras protei-
nas, que pueden dividirse en dos grupos: el primero incluye a citocromo c,
Smac/DIABLO y HtrA2/Omi, que activan la via mitocondrial dependiente de
caspasas y en el segundo, la endonucleasa G y el AIF ( factor inhibidor de
apoptosis) se transloca al nudcleo e induce la degradaciéon del ADN por una
via caspasa independiente. Cuando las mitocondrias pierden su A¥Ym se hin-
chan y liberan las proteinas intermembrana (proteinas IMs). La hiperpola-
rizacién, ademas , se ha relacionado recientemente con los cambios apopté-
ticos subsiguientes, a través de las alteraciones que se provocan en la cade-
na de transporte electrénico.

En sintesis, la comprensién de los factores moduladores, de la maquina-
ria intracelular, de los mecanismos reguladores y, finalmente del papel de
las mitocondrias nos aproximan a un fenémeno que constituye el eje cen-
tral de una serie de enfermedades en las que la sobreexpresién o la inhibi-
cién de la muerte celular programada es responsable de las manifestaciones
clinicas.

Abstract

Apoptosis or programmed cell death (PCD) is a physiological process that
constitutes the natural fate of end-stage differentiated cells. It is essential for
tissue patterning during embryonic development and for maintenance of tis-
sue homeostasis of the adult organism. The execution of the death programme
is characterized by a sequence of morphological and biochemical changes.
These include early mitochondrial alterations, cell shrinkage, chromatin con-
densation and nuclear fragmentation, membrane blebbing, caspase activation,
the presentation of phosphatidylserine at the cell surface, and the formation
of membrane bound vesicles termed apoptotic bodies .The apoptosis is evolu-
tionary conserved. The main regulatory proteins involved include caspases and
bcl-2 family proteins. Three groups of the Bcl-2 family proteins can be distin-
guished: the antiapoptotic proteins, like Bcl-2 and Bcl-x L, the pro-apoptotic
members e.g., Bax, Bak and the BH3-only proteins.

In apoptosis mitochondria have two essential functions. First, provide
energy, in the form of ATP, which is required for cells to die by the apoptosis
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pathway. Second, to release pro-apoptotic proteins normally sequestered in
the intermembrane space into the cytosol where they trigger downstream
apoptotic signaling pathways. Mitochondrial dysfunction in apoptosis is re-
lated with specific permeabilization of the outer mitochondrial membrane to
large molecules. They can be divided into two groups. First, cytochrome c,
Smac/DIABLO and HtrA2/Omi, activates the caspase dependent mitochondrial
pathway. The second group, endonuclease G and AIF translocate to the
nucleus and induce DNA degradation in a caspase independent manner.
Mitochondrial membrane potential (MMP), A¥m, may control the perme-
ability of the outer membrane and regulate cytochrome c release. When the
mitochondria loss their A¥m undergo swelling, and release IMs proteins.

Desde hace afios, nuestro Grupo de Investigacién viene trabajan-
do en el estudio de los factores que pueden condicionar el desarrollo
y evolucién del carcinoma prostatico, una patologia de diagnéstico
frecuente y que, previsiblemente se incrementara en afios venideros.
Nuestro interés radica fundamentalmente en el hecho de que, a pesar
de ser un carcinoma que responde inicialmente en un 80 % al trata-
miento de ablacién androgénica, la mayoria recidiva, debido proba-
blemente a la presencia de clones heterogéneos en el seno del tumor.
Algunos de esos clones son, o se vuelven con la evolucién de la enfer-
medad, andrégeno-independientes. Por tanto la evolucién del tumor
depende de otros factores aun no bien determinados.

Teniendo en cuenta que la evolucién de toda poblacién celular
es el resultado de un balance controlado entre la proliferacién y la
muerte celular, y que la apariciéon del cancer supone una alteracién
de ese delicado equilibrio biolégico, nuestra linea de trabajo, se ha
basado en el estudio de posibles mecanismos moduladores en el
carcinoma prostatico. Concretamente nos estamos centrando en el
papel de los productos de secrecién de las células neuroendocrinas,
presentes en la préstata en condiciones normales y en algunos car-
cinomas en forma de diferenciacién neuroendocrina. La importan-
cia de este hecho radica en que los tumores que presentan dicha
diferenciacién neuroendocrina suelen tener una mala respuesta al
tratamiento. Trabajamos, por tanto, intentando desentrafiar parte de
los mecanismos mediante los cuales la presencia de estas células
influye en la progresién tumoral. Para ello, varias han sido las hi-
pétesis de trabajo que sucesivamente nos hemos planteado en fun-
cién de los resultados obtenidos, que han confirmado o rebatido
hallazgos previos nuestros y de diferentes autores y que han apor-
tado interesantes conclusiones novedosas.



634 ANALES DE LA REAL

El resultado, hasta el momento, ha sido la obtencién de un
modelo experimental reproducible y validado para el estudio de fac-
tores moduladores de apoptosis en el carcinoma prostatico en el que
seguimos trabajando y que nos esta permitiendo arrojar cierta luz
sobre los mecanismos que regulan la muerte celular en esta pato-
logia, a la vez que profundizar en la comprensién de la apoptosis.

Una vez justificado nuestro interés por el tema, pasaremos a
exponer la perspectiva actual de la muerte celular programada, ne-
cesariamente acotada por el tiempo del cual disponemos, esperan-
do contribuir con nuestra exposicién en lo que hoy constituye un
reto para la biomedicina, puesto que su comprensién y control con-
tribuira a la lucha contra numerosas y diversas patologias que, atin
teniendo una etiologia distinta, muestran como fenémeno central a
la apoptosis.

Proliferacién Celular
Muerte Celular

Neuropéptidos
LMayor respuesta a ¢Jlncapacidad de sufrir 2Bloguen de apoptosis?

factores de crecimientg?  aPOPLOSIs?

.

i

Hipétesis inicial de trabajo: la presencia de neuropéptidos secretados por las células
neuroendocrinas podria influir de tres formas diferentes sobre el comportamiento de
las células neoplésicas. (Iconografia original).
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CONCEPTO DE APOPTOSIS Y NECROSIS

Para todo organismo vivo, y la célula es un organismo vivo, exis-
te un momento para nacer y uno para morir. Hay dos formas en
las que puede morir una célula, una provocada por agentes lesivos,
otra induciendo su suicidio.

Las células que son dafiadas por agentes como dafios mecéanicos
0 exposicién a téxicos mueren tras sufrir hinchazén generalizada,
debido a lesiones irreversibles de la membrana que la llevan final-
mente a un estallido y a verter su contenido al exterior, lesionando
asi a las células adyacentes y provocando una respuesta inflamato-
ria. Este tipo de muerte celular recibe el nombre de necrosis.

Sin embargo, la mayoria de las células que mueren en un orga-
nismo sano utilizan un mecanismo diferente que permite su elimi-
naciéon o suicidio sin dafios a las células vecinas, ni alteraciones
violentas de la membrana celular y con una serie de cambios mor-
fol6gicos y bioquimicos secuenciales y comunes. Este tipo de muerte
recibe el nombre de apoptosis. [Kerr, 1972].

La apoptosis es un proceso fisiolégico comiin, indispensable para
el desarrollo embrionario y el modelaje de los 6rganos asi como para
la capacitacién de las células del sistema inmunitario y la selec-
cién de poblaciones celulares viables. Aparece por ejemplo en la se-
leccién de espermatogonias que maduraran a espermatozoides o de
los foliculos ovaricos que deben madurar para poder ser fecunda-
dos, en la capacitacién de los linfocitos o la desapariciéon de las
membranas interdigitales o el disefio del sistema nervioso. Mas del
50 % de las células del embrién muere por apoptosis durante el
desarrollo del individuo.

Todo esto sugiere que este tipo de muerte no es resultado de la
casualidad o el azar, sino consecuencia de un complejo mecanismo
incluido en la programacién genética de la célula que se pone en
marcha de forma activa en respuesta a determinadas condiciones del
entorno. Es una muerte celular programada que cursa con unas
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas tipicas. Es, por tanto, un
proceso activo, programado y modulable, de ahi su importancia
fundamental: el conocimiento de los factores que la modulan pue-
de ayudarnos a entender multiples estados fisiolégicos y patolégicos
de nuestro organismo.
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CARACTERISTICAS MORFOFUNCIONALES DE LA APOPTOSIS

Apoptosis es una palabra griega que significa «caida de las ho-
jas de los arboles en otonio o «caida de los pétalos de una flor».
Utilizado por vez primera en 1972 por John Kerr, patélogo austra-
liano, para describir la formacién de unas estructuras denominadas
«cuerpos apoptéticos» en la célula que muere por apoptosis, el fe-
némeno se describe por Carl Vogt, sin embargo, mas de 100 afios
antes, en 1842.

La célula que muere por apoptosis lo hace siguiendo un patrén
morfolégico comuin: encogimiento, burbujeo de la membrana plasma-
tica, picnosis nuclear y condensacién citopldsmica y finalmente des-
integracién de la célula en vesiculas siempre rodeadas de membrana,
algunas con contenido nuclear llamadas cuerpos apoptéticos, que son
fagocitadas por las células vecinas o por macréfagos sin desencade-
nar respuesta inflamatoria ni provocar lesién a las células vecinas.

Simultaneamente se producen cambios bioquimicos cuantifica-
bles: las mitocondrias liberan citocromo c, en la membrana plasma-

Marcadas con (&) observamos células en los estadios iniciales del proceso, con ({})
células en estadios mas avanzados que presentan burbujeo de membrana y finalmen-
te marcadas con () células que han pasado a convertirse en cuerpos apoptéticos.
Tincién con hematoxilina-eosina de extensiones celulares obtenidas en nuestro labo-
ratorio de células neoplésicas prostaticas Du 145, fijadas en formol. x40
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tica se produce una translocacién de la fosfatidilserina a la cara
externa que va a actuar como sefial para los macréfagos, el ADN se
fragmenta de forma regular entre los nucleosomas.

La apoptosis se asocia con cambios especificos en la morfologia
celular y en sus macromoléculas, pero también se acompana de
cambios en la distribucién de los iones intracelulares y alteracién
en los potenciales de membrana. En particular se ha asociado a la
pérdida de iones K*[Bortner ,1997. Dallaporta, 1998, 1999].

El mantenimiento de los gradientes iénicos fisiolégicos intrace-
lulares exige una diferencia de concentracién de Na* y K*a lo lar-
go de la membrana celular. Este proceso requiere un aporte adecua-
do de energia, integridad de membrana y actividad enzimatica
especifica. Cuando la bomba de Na*/K* es insuficiente para mante-
ner los gradientes, en ausencia de un potencial efectivo de membra-
na se produce salida de iones calcio a través de canales dependien-
tes de voltaje. Asi, un aumento de la ratio Na/K intracelular reflejara
las condiciones fisiopatologicas de la células, siendo un marcador
muy sensible de diferentes tipos de lesiéon celular, entre la que se
encuentra la apoptosis.

Esta pérdida de K* se relaciona con los cambios en el volumen
celular que, universalmente, se asocian con la apoptosis. Se han
relacionado también con la activacién de enzimas de la cascada
apoptética y por tanto con la degradaciéon del ADN. [Hughes, 1999;
Montague, 1999].

FACTORES MODULADORES DE LA APOPTOSIS

Hay dos razones fundamentales que pueden hacer que una cé-
lula ponga en marcha su programa de muerte:

1. Que la muerte celular sea tan necesaria para el correcto de-
sarrollo como la mitosis: la formacién de los dedos, la descamacién
del endometrio durante la menstruacién, la formacién de sinapsis
funcionales...

2. Que la muerte celular sea necesaria para destruir células que
representen una amenaza para el organismo: células activadas del
sistema inmunitario, células no competentes del sistema inmunita-
rio, células infectadas por virus, células con ADN dafnado que pue-
den causar malformaciones congénitas durante el desarrollo embrio-
nario o cancer en sujetos desarrollados.



638 ANALES DE LA REAL

En definitiva, cuando la célula percibe senales de «autoestima»
que la hacen sentirse necesaria, reprime su programa de muerte;
cuando la célula pierde esas «senales de autoestima» o recibe sefia-
les negativas pone en marcha el programa de muerte. El balance
continuo entre ambas es lo que hace posible el funcionamiento
normal del organismo.

El control de la apoptosis estd integrado por: una maquinaria
intracelular programada para desencadenar la muerte celular y unas
vias reguladoras capaces de modular a la maquinaria de apoptosis.

MAQUINARIA INTRACELULAR

Los estudios iniciales acerca de la regulacién de apoptosis se lle-
varon a cabo en un gusano llamado Caenorhabditis elegans, en el
cual se conoce el numero exacto de células que lo componen y
cuantas de ellas mueren durante su desarrollo por apoptosis. Por
tanto, el anélisis genémico de ambas poblaciones permitié identifi-
car un gen (llamado ced 3 o gen de muerte 3) presente en todas las
células que no mueren y mutado en todas las que mueren por apop-

'PROGRAMA DE MUERTE

MAQUINARIA SO
DURANTE LA
INTRACELULAR EVOLUCION

Supresor de apoptosis

Maquinaria intracelular de la apoptosis. Esquema original. Fotografias de C-elegans
modificadas del discurso de aceptaciéon del Premio Nobel por Robert Horvitz.
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tosis. Las proteinas sintetizadas por ese gen se denominaron caspa-
sas y hoy se sabe que constituyen el corazén de la maquinaria apop-
tética. [Degterev 2003]
Posteriormente se descubrié que para que se desencadenase la
apoptosis era necesaria la asociacion del gen ced 3 con un gen ced
4, del que también se descubrié la contrapartida humana, a la que
se denominé Apaf (o factor activador de la apoptosis).
Mas tarde, se identifica el gen bcl-2 en el desarrollo linfocitario
como determinante del fenotipo apoptético en el proceso de seleccién
y se ve que este gen resulta ser homélogo con el gen ced-9 de C ele-
gans y cuyo papel en ambos casos es el de suprimir la apoptosis.
Esta concordancia sugiere, por tanto, que en la apoptosis inter-
viene una via conservada durante la evolucion, cuya induccién puede
deberse a estimulos externos o internos. Esto se traduce en dos
grandes vias de respuesta: la via extrinseca o mediada por recep-
tores y la via intrinseca o mitocondrial. Ambas convergen en unas
proteinas efectoras caracteristicas llamadas caspasas, si bien, como
veremos posteriormente, las mitocondrias pueden desencadenar una
secuencia de muerte independiente de caspasas.
Se han identificado 11 caspasas diferentes hasta el momento. Son
proteinas que se sintetizan como precursores inactivos (procaspasas)
y permanecen asi en el citoplasma a la espera de ser activadas. Una
vez que la célula recibe la sefial de muerte esta activacién es muy
rapida y provoca los cambios celulares caracteristicos del proceso
de apoptosis.
Esta activacién rdpida sugiere una regulacién intracitopldsmica
del proceso, no a nivel de transcripcién, y se han sugerido dos
mecanismos basicos:
¢ Activacion en cascada: En el cual una caspasa de inicio'
activa a una serie de caspasas efectoras de modo secuencial.
Una vez activadas cada una de ella actuaria sobre sustratos
celulares especificos.
Este modelo plantea una interesante pregunta: ¢Quién activa
a la caspasa de inicio?

¢ Oligomerizaciéon: Las caspasas pueden activarse al unirse a
otras protefnas acomparfiantes. Esto sugiere que las caspasas
estdn latentes en la célula porque su concentracién es baja para
prevenir su «autoactivacién» hasta que sea necesaria.

! Las caspasas de inicio son las 2,9, 8, 10; las efectoras 3,6,7; el resto modulan la
maduracién de citokinas).
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Por tanto, si consideramos que son requisito necesario para que
ocurra la apoptosis hemos de valorar si su expresién se refleja en
alguna de las manifestaciones caracteristicas y, en efecto, mediante
el uso de inhibidores especificos se ha visto que intervienen direc-
tamente en la desorganizacién de la estructura celular:

e Rompen la membrana nuclear tras destruir las laminas, lo que
contribuye a la condensacién de la cromatina.

e Dafan los filamentos de actina.

e Activan DNAsas especificas que fragmentan el ADN a nivel in-
ternucleosomal

El resultado final de la activacién de las caspasas refleja un pro-
ceso perfectamente planificado:

Se eliminan los contactos con las células vecinas
Colapso del citoesqueleto

Se bloquea la replicacién del ADN y su reparacién
Desaparece la estructura nuclear

El ADN se degrada de forma eficaz

La membrana burbujea

Se forman los cuerpos apoptéticos

Varias proteinas viricas y celulares pueden actuar como inhibi-
dores de las caspasas. Las células contienen, por ejemplo, proteinas
inhibidoras de la apoptosis (IAPs) que pueden inhibir caspasas ac-
tivadas. Las neuronas, por ejemplo contienen tipicamente estas pro-
teinas para protegerlas de la apoptosis prematura.

MECANISMOS REGULADORES

Retomando la pregunta que nos planteabamos, y conociendo que
la cascada enzimatica regulada por las caspasas representa el prin-
cipal mecanismo de destruccién via apoptosis. ¢Qué es lo que la
desencadena?

La respuesta no esta clara. En lo que si se coincide es en la
existencia de dos vias fundamentales que, por rutas diferentes con-
trolarian la activacién de esta maquinaria central: la via extrinse-
ca o mediada por receptores y la via intrinseca o mitocondrial.
[Vermeulen 2003, Wang 2003, Cory 2003].

En la via extrinseca los receptores para las senales de muerte
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se localizan en la membrana plasmaética y son activados por ligan-
dos extracelulares. Receptores tipicos son FAS (también llamado
apol o CD 95) y TNFR-1 (o Receptor del Factor de Necrosis Tumo-
ral-1). Estos receptores presentan un dominio citopldsmico caracte-
ristico llamado «dominio de muerte» o DD al que se fijan unas
proteinas adaptadoras que a su vez se fijan a las caspasas de ini-
cio, encargadas de activar a las caspasas ejecutoras.

La via intrinseca o mitocondrial se activa por una gran can-
tidad de estimulos de stress tanto intra como extracelulares, inclu-
yendo el stress oxidativo y el tratamiento con drogas citotéxicas. En
la células «sanas» la membrana mitocondrial externa expresa la pro-
teina antiapoptética bel-2 que se fija a una proteina llamada Apaf
(apoptotic protein activating factorl). La sefnal de apoptosis destruye
la unién bcl-2 /Apafl y provoca liberacién de citocromo ¢ desde la
mitocondria al citosol, donde se une al Apaf 1, y de otras pro-
teinas proapoptéticas como la Smac diablo o los AIF (factores
inducidos por la apoptosis). Esto desencadena la formacién de
una estructura llamada apoptosoma, que contienen citocromo c.
Apaf 1 y procaspasa 9 que es la caspasa de inicio del apoptoso-
ma. Su activacién conduce a la activaciéon de las caspasas efecto-
ras. Las proteinas de la via intrinseca pueden ser moduladas por
oncogenes.

Proteinas mitocondriales en las vias de sefalizacién
de apoptosis

Son varias las proteinas que, residiendo normalmente en el es-
pacio intermembrana de la mitocondria, son liberadas durante la
apoptosis y desencadenan las cascadas de sefiales apoptéticas. Po-
demos dividirlas en dos grandes grupos:

— Citocromo ¢, Smac/DIABLO y HTr A /OMI, que activan la via
dependiente de caspasas. El citocromo ¢ desencadena la ac-
tivacién de la caspasa 9 a través de la formacién de apopto-
somas. Smac/DIABLO y HtrA2/ Omi se fijan a inhibidores de
las caspasas, previniendo asi la neutralizacién intracelular de
las caspasas activas.

— Endonucleasa G y AIF que se translocan al ntcleo e indu-
cen degradacién de ADN por una via independiente de cas-
pasas.
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Esquema original que recoge las principales vias reguladoras de la apoptosis, descri-
tas en el texto.

REGULACION GENICA

El primer gen apoptético clonado fue bel-2, que demostré ser un
oncogen que impide la apoptosis celular. Las proteinas codificadas
por el gen bcl-2 regulan la actividad de la cadena de caspasas. En
respuesta al stress, las proteinas de la familia bcl-2 se agrupan en
torno a las membranas intracelulares (sobre todo la mitocondrial,
aunque cada vez estd recibiendo maés interés el reticulo endoplas-
mico) para «decidir» qué células van a morir.

La familia de proteinas sintetizadas a partir del gen bcl-2 inclu-
ye proteinas antiapoptéticas y proteinas proapoptéticas.

¢ Proteinas proapoptéticas: Bel-2 y Bel-XL.
¢ Proteinas antiapoptéticas: Bax, Bad, Bid.

Estas proteinas suelen presentarse formando dimeros, de forma
que es el balance adecuado entre las proteinas proapoptéticas y
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antiapoptéticas el que regula la entrada en apoptosis. Un exceso de
proteinas proapoptéticas desencadena la liberacién de citocromo
¢ de la mitocondria y por tanto la puesta en marcha de la via in-
trinseca.

La proteina Bcl-2 también actiia como reguladora del ciclo ce-
lular, més especificamente de la transicién entre quiescencia y pro-
liferacién. [Cory, 2003].

R
bcl-z2  bax

bax

bcl-2

Esquema original que refleja el equilibrio en la familia de proteinas Bcl-2 entre los
elementos pro y antiapoptoéticos.

Hoy se han identificado unos 20 miembros de la familia Bcl-2,
en los cuales, si bien la homologia entre aminoacidos es escasa, si
suelen conservarse cuatro dominios caracteristicos que se denomi-
nan «dominios de homologia Bcl-2» o BH. Los dominios BH son
esenciales para las interacciones entre las propias proteinas Bcl-2 y
para su funcionamiento. [Yin, 1994; Hirotani, 1999; Chittenden,
1995, Hunter, 1996.

Algunos miembros de la familia presentan, ademas, un extremo
hidrofébico C-terminal, que parece intervenir dirigiendo a las pro-
teinas Bcl-2 hacia las membranas lipidicas celulares. [Antonsson,
20041].
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Estructura secundaria de las proteinas Bcl-2 . Contienen hasta 4 dominios altamen-
te conservados, conocidos como dominios de homologia Bcl-2 (BH). Algunos miem-
bros de la familia tienen también un extremo hidrofébico C- terminal (HCD), que
parece implicado en dirigir las proteinas hacia las membranas celulares. Modificado

de Antonsson B, Mol.Cell. Biochem 2004, 256/257: 141-155.

Se distinguen tres grandes grupos en la familia Bcl-2:
¢ proteinas antiapoptéticas: la mayoria contienen el anclaje C

Terminal y los cuatro dominios BH, como Bcl-2 y BelxL, aun-
que difieren en su localizacién intracelular. Asi, Bcl-2 se en-
cuentra exclusivamente en las membranas celulares, incluyen-
do la membrana mitocondrial externa, el reticulo endoplasmico
y la envoltura nuclear [Krajewski, 1993], mientras que BclXL
se localiza ademas como forma soluble en el citosol [Hsu 1997]
y se ha descrito su translocacién desde el citosol a la mitocon-
dria durante la apoptosis. [Liston 2003];

proteinas proapoptéticas: Esta subfamilia puede dividirse a
su vez en dos grupos, las proteinas multidominio que inclui-
rian a Bax, Bak y Bok y las «<BH3 only», que contienen unos
10 miembros.

Antiapoptéticas Multidominio BH3 only
Bcl-2 Bax Bid
Bel-XL Bak Bad
Bel-w Bok Bim/Bod
Al Bel-XS Bik/Nbk
DIVABOO Bcl-rambo Hrk
NR-13 Blk
Bmf
Nix
PUMA
Noxa
BNip3

Familias de proteinas bcl2. Esquema Modificado de Antonsson B, Mol.Cell. Biochem

2004, 256/257: 141-155.
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No se conoce completamente cuél es el mecanismo de accién de
las proteinas de la familia bcl-2, sin embargo, hay evidencias que
las implican en la regulacién de la formacién de poros en la mem-
brana mitocondrial.

Tanto las proteinas antiapoptéticas como las multidominio del
grupo de las proapoptéticas tienen in vitro actividad formadora de
canales en membranas lipidicas artificiales [Antonsson, 1997]. Las
antiapoptéticas sélo la presentan a pH bajo, inferior a 5.5 [Schle-
singer,1997; Minn,1997] lo que ha planteado la cuestién de si la
tendran también en condiciones fisiolégicas, mientras que las mul-
tidominio si tienen actividad formadora de canales a pH neutro, si
bien se potencia a pH mas bajo.

En cuanto a bax, su actividad formadora de canales es comple-
ja. Los canales formados por los oligémeros de Bax en membranas
artificiales presentan varios niveles de conductancia, son sensibles
a pH, ligeramente selectivos para cationes e insensibles para Ca 2+
. [Antonsson, 1997, Schlesinger, 1997]. La oligomerizacién parece
requisito imprescindible para la formacién de canales de elevada
conductancia que permitan el paso de grandes moléculas como el
citocromo c. Estos oligémeros tiene la capacidad de dimerizar for-
mando a su vez oligémeros de 160 kDa, que se corresponderian con
los tetrameros y octameros de bax.

El oncogen p53 tiene también un papel en la expresién de ge-
nes que conducen a la apoptosis. Como describimos al hablar de la
regulacién del ciclo celular, p53 es responsable de la detencién del
mismo si existe dafio en el ADN. La detencién se consigue median-
te la activacién de p21. Si el dano es irreparable, p53 conduce a la
célula hacia apoptosis. ¢Cémo? Una vez activado (por dafio al ADN,
stress, agentes oncégenos...), el oncogen p53 induce la expresion de
Bax, alterando el equilibrio entre proteinas proapoptéticas y antia-
poptoéticas. El exceso de bax provoca liberacién de citocromo ¢, que
se une al Apaf activando la via mitocondrial.

MITOCONDRIA Y MUERTE CELULAR

La mitocondria consta de dos membranas, interna y externa, que
permiten la existencia de un gradiente electroquimico (A¥, ) en con-
diciones normales a lo largo de la membrana interna. Dicho gradien-
te es el resultado del eflujo de hidrogeniones (H*) desde la matriz
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al espacio intermembrana gracias al funcionamiento de la cadena
respiratoria en la membrana interna. El desequilibrio en la concen-
tracién de hidrogeniones da como resultado unos gradientes de pH
y voltaje a lo largo de la membrana.

Erpaclo
Ivemembraia

Membrasa hteria

Membrasa externa

cresee |/ \
miocordriaks nare

NADHy FADH del
Ciclo de <rebs

Cresta ™. 1
Membrasa hitena a

Membraia extena

Estructura mitocondrial y detalle de la estructura de las crestas de la membrana in-
terna en las que se sitda la cadena respiratoria. Esquemas originales.

La membrana interna, que forma crestas, contiene los componen-
tes moleculares de la cadena de transporte electrénico. El citocro-
mo ¢ es uno de los componentes de esta cadena respiratoria y, como
tal, estda implicado en la creacién del potencial de membrana mito-
condrial, la principal fuerza impulsora para la formaciéon de ATP.
Especificamente interviene transportando electrones entre los com-
plejos IIT (citocromo c reductasa) y IV (citocromo c oxidasa). El Apo
citocromo ¢ es codificado por un gen nuclear y sintetizado por los
ribosomas citoplasmicos en una configuraciéon desplegada que per-
mite la recepcién del grupo hem [Crompton, 1999]. El enlace cova-
lente de ese grupo hem estimula un cambio conformacional y el
holo-citocromo ¢ asume, subsecuentemente, su papel funcional como
componente de la cadena respiratoria.
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La primera referencia a la mitocondria como elemento esencial
en la apoptosis fue aportada por Newmeyer [Newmeyer, 1994] uti-
lizando un modelo «cell-free». A continuacién, y utilizando extrac-
tos celulares Liu y colaboradores demostraron que el citocromo ¢
podia activar la cascada de sefiales de apoptosis in vitro [Liu 1996].

La disfuncién mitocondrial en la apoptosis parece ser, de modo
principal, el resultado de una permeabilizacién especifica de la
membrana mitocondrial externa a grandes moléculas incluyendo al
citocromo c. La pérdida de citocromo c desde la cara externa de la
membrana mitocondrial interna resulta, al menos en una alteracién
de la respiraciéon mitocondrial, bloqueando, de hecho el transporte
de electrones entre el complejo III (citocromo ¢ reductasa) y el com-
plejo IV (citocromo ¢ oxidasa).

a a9

A B c D E F

Cadena respiratoria mitocondrial .A: NADH reductasa, B: ubiquinona; C: Citocromo
reductasa; D: Citocromo c; E: Citocromo oxidasa; F: ATP sintetasa. (esquema original).

En la apoptosis, la mitocondria desempefia dos papeles primor-
diales:

¢ Proporciona energia en forma de ATP, lo cual es fundamental
para la célula que muere via apoptosis.

e Libera proteinas proapoptéticas que normalmente estan secues-
tradas en el espacio intermembrana, hacia el citosol donde des-
encadenan la cascada de sefiales apoptéticas.

Potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) y apoptosis

El potencial de membrana mitocondrial (MMP), «@m, puede
controlar la permeabilidad de la membrana externa mitocondrial y
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regular la liberacién de citocromo c y otras proteinas [Robertson,
2000] . Cuando las mitocondrias pierden su A¥m se hinchan y li-
beran las proteinas intermembrana (proteinas IMs). La hiperpolari-
zacién, ademas , se ha relacionado recientemente con los cambios
apoptéticos subsiguientes, a través de las alteraciones que se pro-
vocan en la cadena de transporte electrénico [Iijima, 2003] .En este
sentido, en nuestro laboratorio hemos demostrado en los dltimos
meses la capacidad del etopésido para inducir alteraciones en el
«@m, como primer paso en la disfuncién mitocondrial. Hemos des-
crito la aparicién concomitante de un aumento en la [Ca**]i , que
se considera inductor de la «permeabilidad mitocondrial transitoria»
(MPT o mitochondrial permeability transition), en la apoptosis in-
ducida por etopdsido.

Marcaje celular realizado en nuestro laboratorio sobre células PC3 para el estudio de las

variaciones en el potencial de membrana mitocondrial tras la induccién de apoptosis

por etopésido. En rojo, mitocondrias que conservan el potencial de membrana, A¥m.
En verde, células cuyas mitocondrias han perdido el A¥m. Marcaje con JC1.

Inicialmente se sugirié que la induccién del MPT que daba como
resultado la apertura de poros transitorios («transition pores» o PPT)
y pérdida del gradiente A¥m, estimulaba la liberacién de citocromo
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¢, efecto que parecia bloquearse con inhibidores del MPT como la
ciclosporina A. Los poros transitorios, PTP, son estructuras com-
puestas por proteinas tanto de la membrana mitocondrial externa
(VDAC o canal aniénico voltaje dependiente) como de la interna
(proteina translocadora de adenina) que permiten la formacién de
puntos de contacto entre ambas membranas. La apertura de estos
canales de forma calcio- dependiente resulta en permeabilizacién de
la membrana interna a moléculas de hasta 1500 Da, con alteracio-
nes del MPT y pérdida del A¥m, con desacoplamiento de la fosfo-
rilacién oxidativa, hinchazén mitocondrial, y rotura de la membra-
na externa con el resultado de la liberacién inespecifica de proteinas,
incluyendo al citocromo ¢ [Marzo, 1998; Crompton, 1999].

Sin embargo, estudios posteriores sugieren que, si bien este
mecanismo es, muy probablemente, causante de la liberacién de
citocromo ¢, no seria el Unico mecanismo [Gogvadze, 2001] y la
liberacién del citocromo ¢ podria ser resultado de otros mecanismos
calcio dependientes o independientes, habiéndose descrito incluso la
liberacién de citocromo c¢ en mitocondrias aisladas en respuesta a
etoposido, incluso en presencia de un bloqueante del MPT como es
el EGTA. [Robertson., 2000a].

Hy

I I auo.n‘. )
YAy, ?

Solutes <1500 Da

Representacion esquemaética de la mitocondria y de las proteinas mitocondriales im-
plicadas en la regulaciéon de apoptosis. Modificado de: Lacen. A. Bioessays. 2003
Sep;25(9):888-96.
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Alternativamente,puede ocurrir que la liberacién de citocromo ¢
implique una permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial externa
regulada por las proteinas proapoptéticas de la familia bcl-2 Bax o
Bid de las que se sabe que inducen liberacién de citocromo c. [Ro-
bertson, 2000]

Activacion de la via mitocondrial dependiente de caspasas

El citocromo c se encuentra en la cara externa de la membrana
mitocondrial interna, en un 80-90 % en las crestas, donde realiza su
funcién en la cadena respiratoria. [Frey, 2000].

Durante la apoptosis, el citocromo c se libera al citosol, en un
proceso rapido, que parece constar de dos paso, en primer lugar se
despega de la membrana interna y posteriormente, la proteina so-
luble es liberada tras la permeabilizacién de la membrana externa.
Posteriormente, se produce una reestructuraciéon de las crestas que
parece estar relacionada con t Bid [Scorrano, 2002].

En el citoplasma, el citocromo c se fija a Apaf-1, una proteina
citosélica que contiene un dominio reclutador de caspasas (CARD).
Como resultado, se produce el reclutamiento de pro-caspasa 9 y la
formacién de una estructura denominada apoptosoma Una vez fi-
jada al complejo, la procaspasa 9 se autoactiva proteoliticamente, y
desencadena la cascada de ejecucién, activando a las caspasas eje-
cutoras como las caspasas 3 y 7. Estas caspasas actdan sobre los
diferentes sustratos y desencadenan los cambios morfolégicos carac-
teristicos de la apoptosis, como describimos en apartados previos.

Smac/DIABLO es una proteina de 25 kDa codificada en el nu-
cleo, sintetizada en el citosol e importada a la mitocondria, donde
madura formando multimeros. La forma madura al ser liberada al
citoplasma es capaz de fijarse a las caspasas y también a las IAPs ,
proteinas inhibidoras de apoptosis.

Las IAPs son proteinas capaces de fijarse tanto a las procaspa-
sas como a las caspasas activas inhibiendo, respectivamente, su
activacién o su actividad [Verhagen, 2000, Du, 2000, Liston, 2003]
y contienen unos dominios BIR, repeticiones de fragmentos bacu-
lovirales IAP, que posibilitan su interaccién con las caspasas acti-
vas y con Smac/DIABLO [Srinivasula , 2001].

Otra proteina capaz de inhibir a las TAPs es HtrA2/Omi. una
proteina que se localiza en el reticulo endopldsmico, ntcleo y en la
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mitocondria. Se sintetiza en forma de precursor y la forma madu-
ra se libera de la mitocondria cuando las células entran en apopto-
sis. Principalmente se ha descrito en apoptosis relacionada con Fas
, v actta fijandose e inactivando a las TAPs de forma similar a Smac/
DIABLO [van Loo, 2002].

Activacion de la via mitocondrial independiente de caspasas

Las proteinas liberadas desde €l espacio intermembrana no sélo
intervienen en la activacién de la apoptosis, dependiente de caspa-
sas, sino que acttian también activando vias, menos conocidas, in-
dependientes de la activaciéon de caspasas. Destacaremos a la Endo-
nucleasa G y al AIF (Apoptosis Inducing factor).

La endonucleasa G es una proteina de 30 kDa codificada en el
nucleo y sintetizada en el citosol, y posteriormente importada a la
mitocondria donde se produce la maduracién de la proteina. Duran-
te la apoptosis, la proteina madura se libera desde la mitocondria
[Candé 2004] al citosol y finalmente se transloca al nucleo.

En la apoptosis clasica, el ADN es fragmentado por una endo-
nucleasa denominada CAD («caspase-activated DNAsa» o DNAsa
activada por caspasas) En las células no apoptéticas, la CAD va
unida a un inhibidor (ICAD) y forma parte de un complejo deno-
minado DFF («DNA fragmenting factor» o factor fragmentador de
ADN). Durante la apoptosis, la caspasa 3 activa fragmenta al ICAD
y produce la liberacién de CAD activa, que es suficiente para indu-
cir la fragmentacién del ADN [Enari, 1999; Candé, 2004].

Al contrario que ocurre con la CAD, la endonucleasa G no ne-
cesita activacién de caspasas y, una vez translocada al ntucleo la
proteina madura, produce la fragmentaciéon del ADN de forma in-
dependiente de caspasas. [Griffiths, 2000, van Loo, 2001]. Se ha
identificado recientemente un gen en C elegans, cps-6, con grandes
similitudes con la endonucleasas G mamifera, cuyas mutaciones
afectan a la degradacién del ADN y al desarrollo del nematodo. Cps-
6 es la primera proteina mitocondrial que se ha demostrado impli-
cada en la apoptosis en C. elegans, lo que refuerza la importancia
de la mitocondria en la sefnalizaciéon de apoptosis. [Miramar, 2001;
Parrish, 2001].

El factor inductor de apoptosis (AIF) es una proteina normal-
mente residente en el espacio intermembrana y se libera al citosol
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durante la apoptosis. Una vez en el citosol, la proteina se transloca
al ntcleo donde se ha demostrado que induce fragmentacién del
ADN a gran escala y condensacién de la cromatina. [Susin, 1999,
Antonsson, 2004, Candé, 2004].

El AIF no tiene actividad DNAsa detectable y el mecanismo por
el cual induce la fragmentacién de ADN y la condensacién de la
cromatina no esté claro, ni si interacciona con otras proteinas, como
las nucleasas, o las activa. [Candé, 2004].

REFLEXION FINAL

A lo largo de la exposicién hemos revisado aquellos aspectos de
la apoptosis que suponen un avance en el conocimiento de la mis-
ma. En efecto, la comprensiéon de los factores moduladores, de la
maquinaria intracelular, de los mecanismos reguladores y, finalmen-
te del papel de las mitocondrias nos aproximan a un fenémeno que
constituye el eje central de una serie de enfermedades en las que
la sobreexpresién o la inhibicién de la muerte celular programada
es responsable de las manifestaciones clinicas. Hemos intentado, atiin
a sabiendas de la acotacién impuesta por el tiempo y el espacio,
acercarnos a comprender la muerte celular que es, sin duda, junto
con el ciclo celular, uno de los grandes paradigmas de la biologia
celular y molecular. Es asi como la investigacién bésica aparece
proporciona a la patologia un soporte necesario para la compren-
si6n de la enfermedad, haciendo realidad en parte, las palabras pro-
féticas de Kolliker. Esperamos de la audiencia o del lector que ha-
yamos satisfecho su interés por el tema o cuando menos suscitado
la curiosidad cientifica. En sintesis, comprender la muerte celular
continda siendo un reto, su dominio a través de la terapéutica per-
mitird en un futuro, que esperamos no sea muy lejano, curar o ali-
viar enfermedades ante las cuales los actuales arsenales terapéuti-
cos se muestran ineficaces o tienen solamente un papel paliativo.
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INTERVENCIONES
Prof. Campos Muiioz

Quiero intervenir, en primer lugar, para felicitar al Prof. Vilches
Troya y darle la mas cordial bienvenida a la Real Academia Nacio-
nal de Medicina, que también es su casa, y felicitarle por la exce-
lente exposicién cientifica que ha hecho sobre un tema que a todos
nos interesa y que es realmente muy complejo. Simplemente por-
que es un experto en este tema, porque lo conoce muy bien, por-
que tiene trabajos publicados en relaciéon a los temas que nos ha
comentado hoy aqui y porque yo tengo la suerte y la fortuna de
conocer, no solamente por haberlos leido, sino por haberlo discuti-
do y comentado en varias ocasiones con el Prof. Vilches, es un tema
que realmente me interesa mucho y me gustaria escuchar su opi-
nién por si hay novedades al respecto; conocemos mucho de la
apoptosis en todos sus mecanismos moleculares, el papel en rela-
cién con la membrana, la mitocondria, los genes; conocemos su
participacién en distintas enfermedades. Pero a mi me parece ex-
traordinariamente importante la existencia de la apoptosis en el
proceso de diferenciacién celular ortotipico, ordinario, normal, por-
que me parece que €sO NOs marca una pauta en la que quizas yo
no percibo avances significativos; por ejemplo, cuando se ha comen-
tado la importancia que tiene la apoptosis en la individualizacién
de los dedos o en cualquier otra remodelacién del organismo en el
desarrollo embrionario y fetal.

¢Tiene esto alguna relacién con la informacién posicional?, es
decir, la importancia de la posicién en el embrién y en el feto de
una célula para que se comporte y diferencie de una determinada
manera. ¢Es importante la informacién posicional para desencade-
nar la apoptosis, y en qué medida y qué factores lo regulan? Creo
que muchas veces conocemos mucho de la intimidad de la apopto-
sis, pero conocemos muy poco de los factores normales que acaban
desencadenandola. Si conociésemos ese tramo, paso que va de la
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informacién posicional al porqué esa célula estd en ese lugar, en ese
momento, en ese sitio, desencandena la apoptosis, estariamos muy
cerca de poder avanzar en esa ultima esperanza que nos ha trans-
mitido el Prof. Vilches de hacer de la apoptosis no solamente el
mecanismo biolégico que conocemos, sino un instrumento de carac-
ter terapéutico que podamos inducir o inhibir en determinadas cir-
cunstancias y en relacién con determinadas enfermedades.

Quisiera ver qué informacién reciente hay sobre la correlacién
entre la posiciéon de la célula en el embridn, en el desarrollo fetal,
en la configuracién de los tejidos y la aparicién de la sefal que
indica a esa célula que tiene que morir. Eso para mi es un punto
clave y creo que evidentemente seria fundamental conocer esa inte-
rrelacién.

Prof. Gonzalez Baron

La ciencia basica ilustra a la clinica, indudablemente. Le voy a
dar unos cuantos argumentos de cémo también la clinica ilustra a
la ciencia basica. En 1974 nosotros tratdbamos muchisimas leuce-
mias, y una en particular, que era la leucemia linfoblastica linfoide
crénica; entonces ya nos ddbamos cuenta que aquello no tenia
mucho que ver con el resto de las otras enfermedades linfoprolife-
rativas, y empezamos a llamarla enfermedad linfoacumulativa para
distinguirlas; al final, el enfermo se muere por acumulacién de lin-
focitos maduros.

En 1984 ya sabiamos que habia un cromosoma que era porta-
dor de un gen, el BCL2, que era el responsable de que los linfoci-
tos no se murieran; hoy sabemos muchas mas cosas, tal y como nos
ha ilustrado en la conferencia. Otro aspecto que la clinica ilustra a
la ciencia bésica es una serie de trabajos que estamos haciendo con
el Prof. Cuezva, del Instituto de Biologia Molecular Severo Ochoa;
estamos estudiando alteraciones de la inspeccién génica de la mi-
tocondria en el estrés celular y hemos demostrado y esta publicado
recientemente como existe una relaciéon directa entre el pronéstico
de algunos céanceres de mama, que por si mismos ya sabemos que
tienen mal prondstico, porque clinicamente los factores clasicos cli-
nicos como el nimero de ganglios axilares, la diferenciacion, el gra-
do de alteracién celular..., y esas alteraciones genéticas mitocondria-
les, y hemos encontrado que alteraciones proteicas de la alteracién
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génica de las mitocondrias tienen un papel relevante de aplicacién
practica en la clinica diaria.

Prof.2 Maroto Vela

Me veo un poco obligada a hablar hoy ante mis compafieros por
mi condicién doble, Académico de Numero de esta Real Academia
Nacional de Medicina y Presidente de la Real Academia de Medici-
na de Granada. Quiero transmitir mi gran satisfaccién, mi gran
orgullo y mi gran felicidad por dos cosas: porque sigo comproban-
do cémo esta Real Academia sigue teniendo sus puertas abiertas y
los brazos extendidos a las Reales Academias de Medicina de Dis-
trito y comprobar el grado de validez cientifica de los Académicos
de otras Reales Academias de Medicina, en este caso del Prof. Vil-
ches, Presidente de la Real Academia de Medicina de Cadiz. He de
felicitarle por su conferencia, aunque esté muy alejada de mi cam-
po de trabajo, pero sobre todo por una frase que ha dicho nada mas
empezar su charla: «debe tenerse en cuenta y potenciar las redes de
Academias». Realmente creo que la tinica forma de que avancemos
un poco en el campo de la ciencia, que las Academias realmente
sean, como dice el Prof. Durdan Sacristan, al que admiro profunda-
mente, esos foros donde de verdad se debaten ideas al mas alto nivel
entre colegas, y en este caso han sido colegas no de un solo sitio,
sino de otros sitios, lo cual nos universaliza y hace que cada vez
seamos mas abiertos y mas cientificos.

Prof. Piédrola Angulo

Quisiera felicitar, en primer lugar, al Prof. Vilches, Presidente de
una Academia hermana, no solamente por estar aqui hoy, sino por
la Academia hermana de Cadiz que tantas relaciones tenemos con
ellos en la Academia de Granada y en todas las Academias de An-
dalucia, y expresarle a él y al Prof. Campos que durante la diserta-
cién que ambos han hecho me he acordado de su maestro, que
hubiera estado aqui disfrutando mucho con todos nosotros, el Prof.
Gomez, Académico de una gran valia dentro de la Real Academia
de Medicina de Cadiz, y que su paso por Madrid fue perfectamen-
te conocido.
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El tema de la apoptosis nos interesa absolutamente a todos, y
s6lo con dos ejemplos que me han venido a ayudar en la prepara-
cion de una conferencia préxima que tengo con respecto a las en-
fermedades infecciosas. Hay alguna de las enfermedades infecciosas
en las que la apoptosis juega un papel fundamental, y el ejemplo
que él ha puesto es el mas claro, que es el de la infeccién VIH y
cémo rapidamente y a través de mecanismos también de superan-
tigenos, el virus va a destruir en una pequenisima cantidad de tiem-
po una enorme cantidad de linfocitos C. Pero tltimamente hay otra
serie de estudios que él ha comenzado y que yo voy a estudiar a
fondo una vez que tenga el texto, que es el de aquellos virus que
inhiben la apoptosis; el ejemplo mas claro, y por citarles uno, es el
virus rabico, que no le interesa nada la destruccién de las neuro-
nas, porque entonces no podria transmitirse el camino centripeto
desde la parte de la mordedura hasta el cerebro; entonces lo que
hace es inhibir la apoptosis de las neuronas, tema enormemente
interesante también el de los inhibidores. Le felicito cordialmente
y hemos tenido una tarde deliciosa con su conferencia.
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THE MAN AND THE SEA:
MARINE PHYTOPLANCTON AND PUBLIC HEALTH

Por el Ilmo. Sr. D. Jost MIRA GUTIERREZ

Vicepresidente y Académico de Numero de la Real Academia
de Medicina y Cirugfa de Cadiz

Resumen

La progresiva emergencia a nivel mundial de un fenémeno natural deno-
minado «marea roja», normalmente ignorado, por su excepcionalidad o exo-
tismo, de la formacién sanitaria y médica, es un riesgo ya acaecido en Es-
pafia y en Europa, con cierta recurrencia y bajo algunas de las formas
etiol6gicas y clinicas que antes nos eran desconocidas. Hoy bajo la denomi-
nacién convencional de «Harmfull Algal Blooms» (HABs) han dado lugar a
una extensa investigaciéon, a una numerosa bibliografia, a una legislacion
sanitaria casi universal y a una preocupacién preventiva de los distintos
Estados que toman conciencia de que es un riesgo potencial priacticamente
ineludible. En este trabajo se revisan los factores basicos de las HABs, la eco-
epidemiologia de los mismos, y los cuadros téxicos producidos por el
fitoplancton marino, representado por Dinoflagelados, Diatomeas y
Cianobacteria toxigénicas.

Abstract

The progressive, world-wide emergence of the natural phenomenon «red
tide» normally ignored because of the exceptionality or exotic nature of its
sanitary and medical formation, is a risk already present in Spain and
Europe, with a certain repetition and under some of the ethiological and
clinical forms which were previously unknown to us. Today under the
conventional denomination of «Harmful Algae Blooms» (HABs) they have
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given rise to an extensive investigation, to much bibliography and an almost
universal sanitary legislation, as well as a preventive preoccupation of the
some states which have become aware that this is a potential and practically
unavoidable risk. In this work the basic facts of HABs, their eco-epidemiology
and the knowledge of toxic syndroms produced by the marine phytoplancton,
represented by some Dinoflagellates and Diatomeas, and Cyanobacteria, are
reviewed.

INTRODUCCION

La creciente frecuencia con la que en los ultimos afios se pre-
sentan brotes de «mareas rojos» o «blomms algales nocivos» (Har-
mfull Algal Blooms; HABs) para la salud humana, necesita una jus-
tificaciéon plausible, frente al caracter exético y espordadico de estos
fenémenos en el recuerdo histérico de las poblaciones costeras de
los distintos océanos, y con mas excepcionalidad en los europeos.
Algunos factores desencadenantes han sido evaluados positivamen-
te en este fenémeno: el cambio climatico con elevacién de la tem-
peratura media de mar; el aporte masivo de aguas residuales mas
o menos depuradas en las costas; la llegada a los estuarios fluvia-
les de aguas dulces cargadas de fosfatos y nitratos de los fertilizan-
tes quimicos agricolas y la importacién de quistes en las aguas
de lastre de los buques mercantes procedentes de areas endémicas
en sus viajes a aguas indemnes. Y al mismo tiempo que sus cau-
sas, debemos estudiar el estado actual del problema y su significa-
cién sobre la Salud Publica y los aspectos médicos que de ello se
deducen.

Los términos anglosajones «red tide» o «red water», equivalen-
tes al castellano «marea roja», han sido incorporados desde hace
bastantes afios al 1éxico de la epidemiologia y de la Salud Publica,
y cada vez mas a los comentarios populares referentes a los ries-
gos insospechados que asedian al hombre en estos tiempos de alta
tecnologia, desarrollo econémico y social, a expensas de una natu-
raleza insubordinada, que reclama sus derechos. La «marea roja»
define el crecimiento masivo local de algas, bacterias o protozoos
del plancton, dando una coloracién tipica a la superficie de las aguas
marinas, en extensién y profundidad més o menos amplia. La co-
loracién no siempre es roja, pues puede ser pardo amarillenta, ver-
de, o de otras tonalidades, dependiendo de la pigmentacién del
microorganismo responsable. Un pigmento xantofilico, la «peridini-
na», implicado en la fotosintesis de los dinoflagelados, es el que
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proporciona la coloracién roja al fenémeno de la «marea roja».
Desde nuestra perspectiva, los habitantes plancténicos mas represen-
tativos a este respecto de Salud Publica, son los dinoflagelados, las
diatomeas y las cianobacterias, algunas de cuya especies son capa-
ces de producir y segregar toxinas al medio marino, dando lugar a
intoxicaciones letales de peces y circunstancialmente afectando al
hombre, individual o colectivamente, a través de la cadena alimen-
taria.

Un namero considerable de microroganismos del plancton cons-
tituyen el «fitoplancton» que se refiere a aquellos organismos capa-
ces de fotosintesis, representando asi a las plantas superiores con-
tinentales, cuya funcién fundamental es la de ser productores
primarios de materia organica y la de liberar O, a la atmésfera,
consumiendo CO,. El fitoplancton es fotosintético y autotréfico, re-
quiere nitratos y fosfatos y la luz solar. Cuando una serie de circuns-
tancias mas o menos identificadas, da lugar a una explosién masi-
va de una tunica especie de este fitoplancton, con detrimento del
resto de la formula plancténica habitual, se dice que ha tenido lu-
gar un «bloom algal». La «marea roja» es un «bloom algal», pero a
diferencia de éste, a veces predecible en el tiempo y espacio por la
conjuncién de criterios conocidos estadisticamente en los historia-
les de observacion del fenémeno, la «marea roja» es normalmente
imprevisible. La terminologia méas reciente al respecto, «Harmful
algal blooms» (HABs), «Floraciones algales nocivas», es mas preci-
sa y selectiva desde la perspectiva de la Salud Publica y la Medici-
na, que el historico término de «mareas rojas».

En principio, las «mareas rojas» requieren, o prefieren, tempe-
raturas del mar de 20-27° C, ambiente de estuario o baja salinidad,
aportes de minerales, quelantes del hierro, cobre, vitaminas B12, Bl
y Biotina, mucha materia orgdnica y una DBO elevada. Casi todo
esto es aportado hoy por efluentes urbanos o por los rios que trans-
portan muchos de estos factores. La justificacién de que estas ci-
cunstancias conocidas, y otras inciertas, conduzcan a la prolifera-
ci6én de una tunica especie del fitoplancton en un momento
determinado, se atribuye a la presencia de un factor de crecimien-
to selectivo de esa especie, a la presencia de telemediadores, toxi-
cos 0 no, que inhiben el crecimiento de otros plantonctes, o que la
especie que prolifera es productora de toxinas que elimina tempo-
ralmente a sus competidores del fitoplancton.

Los dinoflagelados son los agentes mas significativos en la toxi-
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cologia alimentaria de origen marino. Los dinoflagelados constitu-
yen el segundo elemento en importancia del fitoplancton en el me-
dio ocednico, la mayoria como microorganismos de vida libre, o
como epifitico o epizooicos sobre otras algas superiores o animales,
respectivamente, o como endozoicos en el interior de animales
marinos. Con apariencia de protozoos, son caracteristicas peculia-
res la presencia de dos flagelos, situados perpendicularmente, la
produccién de esporas biflageladas caracteristicas y el ntcleo de tipo
«dicarion». Un criterio diferencial en su clasificacién es la presen-
cia de una teca, estema o coraza en el Grupo de los «acorazados»,
y la carencia de esta estructura, en el Grupo de los «desnudos». La
teca estd compuesta de celulosa, callosa y pectina. Esta teca se
muestra generalmente como un poliedro formado por placas solda-
das entre si, y con una forma de caja bivalva unida por una sutura
ecuatorial. Estas placas suelen estar ornamentadas y perforadas,
proporcionando caracteres taxonémicos para su clasificacién. Las
formas desnudas carecen de esta coraza y sus modalidades. La ter-
minologia estd basada en la forma ovoide de los dinoflagelados. El
polo mas aguzado es el apex, y el opuesto el antapex. La valva del
apex es el epicono o episoma y la del antapex, el hipocono o hiposo-
ma. Un surco transversal ecuatorial o cintura divide al dinoflagela-
do en dos mitades. Un segundo surco, longitudinal, perpendicular
al de «cintura», se extiende desde ésta hasta el antapex. En el cru-
ce de estos dos surcos se implantan dos flagelos, uno de cintura, que
no emerge y otro, el del surco longitudinal, que rebasa libremente
el antapex. En el citoplasma maés externo, el ectoplasma, se encuen-
tran los cloroplastos, de color verde amarillento, que hace que es-
tos organismos unicelulares se clasifiquen entre las algas y no en-
tre los protozoos donde han estado ubicados mucho tiempo. Como
formas de transicién «alga-protozoo» se clasifican como Phytoflagel-
lata. En condiciones normales de luminosidad se comportan como
fotosintéticos; en condiciones de profundidad puede comportarse
como predadores fagocitarios, e incluso nutrirse por mecanismos os-
moéticos. Los dinoflagelados se dividen sexual o asexualmente, y por
medio de quistes. En la reproduccién no sexuada el dinoflagelado
se divide transversalmente y las dos mitades restauran su membra-
na y su teca en el caso de los acorazados. La reproduccién sexua-
da, por medio de las dinosporas como gametos no ha sido confir-
mada. En circunstancias adversas forman quistes, que pueden ser
temporales (ecdisales, pelicula) o quistes verdaderos (permanentes,
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hipnozigotes o hipnoquistes). Estos ultimos permanecen sine die en
los fondos marinos, en espera de su reactivacién por factores des-
encadenantes, para rebrotar en algin momento impredecible como
marea roja.

La biomasa fitoplancténica, constituida por los productores pri-
marios fotosintéticos del océano, es productora de una compleja
variedad se sustancias extracelulares, ademas de sus propios produc-
tos de catabolismo, que llegan a formar parte del complejo ambienta
de nutrientes, quelantes, aceleradores o inhibidores del crecimiento
y toxinas, que en conjunto favorecen el crecimientos de unas espe-
cies y dificultan la proliferaciéon de otras. Estas moléculas activas,
son conocidas como «ectocrinas o «exocrinas», en general con pro-
piedades antimicrobianas y toxinas que se liberan a la rotura y
muerte de su portador. De todas estas sustancias las méas significa-
tivas desde el punto de vista médico, sanitario y econémico son las
toxinas, pues inciden negativamente sobre la biomasa marina de
interés comercial y puede afectar en su salud al hombre y a comu-
nidades més o menos amplias a través de la cadena alimentaria. Las
toxinas de dinoflagelados se encuentran entre las no proteicas mas
poderosas, conocidas hasta el momento.

Las consecuencias de las «mareas rojas» son habitualmente ca-
tastréficas, como la mortalidad masiva de peces y otros organismos
de habitat marino. La liberacién de moléculas téxicas de dinoflage-
lados, puede producir un verdadero «desierto biolégico». El contacto
del hombre con «marea roja» toxigenica o la ingestién alimentaria
de moluscos transvectores de estas toxinas son causas de afectacion
de la salud humana.

Los cuadros clinicos debidos a toxinas de dinoflagelados se agru-
pan en dos grandes sindromes: «las intoxicaciones por moluscos» en
sus versiones «paralitica», «neurotoxica», «diarreica», simil diarrei-
ca» y «amnesica», adquiridas por el consumo de moluscos filtrado-
res como almejas, ostras y mejillones, ubicados en el seno de una
«marea roja» y que han filtrado grandes dosis toxinas al ingerir
masivamente los dinoflagelados del plancton. Estos moluscos se co-
nocen como tranvectores primarios, por ser consumidos por el hom-
bre. Un segundo grupo estd representado por las mareas rojas cau-
sadas por un dinoflagelado desnudo, como es Ptychodiscus brevis,
que puede ser trasmitido por via alimentaria a través de malucos,
o tras su muerte masiva, ser inhaladas las toxinas por aerosoles del
oleaje, o conjuntivitis y dermatitis de contacto al bafnarse en esta
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agua cargadas de toxinas; un tercer tipo de intoxicacién alimenta-
ria, producida por dinoflagelados epifitito, Gambierdiscus toxicus,
que es la «ciguatera», una de las mas apasionantes intoxicaciones,
por su historia, sus repercusiones sociales y econémicas, y su coste
médico y preventivo. Otras intoxicaciones relacionadas, menos fre-
cuentes, o mas recientemente descritas, serdn consideradas o rese-
fiadas aqui. Un dltimo grupo estaria representado por las Cianobac-
terias, o algas verde-azules, fotosintéticas, marinas, terrestres o
dulceacuicolas. Varias especies de habitat costero o de estuario son
productoras de moléculas neurotéxicas o hepatotéxicas, que estan
tomando un creciente predicamento de nuevo riesgo, si bien méas en
las especies de aguas dulces estancadas, que en las mas libres aguas
costeras marinas. Las «mareas rojas» pueden ser ictitoxicas», que
producen mortalidad masiva de peces, antropotdxicas, que afectan
al hombre, o ictioantropotoéxicas, que afectan ambos. Las mareas
rojas no toxigénicas, pueden igualmente producir mortalidad masi-
va de peces, por causas mecanicas, como el bloqueo de las branquias
para la captacién de oxigeno, lo que conduce a la muerte por as-
fixia, o por la deplecién del O, disuelto en el agua, consumido para
la mineralizaciéon de la materia organica muerta del «bloom algal»,
lo que equivaldria a la muerte por anoxia.

CUADROS CLINICOS DE INTOXICACION POR MOLUSCOS

Intoxicacién paralitica por moluscos - Paralytic Shellfish Poiso-
ning (PSP) / Mitilotoxismo - Saxitoxismo

El enrojecimiento del mar, con mortalidad masiva de peces e in-
toxicacién del humano, tiene antecedentes muy antiguos, que justi-
ficarfan fenémenos de dificil explicacién. Nos referimos a la prime-
ra plaga de Egipto, descrita en el Exodo. Al Mar Rojo, que recibe ese
nombre por adquirir ese color con motivo de mareas rojas. El Mar
Bermejo de Cortés, en América, y las descripciones de Bralop en Alas-
ka en 1799. En Europa, la historia se inicia en 1885-1886, con el brote
de intoxicacién de Wilhemshaven, en Alemania, ocasionado por el
consumo de mejillones, y estudiado por el patélogo Virchow, y des-
crito con el nombre de «mitilotoxismo», de Mytilus edulis, el meji-
ll6n. M4s tarde, con grandes intervalos de tiempo, se describe en Oslo
(Noruegas) en 1902; en Calais (Francia) en 1907; en Bélgica en 1939;
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en Inglaterra en 1968, y en Galicia (Espafia) en 1976. Las toxinas de
esta intoxicacién es conocida actualmente como «saxitoxina», de la
almeja Saxidomus giganteus, transvector caracteristico en USA, don-
de se identificé la toxina y su estructura quimica.

Los transvectores maés significativos epidemiolégicamente son los
bivalvos filtradores, que acumulan grandes dosis de toxinas al cap-
turar como alimento las algas del bloom. Los mejillones alcanzan
una toxicidad muy superior a la alcanzada por las ostras en las
misma aguas.

Las toxinas de PSP son reconocidas por diversos nombres de gru-
pos quimicos, como Gonyautoxinas GTXI — GTXIV, Neo-STX, Car-
bamoyl-PSP-TXs, Decarbamoyl-PSP-TXs, o la denominacién de con-
junto, PSP-toxinas. Todas ellas representan variaciones moleculares
de la molécula de referencia, Saxitoxina. La Unidad Toxica de STX
es la MU (Mouse Unit), equivalente a la DL50, determinada por via
i.p. en el ratén de 20 gr de peso, que produce la muerte por para-
lisis en 15 minutos.

En los transvectores primarios, las toxinas producidas natural-
mente por el dinoflagelado responsable son modificadas molecular-
mente, siendo la toxicidad la suma de las distintas toxicidades de
cada molécula. Las PSP-toxinas pueden acumularse en el biota ma-
rino por bioacumulacién y biomagnificacién a través de la cadena
alimentaria.

Las PSP-Toxinas se presentan al menos en 20 formas molecula-
res relacionadas, siendo las mas toéxicas las forma «carbamato —
toxinas», como las «saxitoxina» y «goniautoxinas», seguidas en toxi-
cidad por el grupo de las «decarbamoil — toxinas», y finalmente por
las «N-sulfocarbamoil — toxinas».

Las PSP-Toxinas son neurotoxinas de accién rapida que inhiben
la transmisién del impulso nervioso por bloqueo de los canales de
sodio. Estas toxinas pueden conducir a parilisis respiratoria y muer-
te en pocos minutos o en pocas horas. Los dinoflagelados relacio-
nados con el PSP pertenecen a los géneros Alexandrium spp. (ex
Gonyaulax o ex Protogonyalulax), principalmente.

Aspectos médicos de la PSP

La clinica de la PSP es caracteristica: Comienzo en 30 minutos
después la ingesta de los bivalvos transvectores. Apariciéon de pares-
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tesias circumorales, extensiéon a cara y extremidades. Trastornos
respiratorios, paralisis progresiva y respiratoria, y muerte. El trata-
miento es sintomético y de mantenimiento, desde el lavado gastri-
co precoz a la respiracién asistida. Si se consigue supervivencia
durante 24 el pronéstico es favorable.

Las especies mas representativas de la PSP son el Alexandrium
catenella en las costas de California, Pacifico USA y Alaska. Alexan-
drium tamarensis en el Atlantico USA y Europa. En el brote de ori-
gen gallego de 1976 se contabilizaron un total de 130 casos, que
fueron diagnosticados, por exportacién de mejillones gallegos, a
Francia, Suiza, Alemania e Italia, y a Espafia. En ésta, dos brotes
mas discretos tuvieron lugar en los afios 1993 y 2000, y en otros se
ha vedado la recoleccién de moluscos.

Este brote fue motivo para adoptar medidas comunitarias de
control de toxicidad en los moluscos de consumo y normas de vi-
gilancia del fitoplancton costero para detectar el potencial inicio de
una marea roja.

La eliminacién o depuracién de las toxinas en los moluscos
transvectores varia con las especies, siendo rdpida en los mejillones,
como Mpytilus edulis, y lenta en las «veneras», como Placopecten
magellanicus, de semanas en el primer caso y de meses o afnos en
el segundo. Los mejillones eliminan solo el 50% de su toxicidad en
unos 12 dias pero retienen una toxicidad residual durante largo
tiempo. Las normas reguladoras de control sanitario admiten con-
centraciones de 80 ug por 100 gr. de carne comestible del molusco.
Las conservas de mejillones, especialmente en salsas alcalinas, dis-
minuyen la toxicidad por el autoclavado y la alcalinidad, y la eli-
minacién del agua de coccién, que elimina la toxina hidrosoluble,
pero siempre queda toxicidad residual.

Intoxicaciéon Neurolégica por Moluscos - Neurologic Shellfish
Poisoning (NSP)

Es la segunda forma descrita de intoxicacién por moluscos. Pro-
ducida por el dinoflagelado no tecado, conocido en su zona endé-
mica como «Florida Red Tide organism», recientemente rebautiza-
do como Karenia brevis (ex Ptychodiscus brevis; ex Gymnodinium
breve), sus brotes son caracteristicos en el Golfo de Méjico, costa
Oeste de La Florida y el Caribe. A veces afecta a la costa Atlantica
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de Florida hasta Carolina del Norte. Es una especie ictio y antro-
potoxica, que afecta a la Salud Publica y la economia playera de las
costas afectadas por la muerte masiva de peces, por el riesgo de
intoxicacién tras el consumo de moluscos transvectores, y por la
irritaciéon cutdneo-mucosa (dermatitis, conjuntivitis) o trastornos res-
piratorio por inhalacién de aerosoles producidos por el oleaje y los
vientos, cargados de toxinas. Las toxinas de esta especie se conocen
genéricamente como Brevetoxinas (PbTXs), que son neurotoxinas
liposolubles liberadas al medio marino al destruirse masivamente la
biomasa especifica ocasionada por el «bloom». Las brevetoxinas A
y B tienen una estructura de poliéter ciclico.

Aspectos médicos de la NSP

La sintomatologia es superponible a la del PSP, en el caso de la
ingestiéon de moluscos filtradores residentes en las aguas afectadas
por la «marea roja», con parestesias orales centrifugas, quemazén
de mucosas, sensaciones térmicas alteradas, nauseas, diarreas, do-
lor abdominal, incoordinacién motora, calambres, paresias, midria-
sis y, excepcionalmente, paralisis respiratoria y muerte.

El bafio en estas aguas cargadas de toxinas produce dermatitis
e irritacién de mucosas, especialmente conjuntivitis, y trastornos
respiratorios por la inhalacién de aerosoles provocados por el olea-
je y los vientos de las aguas costeras. Los aerosoles provocan a dis-
tancia la mortalidad de peces de acuarios y de alguna forma la
muerte de manatfes.

Intoxicacién Diarreica por Moluscos - Diarrhetic Shellfish
Poisoning (DSP)

Se trata de un sindrome gastrointestinal humano, ocasionado por
la ingestién de bivalvos portadores de toxinas producidas por los
dinoflagelados Prorocentrum lima, P. concavum y P. hoffmannianum
y Dinophysis acuta, D. fortii y D. acuminata, productores de toxinas
liposolubles de estructura poliéter ciclico cuya molécula bésica es el
acido Okadaico, y sus variantes, en conjunto conocidas como «din-
ofisistoxinas» DTXs 1 — 5 y otros derivados como los dioles o los
sulfatos, hidrosolubles. Los trasnvectores son moluscos bivalvos,
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especialmente el mejillén. Las pectenoxinas y yessotoxinas estan
también relacionadas con los cuadros diarreicos. El acido okadaico
se aislé inicialmente de la esponja Halichondria okadaii. Es un in-
hibidor muy potente de las proteinas fosfatasa 1 y 2* y un efecto
importante de promotor tumoral.

El cuadro clinico se inicia entre 30 minutos a 5 a 6 horas des-
pués de la ingestién de los moluscos, con vémitos, diarreas y dolor
abdominal. La recuperacién se produce en dos dias. Mas reciente-
mente se atribuye a las dinofisistoxinas un efecto promotor cance-
rigeno. La incidencia de brotes de intoxicacién diarreica por molus-
cos por su distribucién geografica ha sido descrita en Japén,
Norteamérica y Europa. En nuestro continente ha afectado en los
dltimos afios a Noruega, Irlanda, Espafa y Portugal. El brote espa-
fiol se inicia por el consumo de mejillones de origen gallego, con
una DL50 oral para el ratén de 160 m dg/kg en 24 horas, con dia-
rrea constante. En Murcia, en 1981, la DSP afect6 a 3.500 perso-
nas, con diarreas, dolores célicos y vomitos. El periodo de comien-
zo del cuadro vari6 entre 5y 12 horas.

Diarrhetic Shellfish Poisoning - Like (DSP-like)
Azaspiracid - Shellfish Poisoning (AZP)

Es un cuadro similar al anterior, pero el estudio de la toxicologia
demuestra que la toxina es distinta. Inicialmente se describe por Sa-
taka et al., 1998a) una denominada provisionalmente «Fraccién K» y
poco después los mismos autores (1998b) describen la nueva toxina
que denominan Azaspiracid, con estructura basica poliéter ciclico,
cuya toxinogénesis es incierta. En la costa oeste de Irlanda, en 1995
se describié un brote de una intoxicacién por consumo de mejillones,
que cursa con un cuadro diarreico, grave en este caso, con niuseas,
vémitos y dolor abdominal. El test ratén no fue el tipico de la DSP,
pues los ratones presentan una sintomatologia neurolégica grave que
causa la muerte tan precozmente como en 20 minutos.

Intoxicaciéon por Pfiesteria piscicida

Una de las ultimas aportaciones a la toxicologia marina por
«mareas rojas» o «HABs» estd representada por el extraiio dinofla-
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gelado Pfiesteria piscicida, relacionado entre 1991-1998 con morta-
lidad masiva de peces en la Escuela Veterinaria de Carolina del
Norte, en la Costa Atlantica de USA. El ciclo biolégico de P. pisci-
cida es muy complejo, de al menos 24 estadios evolutivos. Se ali-
menta desde bacterias a vertebrados, segiin la disponibilidad de ali-
mentos presentes y el estadio del ciclo. Puede aumentar su volumen
somatico mas de 125 veces en unos diez minutos en algunos mo-
mentos del ciclo. En su estado habitual, P. piscicida no es toxigéni-
ca y se nutre de algas y bacterias. El estado toxigénico se origina
por la presencia de cardimenes de peces, cuyas secreciones y he-
ces inducen al dinoflagelado a su estado fagocitario bajo la forma
ameboide de su ciclo. La proliferacién masiva de Pfiesteria piscici-
da y de otras especies conocidas provisionalmente como Pfiesteria
— like, parece condicionada por la abundancia de nitrégeno y fés-
foro, aportados por aguas residuales, abonos agricolas, aguas indus-
triales, granjas avicolas y porcinas préximas, que vierten en las cos-
tas y eutrofizan los estuarios, y propician la proliferacién masiva de
otras algas que servirdan de alimento a Pfiesteria, que a su vez pro-
ducira su propio bloom, y atacan a los bancos de peces de los es-
tuarios afectados. La toxina mata larvas de moluscos e impide ce-
rrar las valvas a la «vieiras», facilitando su predacién; impide la
eclosién de huevos de peces y mata los peces adultos de la zona.
Estas caracteristicas representan una enorme pérdida de recursos
econémicos de origen marino valorados en muchos millones de
doélares.

Cuando Pfiesteria piscicida es estimulada a adoptar su fase toxi-
genica, las toxinas liberadas al medio acuatico provocan en los pe-
ces incoordinacién natatoria y aletargamiento, afectan a la piel y les
produce lesiones y llagas sangrantes. En dos ingeniosas afirmacio-
nes se ha descrito este comportamiento: «Pfiesteria piscicida no sélo
mata a los peces, se los come» y Pfiesteria en su estadio toxigenico
es «un asesino muy eficaz». Los peces afectados por la toxina ma-
nifiestan una disminucién significativa de la respuesta inmune, en-
contrandose en la necropsia infecciones y lesiones en rifiones, ce-
rebro, higado y pancreas.

De otra parte, las personas expuestas a Pfietseria en la naturaleza,
experimentan sintomas de intoxicacién. En buceadores, nadadores,
pescadores, que contactan con aguas en las que prolifera Pfiesteria,
muestran trastornos respiratorios, dolor de cabeza, cambios de hu-
mor, dolores articulares y musculares, desorientacién y pérdida de
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memoria. En los tres brotes de 1997, que obligaron a cerrar la Bahia
de Cheesapek, en Maryland, los pescadores fueron los mas afectados,
relatando desorientacién en aguas que conocian bien, trastornos del
equilibrio y falta de concentracién. La recuperacién de la normalidad
requirié meses, segun la gravedad del cuadro agudo. En el hombre las
toxinas parecen actuar por inhalacién de aerosoles de las aguas con-
taminadas, o por contactos con ellas, vias ambas no habituales en la
epidemiologia de los dinoflagelados toxigénicos, con la excepcién de
Karenia brevis (ex Ptychodiscus brevis) en la «intoxicacién neurotoxi-
ca por moluscos». Esta sintomatologia puede establecerse en uno po-
cos minutos, con quemazén en los ojos, respiraciéon entrecortada, in-
coordinacién motora, fallo de las piernas, y nauseas. La pérdida de
memoria puede llegar a sospechar un diagnéstico de Alzheimer, con
recaidas aun después de alejarse de la fuente de la toxina. La des-
orientacion de los pescadores se estimé que ponia en peligro la nave-
gacién en las aguas en las que habian faenado toda su vida.

En los estanques de la Escuela de Veterinaria, donde se identi-
ficé la relacion Pfiesteria y mortalidad de peces, el aire acondicio-
nado vehicul6 la toxina a otras zonas, afectando al personal. Igual-
mente deja una predisposicién a las infecciones respiratorias, incluso
neumonias de repeticiéon. Paraddéjicamente las toxinas no han sido
identificadas aun, se les supone un caracter volatil, o una precaria
estabilidad quimica en el medio, lo que dificulta su estudio. Algin
autor reciente ha sefialado que el receptor de la toxina de Pfiesteria
piscicida a nivel de los neurotransmisores parece ser la NMDA o N-
Methyl-D-Aspartato.

El riesgo de inhalacién de la toxina es tan elevado que requiere
normas de seguridad del Tipo III, mas alto aun que el exigido para
la manipulacién del HIV. Trajes herméticos, con aportaciéon de aire
purificado del exterior. Para la manipulaciéon de peces afectados o
de aguas contaminadas, es preceptivo el uso de guantes de goma.
Pfiesteria piscicida ha dado lugar a tantas publicaciones médicas o
sanitarias, como de especializacién psiquidtrica o psicoldgica.

Intoxicaciéon Amnésica por Moluscos - Amnesic Shellfish Poiso-
ning (ASP)

Se trata de una nueva intoxicacién alimentaria de origen mari-
no, en este caso producida por la diatomea Bacillariophyceaae, Pseu-
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donitzschia pungens, causante de «blooms algales» a favor de la
contaminacién costera. Ademas de la contaminacién de alimentos de
origen marino, estos organismos han sido involucrados en mortali-
dad de animales y del hombre. Los «blooms» de Pseudoniztschia tie-
nen lugar habitualmente en régimen de poca luminosidad, cuando
la temperatura del agua estd bajando y en un amplio rango de sa-
linidad. La molécula toxica recibe el nombre de dcido domoico, un
aminoacido hidrosoluble, relacionado con el acido kainico, antihel-
mintico aislado del alga roja Digenea simplex, y el acido glutdmico,
cuya produccién esta relacionada con la disponibilidad ambiental de
silice, fésforo, nitrégeno y trazas de hierro. La funcién o funciones
del acido domoico en el alga productora no es bien conocida, aun-
que podria tener alguna relacién con la captacién de metales tra-
zas en las aguas. Por otra parte, no todas las cepas de Pseudonizts-
chia son productoras de acido domoico o no lo producen en la
misma cantidad. El 4cido domoico fue identificado en 1991, y se
aislé inicialmente de la macroalga Chondria armata. El 4cido domoi-
co puede encontrarse no solo en los moluscos sino también en pe-
ces y crustaceos. La detoxificacion es rapida en los mejillones, pero
las «navajas» Siligua patula del Pacifico norteamericano es capaz de
acumular la toxina ambiental con especia selectividad.

La «intoxicacién amnésica por moluscos» fue informada por
primera vez en Noviembre de 1987 en Canad4, con 153 casos, y méas
tarde se convertiria en un problema en Washington y Oregén en
USA donde blooms de Pseudoniztschia sp. han tenido lugar. Se acep-
ta que el acido domoico pasa la barrera hematoencefélica y produ-
ce un dafio permanente que da lugar a amnesia préxima. Actualmen-
te esta sustancia es objeto de investigacién en todos los moluscos
exportables en la CEE, mediante cromatografia HPLC, méas por ra-
zones comerciales y a exigencias de Japén, que por antecedentes o
casuisticas en las costas comunitarias.

El cuadro clinico se inicia con diarreas y signos neurolégicos, que
en algunos afectados pueden ser graves y permanentes y en ocasiones
letales. Los sintomas agudos se inician en unas pocas horas y hasta
48 horas después del consumo de los moluscos transvectores.

El 4cido domoico acttia como un potente excitador neurotrans-
misor, y al igual que sus andlogos, los acidos kainico y glutdmico,
se fija en los mismos receptores del cerebro humano, y su toxici-
dad es potenciada por la presencia de estos dos andlogos en los
tejidos de los moluscos transvectores en los cultivos de neuronas.
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El cuadro clinico estd representado sintoméaticamente por vémi-
tos (76 %), retortijones de estémago (50 %), cefalalgia (43 %), pér-
dida de memoria préxima (25 %) y diarreas (4 %). En la fase agu-
da, cefaleas, hiporeflexia, hemiparesia, oftalmoplejia, confusién y
desorientacién y coma. A veces arritimia cardiaca y abundantes se-
creciones respiratorias. En casos de autopsia en fallecidos por esta
causa, se detecta necrosis neuronal en hipocampo y amigdala. La
recuperacion de esta sintomatologia es lenta, durando hasta cuatro
y ocho meses, con recurrencias. Fisiopatolégicamente, el acido do-
moico parece actuar sobre las neuronas motoras del asta anterior
de la médula espinal, y sus axones motores. El tratamiento es sin-
tomatico y de mantenimiento.

La patogenia que afecta a la memoria estaria relacionada por la
afinidad del acido domoico por los receptores del acido glutdmico
en el SNC, especialmente en las neuronas del hipocampo en ntcleos
donde se procesa la memoria. Mantiene abiertos los cany actia
como una excitotoxina. Esta activacién permite la entrada de Ca**
en las neuronas, produciendo dafio en sus funciones. La destruccién
estas neuronas puede dejar dafos irreversibles que incapacitan per-
manentemente a las personas afectadas.

El 4cido domoico es termoestable y no se inactiva por los trata-
mientos térmicos culinarios, por lo que no debe confiarse en este
proceder como garantia de inocuidad.

Este grave riesgo ha inducido a la préctica de anélisis sistema-
ticos de los moluscos destinados a la alimentacién humana o ani-
mal para detectar la eventual presencia de acido domoico en sus
tejidos y adoptar las medidas preventivas procedentes. Los métodos
analiticos son los bioensayos en el ratén, o la deteccién instrumen-
tal del 4cido domoico y de sus isémeros mediane HPLC, o Espec-
trometria de Masas

En California, en 1998 se encontré acido domoico en las an-
choas, que fueron responsables de la muerte de cientos de leones
marinos. Hay fundamentos para atribuir ciertos comportamientos
desordenados en las aves marinas al comer peces portadores de esta
toxina. En 2002 hubo un brote téxico en Washington que impuso
una cuarentena al marisqueo recreativo en las costas afectadas. En
Espana ha sido identificada la Diatomea Pseudonitzschia australis
relacionada con algunos focos de toxicidad en las costas de Galicia
y Andalucia, detectados desde 1995.
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Heterosigma akashiwo

Este alga Raphydophyceae del NE del Pacifico de USA y Cana-
d4, ha entrado en el concierto de los «blooms algales» y de la toxi-
cologia marina, desde 1960 hasta hoy,. en que se sigue teniendo en
consideracién esta nueva plaga. Es la causa de mortalidad masiva
de salmones criados en jaulas oceénicas, con pérdidas de millones
de ddlares como consecuencia. Se atribuye estos blooms a la cria
intensiva en espacios reducidos, donde las secreciones y deyeccio-
nes de los peces crean un ambiente propicio a la proliferacién se-
lectiva de Heterosigma akashiwo y su comportamiento letal sobre los
salmones. Un fago que afecta a Heterosigma esta siendo estudiado
para su uso en el control de este problema. No se ha descrito la
afectacién humana por esta causa, pero la pérdida econémica y la
inutilizacién de un alimento proteico de reconocido valor bromato-
logico y alimentario si afecta indirectamente a la poblacién poten-
cialmente consumidora del mismo.

Ciguatera

La «ciguatera» es una intoxicaciéon alimentaria consecutiva al
consumo de pescados habitualmente comestibles e inocuos en las
distintas costas maritimas, y que en determinadas circunstancias, sin
signos ni sintomas de enfermedad en el pez, se vuelven téxicos e
inadecuados para el consumo. Estos pescados se denominan cigua-
tos, enciguatados o ciguatéxicos, segtin la terminologia vulgar y cien-
tifica, respectivamente. La adquisicién de la toxicidad no depende
del pez sino de las condiciones ecolégicas de la zona. Se trata de
una entidad clinica de importancia por su gravedad, y de trascen-
dencia sanitaria y econémica por afectar imprevisiblemente a pobla-
ciones amplias en las zonas endémicas, insulares o costeras, cuya
fuente proteica es fundamentalmente la pesca. Su distribucién geo-
gréafica corresponde fundamentalmente a las zonas tropicales y sub-
tropicales de los distintos mares y océanos, con particular inciden-
cia en las Islas del Caribe y del Pacifico, donde tienen una amplia
tradicién mitica, histérica y cientifica, y una gran repercusién en la
salud publica y la economia pesquera. Clinicamente la «ciguatera»
se reconoce hoy como una enfermedad caracterizada fundamental-
mente por la presencia de sintomas gastrointestinales, neurolégicos,
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y a veces dermatolégicos, producida por la ingestién de peces cigua-
tos o enciguatados.

La primera cita de esta enfermedad, no de su nombre actual, que
aparece mucho mas tardiamente, se debe a Pedro Martyr de Angleria
(Arona, Italia 1459 — Granada, 1526) médico y humanista italiano al
servicio de Esparia, a la que llega traido por el Conde de Tendilla en
1487, entrando al servicio de los Reyes Catdélicos primero, y de Car-
los V después. En de Orbe Novo Decadas, publicada en Alcala en 1530,
donde recoge toda la informacién de los descubridores del Nuevo
Mundo, aunque él no estuvo en esas tierras. En el describe la cigua-
tera, en las costas insulares del Caribe, donde se reconoce como una
intoxicacién adquirida por consume de grandes peces predadores,
como las barracudas o picudas (Sphyraena sp.), que a su vez se supo-
nia que habian adquirido la toxicidad comiendo los frutos caidos al
mar desde un arbusto costero conocido por los espafioles como «man-
zanillo venenoso», por ser sus cualidades negativas conocidas por los
autdctonos. La teoria alimentaria se inicia aqui. Persistira por muchos
afios, y se describira por Antonio de Ulloa (Sevilla, 1716 - San Fernan-
do, Cadiz, 1795) en su relacion del viaje realizado a América, publi-
cado en Madrid en 1772. Y serda comentada por Antonio Parra en su
obra sobre los peces del mar cubano, publicada en La Habana en
1787, mas tarde por Felipe Poey y Aloy (La Habana, 1799-1891), que
habla de la pesca «ciguata» en Cuba, sus cuarentenas y prevenciones
y revisa las diversas etiologias consideradas previamente, si bien con-
sidera al pescado ciguato como un perro rabioso, pues en esta épo-
ca la rabia se consideraba como un envenenamiento del perro que
transmitia al hombre por la mordedura.

Hoy sabemos que la «ciguatera» es una intoxicacién por peces
ciguatos. Esta condicién se adquiere a través de la cadena alimen-
taria de los peces, iniciada en los herbivoros que se alimentan so-
bre algas superiores colonizadas masivamente en su superficie por
un dinoflagelado epifitico marino, descubierto por Adachi y Fuku-
yu en 1978 en la Isla de Gambier, en la Polinesia francesa. Desde
1530 en que se habla de esta enfermedad en Espana hasta 1978 no
se aclarara la etiologia, lo que representa 450 afios de observacion
e investigacion.

La epidemiologia hoy esta clara. Ciertas circunstancias ambien-
tales dan lugar a la proliferacién masiva del dinoflagelado epifitico
Gambierdicus toxicus sobre algas superiores. Esta proliferacién no
es detectada como «marea roja» y pasa desapercibida, hasta que la
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pesca, hasta entonces inocua, se muestra téxica dando lugar a los
primeros casos de ciguatera en un area costera hasta ese momento
exenta. El que los peces carnivoros de mayor tamano sean los mas
peligrosos se justifica porque en la cadena alimentaria desde los
herbivoros, hasta los predadores mas terminales, las dosis acumu-
ladas de toxina son mas importantes.

Aspectos médicos de la ciguatera

La sintomatologia clinica de la ciguatera en el hombre es muy
variable. Los cuadros sindrémicos mas caracteristicos son el neuro-
légico, el gastrointestinal, el cardiovascular y el dermatolégico, que
pueden compartir sintomatologia en un mismo afectado. En el cua-
dro neurolégico, las parestesias son el sintoma inicial en la mayo-
ria de los casos, acompanadas de mialgias, disestesias, ataxia, pru-
rito, vértigo, calambres musculares e hiperestesia superficial. Los
sintomas neurolégicos son los mas persistentes y duran varios me-
ses, hasta 20 afios, segtin la observaciéon popular en las dreas endé-
micas. El cuadro gastrointestinal incluye diarreas, vémitos, dolor
abdominal, y s6lo dura unos dias. Los cuadros cardiovasculares son
propios de los casos graves y se manifiestan por bradicardia e hi-
potensién. Los cuadros de predominio dermatolégico constan de
prurito y reacciones cutdneas, frecuentes en los casos de ciguatera
en las islas del Océano Pacifico. No existe terapéutica especifica, y
casi todo lo que se puede hacer es un tratamiento sintomaético y de
mantenimiento. La inyeccién i.v de una solucién de manitol es un
recurso valioso recomendado.

Las toxinas de ciguatera o ciguatoxinas (CTXs) son liposolubles,
impregnan musculatura y visceras de los peces ciguatos. Se trata de
una toxina poliéter ciclico. Ademas suelen encontrarse «unas toxi-
nas acompafantes» la Maitotoxina (MTX), hidrosoluble, que suele
encontrarse en el tracto digestivo de los «peces cirujano», la Scari-
toxina (STX), encontrada en lo Scaridae o «peces loro», y el acido
Okadaico producido por el dinoflagelado Prorocentrum spp., impli-
cado en la intoxicacién diarreica por moluscos. Gambierdiscus toxi-
cus produce Gambiertoxina (GTX), precursor de la «ciguatoxina
(CTX) y Maitotoxina (MTX), la toxina marina mas potente. La pro-
porcién de cada una de estas toxinas justificaria la dominancia de
una u otra sintomatologia, en cada caso.
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La Medicina Preventiva de la ciguatera es dificil, pues no se
puede analizar pez a pez la captura pesquera de cada jornada. Para
peces grandes, los méas peligrosos a este respecto, pueden investigar-
se con algunos recursos inmunolégicos comercializados. Lo més
seguro es el muestreo de la pesca en laboratorios de referencia hasta
que la zona deje de estar ciguata, y en tanto ocurre, establecer una
vigilancia y cuarentena de la pesca. Los tratamientos culinarios no
inactivan las toxinas implicadas en la ciguatera.

Cianobacterias

Las cianobacterias (Cyanobacteria) o algas verde-azuladas, son
bacterias verdaderas, fotosintéticas, que forman parte de bacterio-
plancton marino donde se comportan también como fitoplancton y
productoras autétrofas primarias de materia orgéanica y de oxigeno.
Pueden encontrarse distribuidas mundialmente en tres habitats fun-
damentales: en las aguas dulces, en tierras y en el mar. Al igual que
otro fitoplancton puede ser causas de explosiones o blooms que
normalmente se manifiesta por el color verde de las aguas, especial-
mente en estanques, charcas y depésitos cerrados de agua. Las cia-
nobacterias de hébitat marino o de estuario también pueden ser
«causa de blooms», quiz4 menos manifiestamente, dada la mayor
masa de agua y su movimiento constante. Actualmente hay una gran
preocupacién por la proliferacién masiva de cianobacterias toxigé-
nicas en aguas dulces relacionadas con el aprovisionamiento huma-
no, directo o indirecto, y son numerosas las publicaciones a este
respecto. En el medio marino y de estuario también puede ocurrir
este fenémeno, incluso con afectacién humana, especialmente por
ingestiéon de moluscos filtradores de estas bacterias fotosintéticas con
capacidad toxigénica También puede actuar sobre la piel humana
por contacto durante bafios u otra relacién directa con las aguas.
Este es el caso de la cianobacteria Lyngbya majuscula, que crece
sobre rocas en mares tropicales y puede causar ampollas graves, si
consigue penetrar entre la piel y el traje de buceo. Actualmente se
consideran las especies marinas mas representativas en los géneros
Lyngbya v Nodularia. La especie Lyngbya majuscula es productora de
varias toxinas, como la «debromoaplysiatoxina», la «aplisia toxina»
y la lyngbya A toxina», que son causa de dermatitis y promotores
tumorales. La especie Nodularia spumigena es la primera cianobac-
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teria reconocida como causa de muerte de animales (Francis, 1878)
La toxina, denominada «nodularina» es un pentapéptido ciclico
hepatotéxico, que induce hemorragias masivas en el higado de los
mamiferos y causa lesiones hepéticas alterando su estructura. Pro-
duce «blooms» que afectan a peces y cangrejos.
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INTERVENCIONES
Prof. Rey Calero

Quiero felicitar, ante todo, a los dos ponentes de hoy porque
realmente nos han hecho un bello recuerdo de Cadiz y recordar
también con esta densa y profunda exposicién que nos ha hecho el
Prof. Mira de este problema, la marea roja, que a veces la sufrimos,
que es extraordinariamente téxica; en fin, ha sido un placer haber-
les escuchado a los dos. Uno recuerda aquello de Alberti: «dame, oh
mar, la sutileza, la gracia de tu ritmo renovado». Realmente habéis
puesto la sutileza, la gracia de este ritmo gaditano. Al Prof. Mira le
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quiero decir que juntos aprendimos muchas cosas y que lo que se
aprende de joven toda la vida dura.

Prof. Pérez Pérez

En primer lugar, mi felicitacién al Prof. Mira por esta magnifi-
ca conferencia que me ha interesado mucho, precisamente en este
momento histérico en que estamos muy preocupados por la calidad
y seguridad alimentaria. Yo soy veterinario y me pill6 este tema muy
hondo en 1976 en la Direccién General de Sanidad; tuve la oportu-
nidad de crear la Subdireccién General de Veterinaria y Salud Pua-
blica y tuvimos un problema gravisimo con la mitilitoxina. No hay
que olvidar que Espana es el pais mas exportador de bivalvos, jun-
to con Italia y Bélgica, concretamente mejillones. Este problema es
muy grave, aunque bien es cierto que no es mortal, determina unos
sintomas enormemente alarmantes y la gente queda muy preocupa-
da. Recuerdo que aquel problema surgié cerca de Navidades, se
suspendié toda la exportaciéon y tuvimos que hacer una cadena es-
pecial y hoy, con la experiencia que hemos adquirido de esta miti-
litosina, se crearon las depuradoras de bivalvos, que consiste en que
este material se consumen previamente empaquetados en unas re-
des que se tienen en las depuradoras, donde pasan varios dias con
agua dulce en virtud de la cual van eliminando la toxina y se libe-
ran, pero antes, en cada uno de los ingresos se hace el macerado
de un material, y sabemos de su toxicidad. Es tremendamente gra-
ve y es muy posible que los clinicos en algin caso puedan confun-
dir alguno de estos sintomas, porque son muy duraderos, pudiendo
ser una neuralgia, una paralisis, escozor bucal...

El problema es econémico, sanitario y muy importante. Gracias
a las depuradoras de moluscos, que hoy existen en todos los luga-
res donde se recolectan éstos, el problema practicamente ha despa-
recido. Hay un tema curioso, todos los peces que mueren intoxica-
dos son consumidos por las aves y, sin embargo, es bien sabido que
estas aves acuaticas que comen peces tienen unas glandulas en el
origen de las fosas nasales que eliminan la sal, de tal forma que la
sal, a la que las aves son enormemente sensibles como téxico, lo
eliminan, eliminando también esta toxina y asi explicamos que es-
tas gaviotas no se afectan de una manera tan directa e intensa como
ocurre con los mamiferos por este fenémeno defensivo de las glan-
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dulas de eliminacién de sal y también de toxinas que poseen en la
base de las fosas nasales. Una vez maés le digo que es un tema pre-
cioso e interesantisimo, y creo que habria que tener mas interés en
el mismo porque es ma frecuente de lo que parece, ya que hay
muchos casos que hoy pasan desapercibidos.

Prof. Dominguez Carmona

Hemos tenido esta tarde dos sesiones extraordinarias y por ello
felicito a los profesores Vilches y Mira, en la cual, aparte de la
admiracién que le tengo, hemos tenido unas vidas paralelas, nues-
tras oposiciones, médicos militares, Escuela Nacional de Sanidad,
destinos en las Facultades de Medicina... Quiero sefialar que he sido
un discipulo y a través mio muchisimos, en relacién con la apari-
cién por primera vez en 1976 de la epidemia por mitilotoxina. Me
comunican un proceso desconocido y extrafio en el que habian co-
mido mejillones y tenian el tipico hormigueo en la boca, y yo; que
habia leido al Prof. Mira, sefialé que era una mitilotoxina. Cogimos
unos cuantos mejillones, hicimos un extracto con clorhidrico, lo
inyectamos a unos ratones en el laboratorio y los ratones no pre-
sentaron ninguna sintomatologia, y al inyectarles la décima me en-
contré a aquellos ratoncillos girando vertiginosamente sobre si mis-
mos y a los pocos minutos caian muertos. La toxicidad de la
mitilotoxina era extraordinaria y esto es un fenémeno que tiene una
trascendencia desde el punto de vista cientifico y politico.

CONTESTACION DEL PROF. MIRA GUTIERREZ

Agradezco las amables palabras de felicitacién a nuestras inter-
venciones, la del Prof. Vilches Troya y la mia, de los entrafiables
Profesores y Académicos Rey Calero, Dominguez Carmona y Pérez
Pérez, que al mismo tiempo han rememorado los inolvidables tiem-
pos de la Sanidad Nacional, el primer brote de «marea roja toxigé-
nica» reconocido en nuestras costas, y las repercusiones médicas,
sanitarias y legislativas que desde entonces forman parte de la pre-
ocupacién preventiva espafiola y comunitaria en un contexto inter-
nacional. Agradecemos al Prof. Pérez Pérez sus comentarios sobre
el estado actual de este problema desde la perspectiva de la practi-
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ca operativa cotidiana. Y a todos los asistentes y Sres. Académicos
por su presencia y generosa atenciéon. Y agradecemos al Excmo. Sr.
Presidente de la Real Academia Nacional de Medicina su amable y
carifiosa presentacion, sus afioranzas gaditanas, su amable invitacién
a participar en tan solemne acto en tan prestigioso e histérico lu-
gar y sus efusivas y gratificantes felicitaciones por nuestra interven-
cién. Muchas gracias a todos.

PALABRAS FINALES DEL PRESIDENTE

Nuestra felicitacién, y la mia muy especialmente, al traernos los
aires de Cadiz, Prof. Vilches y Prof. Mira. Vuestras aportaciones han
sido fantasticas.
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Resumen

En la presente comunicacién presentamos ocho embriones humanos, com-
prendidos entre los 16 y 30 mm., portadores de fusién media renal -rinén
en herradura-. Realizamos un estudio descriptivo basado en cincuenta em-
briones de estos estadios (Coleccién Jiménez Collado), a fin de establecer los
diferentes estadios normodiferenciativos, asi como el posible horario en el
que se establece esta malformacién, para finalmente sugerir posibles meca-
nismos-hipétesis que expliquen la presencia de la fusién media renal.

Abstract

In the present communication we present eight human embryos,
understood between the 16 and 30 mm., carrier of renal half fusion —kidney
in horseshoe-. We carry out a descriptive study based on fifty embryos of
these stadiums (Collection Jiménez Collado), in order to establish the
different normodifferenciative stadiums, as well as the possible schedule in
which the malformation settles down, for finally to suggest possible
mechanism-hypothesis that explain the presence of the renal half fusion.

Las malformaciones o atipias congénitas del aparato génito-uri-
nario son muy frecuentes; se considera que uno de cada 500 exa-
menes ecograficos prenatales demuestran una alteracién urolégica.

La frecuencia de la fusién renal es baja, apenas el 0,25 % de la
poblacién, siendo mas frecuente en el sexo masculino, 2:1; general-
mente, la unién se establece por una banda de tejido denominado
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itmo, que en el 85% de los casos es tejido nefrogénico funcionante,
el resto lo forma un irregular tejido conectivo, pero siempre, tanto
en uno como en otro caso, incluido en su totalidad en la capsula
renal.

A destacar que aproximadamente en el 20% de las fusiones re-
nales se ha localizado en el itmo o banda de fusién tumores, sien-
do el de Wilms y el adenocarcinoma los mas frecuentes. En edad
adulta, las manifestaciones clinicas son escasas, asintomaticas y en
la mayoria de los casos el diagnéstico es casual, aunque el reflujo
vésico-uretral es lo mas frecuente.

Sin embargo, la presencia de fusiones renales medias en perio-
do embrionario es muy limitada, habiéndose descrito al dia de hoy
s6lo nueve embriones humanos portadores de esta malformacion;
por ello, consideramos de interés presentar en esta Sesién Cientifi-
ca ocho embriones humanos de nuestra coleccién, comprendidos
entre los 16 y 30 mm., que presentan con clara nitidez fusién re-
nal media.

En la presente comunicacién se describen los embriones, asi
como las preparaciones histolégicas que nos han evidenciado la
malformacién. Seguidamente estudiamos embriones que nos sirven
para describir el mecanismo diferenciador renal, analizando con
especial énfasis las etapas claves del proceso normogénico.

El tema central de la organogénesis en los vertebrados radica
fundamentalmente en la interaccién inductiva entre laminas u ho-
jas celulares, en modo especial epitelio-mesenquima, por la que se
condicionan «ambientes tisulares de transformacién», Jiménez Co-
llado, 1971, que dan lugar al 6rgano definitivo. El mecanismo ini-
cial de los estadios precoces de la morfogénesis renal se puede re-
sumir en el contacto entre yema uretérica procedente del conducto
de Wolff y blastema metanefritico, proceso de induccién que acon-
tece en el embrién humano al inicio de la 5.* semana.

La primera generacién renal, primera de las tres fases sucesivas
en el proceso normodiferenciador, es el pronefros, cuya manifesta-
cién morfolégica es visible en embriones de 10 somitos, formacién
homodloga al tipo de rinén que sélo se encuentra en los vertebrados
inferiores. Organo rudimentario considerado «no funcionante», se
extiende del 5.° al 6.° segmento, por lo que sélo un reducido ntimero
de cordones epiteliales se condensan formando cordones de los que
algunos adquieren luz, al principio aislada y discontinua. Su impor-
tancia, no obstante, se debe al hecho que estos cordones al princi-
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pio aislados e independientes, se aproximan y unen a la vez que en
luz tubular se hace continua creciendo en direccién craneo-dorso-
caudal, dando origen al tubo o conducto pronefritico o conducto de
Wolff que alcanza la cloaca a finales de la 5.* semana. La base
molecular para la iniciacién de este proceso formativo atn no es
clara, pero los experimentos de bloqueo de genes han sugerido que
los genes del homeo-dominio Lim-1 y Pax-2 son de gran valor y
dependencia.

De esta forma, el conducto de Wolff no sélo se «transformara»
secuencialmente en el conducto mesonefritico, sino que actuara a
modo de inductor para la determinacién del mesonefros.

No obstante lo anterior, se ha venido en considerar, Yamada
1940, que el pronefros se forma por autodiferenciacién, de tal modo
que la hoja media representaria un gradiente de potencialidades
morfogenéticas decrecientes en direcciéon medio-lateral; la parte
media originarad la noticorda, la medio-lateral somitos y rifién y la
mas lateral sangre, gradiente que mantiene su potencialidad y sig-
nificacién prospectiva, ya que una posicién lateral-sangre trasplan-
tada junto a notocorda aumenta su potencialidad morfogénica y da
lugar a somitos.

Aunque el cordén o area nefrogénica es el territorio a partir del
que se originan las generaciones renales, no puede interpretarse en
términos de biologia del desarrollo, que otras areas embrionarias no
sean capaces o no tengan capacidad para transformarse en rifién en
determinadas circunstancias. Experimentalmente conocemos como
el ectoblasto de una gastrula es capaz de originar tubulillos renales
si es trasplantado a la regién nefrogénica de otro embrién, e igual-
mente tejido injertado en el blastocele de una blastula joven, es
capaz de inducir tubos renales en el ectoblasto suprayacente. Todo
ello indica la existencia de un «campo nefrogénico» en el sentido
morfodiferenciativo de este vocablo.

Antes que desaparezcan los conductillos pronefriticos mas cau-
dales, comienza la formacién del mesonefros, proceso que tiene
lugar segiin una secuencia craneo-caudal. Por tanto, la posicién cra-
neal de la formacién, ahora aparecida, cabalga sobre los ultimos
corpusculos pronefriticos, pero sélo aquellos topogréaficamente situa-
dos a partir del 6-7 somito alcanzan su completa diferenciacién,
dando lugar a cordones celulares que se transforman en tubos tor-
tuosos en los que su extremo lateral se abre en el conducto de Wolf,
ahora ya conducto mesonefritico, puesto que no es otra cosa que la



688 ANALES DE LA REAL

prolongacién caudal del primitivo pronefritico. Por su estructura es
posible distinguir pronto en el tubo nesonefritico una parte proxi-
mal, vecina a la posicién invaginada por capilares procedentes de
la aorta, otra de transicién, una intermedia y finalmente otra de
conexién que se abre en el conducto mesonefritico.

Al contrario del pronefros, la diferenciacién del mesonefros se
debe a un proceso de induccién, mecanismo o6rgano-dependiente
desde antiguo contrastado experimentalmente, Waddington 1988,
Gruenwald 1943, Jiménez Collado 1975. No obstante, y aunque el
conducto de Wolff es el inductor «normal» del mesonefros, la ex-
perimentaciéon ha demostrado que en condiciones atipicas, esta ac-
cién puede ser sustituida por otros tejidos, Rauscher 1990, Haber
1993; asi, tejido nervioso es capaz en determinadas condiciones de
inducir mesonefros, accién o capacidad inductora que puede ser
ejercida sin que sea necesario contacto intimo entre indicador e
inducido, ya que si entre el mesenquima del cordén nefrogénico y
el tejido neural se interponen laminas porosas, en dependencia al
tamafio de los orificios se diferencian tibulos mesonefriticos, no asi
cuando la interposicién se hizo con una membrana de celofan o
coquilar.

Hacia el final de la cuarta semana de gestacién, los conductos
mesonefriticos o de Wolf se conectan con la cloaca, existiendo ya
luz continua a lo largo de cada uno de ellos. Existe una diferencia
entre los controles de desarrollo entre los cuatro a seis pares maés
caudales de tabulos o glomérulos mesonefriticos y los restantes. Los
experimentos de bloqueo del gen WT-1, supresor del tumor de Wil-
ms, dan como resultado la ausencia de tibulos mesonefriticos cau-
dales, en tanto que los craneales que se mantienen conectados al
conducto de Woff se desarrollan normalmente.

Aunque existen evidencias de funcién urinaria en la formacién
mesonefritica de los mamiferos, la fisiologia del mesonefros no se
ha investigado en profundidad. La produccién de un filtrado se ini-
cia a partir del asa vascular glomerular que fluye hacia la porcién
tubular donde tiene lugar la reabsorcién selectiva de los iones;
el retorno de los materiales reabsorbidos a la sangre se ve facilita-
do por la presencia de un plexo denso de capilares alrededor de
los tibulos mesonefriticos. La estructura del mesonefros del em-
brién humano es muy similar a la de los peces y anfibios acuati-
cos adultos y su funcién principal es filtrar y eliminar los desechos
organicos.



ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA 689

El desarrollo de metanefros se inicia al comienzo de la quinta
semana, cuando a partir de la porcién mas caudal del conducto de
Wolff, aparece una evaginacién, esbozo inicial de la yema ureteral
que se orienta y crece hacia la posicién posterior del mesodermo
intermedio, cuyos elementos celulares se condensan alrededor del
diverticulo, evaginacién o yema ureteral para formar con especifi-
cidad el blastema metanefrégeno. El crecimiento de la yema urete-
ral a partir del conducto de Wolff es una respuesta a la secucién
del factor neurotrépico derivado de la linea de células gliales, GDNF,
por parte del mesenquima indiferenciado del blastema nefrogénico,
sefal inductora ligada al c-Ret, miembro de la superfamilia de re-
ceptores de la tirosina quinasa localizado en las membranas plas-
maticas de las células epiteliales de la yema ureteral; a su vez, la
formacién del GNDF en el mesenquima metanefritico esta regula-
da por el WT-1.

La base molecular del desarrollo metanefritico es el crecimiento
y ramificacién de la yema ureteral, mecanismo a su vez regulado por
una serie de reacciones inductivas reciprocas entre los extremos de
las ramificaciones de la yema ureteral y las células del blastema
metanefrégeno que las envuelven. Sin la presencia de ramificacio-
nes ureterales no se forman tabulos, futuros conductos colectores;
a la inversa, el mesodermo metanefrégeno acttia sobre este sistema
induciendo la presencia de las ramificaciones. En respuesta a la
sefnal inductora del GDNF al mesenquima metanefrégeno, las célu-
las epiteliales de la yema ureteral producen factor de crecimiento de
fibroblastos, FGF-2, proteina morfogénica 6sea, BMP-7 y Wnt-11,
que inducen al mesenquima para que inicie el proceso diferencia-
dor precursor epitelial de los tibulos renales, que a su vez requie-
re, o mejor, esta condicionado por una sefial inductora secuencial
librada por el Wnt-11, producida por el mismo mesenquima meta-
nefritico. Esta inducciéon moldea el mesenquima metanefritico para
que se establezca un dominio epitelial tubular en el que las células
expresan Wnt-4 y Pax-2 y una regién estromal en la que las células
mesenquimatosas expresan un factor de transcripcién Winged helix
BF-2.

Cuando se forman los rifiones metanefriticos estdn localizados en
el fondo de la fosa pélvica; al final del periodo embrionario y al
comienzo del fetal experimentan un importante desplazamiento para
situarse en la regién abdominal. Este desplazamiento resulta en
parte de una emigracién real y en parte de un marcado crecimien-
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to de la regién caudal del embrién, por lo que se condicionan dos
componentes vectoriales: por una parte, el desplazamiento caudo-
craneal desde el nivel de la cuarta vértebra lumbar hasta la prime-
ra lumbar o incluso hasta la décimo segunda torécica; por otro, un
desplazamiento lateral con la consiguiente rotacién de 90°, gracias
a ella las pelvis terminan orientadas hacia la linea media. Debido
al componente de emigraciéon y desplazamiento fuera de la cavidad
pélvica los rifiones se deslizan sobre las grandes y voluminosas ar-
terias umbilicales, arrastrando, llevandose consigo restos mesonefri-
ticos que involucionan, aunque algunos se conservan ya que termi-
nan incorporandose a las génadas en desarrollo.

Estructurado en sintesis el proceso normodiferenciativo renal,
quedan importantes interrogantes a responder, tales como: determi-
nacién celular y movimientos nefrogénicos, mecanismos de induc-
cién metanefritico con especial selectividad en el proceso de trans-
misién de la sefial inductora desde el esbozo wuretérico al
mesenquima, asi como el analisis ultimo de la propagacién o difu-
si6én de la sefal inductora dentro del mesenquima, interrogantes
estas dos ultimas que brevemente analizamos.

Aunque la induccién metanefritica puede ocurrir a través de una
membrana o filtro, Grobstern 1953, Saren 1987, estudios recientes
han mostrado como los procesos citotoplasmicos se extruyen a tra-
vés del filtro por medio de tejidos inductores que establecen con-
tacto con el mesenquima; los filtros con poros de pequefio tamafo
impiden esta transferencia, no iniciando los mecanismos mediante
los cuales se realiza el proceso inductor. Conjuntamente, anticuer-
pos antimoléculas de la membrana celular tipo gangliosido GD3, y
antimoléculas de la matriz extracelular como la Laminin A, Sariola
1988, Sorokin 1990, bloquean la induccién metanefritica, hechos
éstos que en principio sugieren como el contacto celular es indis-
pensable, por lo que es considerada la mediacién de moléculas de
adhesion celular y proteinas tipo gap junction y en modo especial
conexina. Sanio, 1992.

De igual modo, se ha evidenciado como determinados factores
solubres, Auner y Sweeney, 1990, son capaces de modelar la induc-
ciéon metanefritica; tanto el factor de crecimiento transformador
beta, -TGF beta-, como el factor inhibidor citosina de la leucemia,
Lif, actian como inhibidores o bloqueantes del proceso inductivo,
Bardo y Riss, 1991.

Una vez que la interaccién inductora inicial se produce entre
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esbozo uretérico y mesenquima metanefritico, es necesaria la pre-
sencia de mecanismos para el proceso de propagacién, habiéndose
considerado bien un mecanismo asimilador homeogenético por el
que las células inducidas van propagando el nivel o caracter induc-
tor a las vecinas, o por el contrario, un modelo migratorio por el
que las células inducidas emigran a las diferentes capas.

Parece ser que experimentalmente los resultados descartan el
modelo homeogenético, puesto que el mesenquima inducido no
posee capacidad para transmitir sefial inductora a otro mesenqui-
ma a través de poros; en este sentido se ha evidenciado como en
mezclas o pull de células distensibles por su cariotipo, todos los
elementos celulares formadores de tibulos renales derivan del com-
ponente mesenquimal inicialmente inducido, Saxen y col., 1971.

Los criterios por los que se viene a aceptar el modelo de migra-
cién fundamentalmente se basan en experiencias de heteroinjertos
entre dos especies experimentales con diferente volumen y conteni-
do nucleolar, codorniz-pollo; en los cultivos en los que el esbozo
uretérico de embriones de codorniz fue extirpado con una capa o
contenido de mesenquima y puesto en contacto o recombinado con
mesenquima procedente de embriones de pollo, se diferencian for-
maciones nefrogénicas tipicas de codorniz incluso a distancia de la
localizacién uretérica. Esta migracién de las células inducidas con-
dicionarian un nuevo ciclo inductor, por lo que la transmisién o
difusién de la senal inductora estaria mediatizada por interacciones
a distancia entre esbozo uretérico y mesenquima metanefritico, pro-
ceso aceptado por tanto de migracién celular.

Una de las mas recientes interrogantes hoy analizadas, es el de
la existencia y capacidad tanto de las células mesanguiales como la
presencia de un factor angiogénico, proceso este de gran interés por
cuanto la capacidad angiogenética podria ser la propia del mesen-
quima en fase inicial de su determinaciéon. Experimentalmente ex-
plantes de mesenquima metanefritico de embriones de ratén en
membrana corioalantoidea de codorniz, Sariola 1983, han demostra-
do como el endotelio vasculo-glomerular, ahora diferenciado, tnica-
mente inducird mesenquima en el ovillo que se forma en el extre-
mo proximal de la nefrona, hecho este que parece sugerir como el
epitelio en proceso de diferenciacién segrega un factor angiogénico
tipo proteina ligadora de heparina FGF, Risau y Ekblom 1986, o tipo
resina que se expresa en las arteriolas eferentes en proceso diferen-
ciador, Gémez 1991. Como los productos de degradacién de la co-
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lagena y fibronectina desarrollan capacidad angiogénica, los cambios
en la matriz extracelular postinduccién, pueden ejercer estimulo
angiogénico para la invasién de los glomérulos, mecanismo por el
que el tejido metafrogénico en fase de diferenciacién, proporciona-
ra una guia a los capilares en su proceso direccional evitando areas
de tabulos ya desarrollados que expresan lanimina en su membra-
na basal, proceso que es a su vez dependiente de la capacidad de
la fibronectina en la mediacién y regulacién migratoria en las eta-
pas iniciales del desarrollo.

Clasicamente se ha venido en admitir numerosas teorias etiopato-
génicas de la fusién renal media —rifién en herradura—, hipétesis que
no han podido ser confirmadas experimentalmente, aunque dentro
del sindrome malformativo caudal estas atipias estan presentes.

Borden 1932, consideré podrian ser agrupadas en dependencia
directa a su mecanismo lesional en: a) desviaciones especificas en
los primordios renales y b) por mediaciéon de factores externos. La
primera de estas, fue de mas antiguo la mas aceptada, Lazuta, 1928,
por cuanto interpreta que los uréteres pueden crecer hacia un uni-
co blastema metanefritico, criterio éste que no puede ser hoy acep-
tado con rigor cientifico, ya que para que esto fuera posible seria
imprescindible que ambas yemas uretéricas en su crecimiento se
desplacen hasta la linea media juntas o en contacto previo a la con-
fluencia con el blastema nefrogénico.

Considerado este desplazamiento como mecanismo inicial, gran
numero de autores aceptan que una vez establecido el contacto ini-
cial, factores externos «mantienen y estabilizan» la fusién. Algunos
de estos factores lo identifican con los movimientos de traslacion y
rotaciéon del asa duodenal, desplazamiento y presién de la masa
hepatica, evoluciéon del mesogastrio dorsal..., asi como anomalias y
variaciones del eje vertebral lumbo-sacro, anomalias vasculares, sin-
drome de regresién caudal, teratomas... De igual modo y también
desde antiguo, Lewis y Papez, 1915, se consideré en base a las re-
laciones que normalmente establecen los esbozos renales con aorta
y arterias umbilicales y la V invertida que configuran, que bien por
aumento del calibre vascular o por desplazamiento de algunas for-
maciones vasculares, disminuya el dngulo de bifurcacién que esta-
blecen, condicionando un obstaculo en el movimiento de ascenso,
y por tanto, favoreciendo la fusién media.

Sin embargo, Cook y Stephens, 1977, consideran que la fusién
renal ha de establecerse previa al desplazamiento y movimiento de
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ascenso, embriones de 9 mm., ya que en todos los casos por ellos
revisados, la maduracién capsular renal se establece antes y en las
fusiones ambas masas estdn completamente envueltas por esta es-
tructura fibrilar continua y uniforme.

Friedlan y Wries, 1975, realizan una revisién y estudio descripti-
vo de doscientos diez embriones humanos comprendidos entre los 7,5
mm y 27 mm de la coleccién Carnegie, no encontrando rifién en he-
rradura en estos estadios del desarrollo; a la vez analizan como el
mecanismo, o mejor, proceso de ascenso renal, se realiza de modo
similar a como lo hacen otras formaciones viscerales, puesto que las
yemas ureterales y blastema metanefrogénico se localizan al inicio a
nivel del segundo segmento sacro. Este proceso es coincidente en el
tiempo con el crecimiento somético de la posicién caudal del cuer-
po embrionario, embriones de 9 mm, con predominio ventral, factor
diferenciativo por el que la ensilladura lumbar que es tipica y carac-
teristica en estos estadios, sufre un proceso de aplanamiento o ende-
rezamiento, Lendon, 1971, que «facilitaria arrastrando pasivamente»
a las masas metanefriticas en direccién craneal. En base a este cri-
terio, podria considerarse que al ser los polos superiores renales los
que desde el inicio de este proceso diferenciativo se sittian a mayor
distancia entre si, explicaria que los rifiones en herradura tengan la
mayor superficie de contacto y fusién a nivel del polo caudal y pel-
vis, hipétesis no obstante que para ser considerada habria de reali-
zarse en embriones de 7 a 9 mm, ya que a partir de este estadio, la
topogénesis renal esta definitivamente establecida.

La observacién clinica en recién nacidos cuyas madre ingirieron
talidomida, Wiener 1973, de rifién en herradura o fusiones mas o
menos completa ha sido descrita siempre dentro del complejo mal-
formativo y nunca como anomalia tnica y aislada, hecho éste que
considera la necesaria existencia de un mecanismo minimo de en-
lentecimiento en el desarrollo del extremo distal del cuerpo embrio-
nario condicionante de focomielia, amielia y sindrome de regresién
caudal.

Recientemente, Doménech Mateu 1988, considera que estos pue-
den ser los mecanismos condicionantes de fusién renal:

a) fusién de ambos blastemas metanefriticos debido a un des-
plazamiento convergente hacia la linea media de ambas yemas ure-
terales.

b) atipica relacién entre esbozos metanefritico y arterias umbi-
licales que al actuar a modo de pinza o V invertida desplazan a
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ambas masas metanefriticas hacia la linea media, impidiendo o li-
mitando la ulterior fase de ascenso.

¢) aumento de los elementos parietales o simplemente de ede-
mas que condicionen el desplazamiento hacia la linea media de las
estructuras viscerales y consiguientemente de los blastemas metane-
friticos.

Junto a estos tres probables mecanismos que pueden aislada o
conjuntamente favorecer el desplazamiento medial de los esbozos
renales, no descarta la posible incidencia de un cuarto factor, al que
denomina «factor inicial», al considerar que los elementos celulares
del area nefrogénica posterior al emigrar mas tardiamente, darian
origen a la presencia del itmo, que en estos casos se dispondria a
modo de puente entre los esbozos procedentes del area nefrogénica
anterior y los derivados de la posterior. Como este mecanismo se
establece en tiempos diferentes al ser el proceso de invaginacién del
area anterior més precoz, es por lo que habitualmente se describe
la practica independencia de los polos superiores al contrario que
la fusién de los polos caudales derivados del area posterior.

En sintesis, consideramos e interpretamos que varias pueden ser
las hipétesis que explicarian la existencia de la fusién media renal:

a) teoria metanefrogénica por la que ambos blastemas metane-
frogénicos se unen en estadios iniciales cuando atn se encuentran en
el anillo pélvico, caudal a la horquilla arterial de las umbilicales;

b) teoria ureteral, por lo que al ser la yema ureteral el induc-
tor del tejido metanefritico, si ambas yemas tanto en su punto de
origen a nivel de los conductos de Wolff como en la direcciéon de
su crecimiento y orientacién se aproximan, condicionan que los
blastomas metanefriticos como sistema reactor, se fusionan;

c) teoria compresiva o de factores externos, en dependencia a
la presencia de edemas, anomalias viscerales o malrrotaciones que
impiden o limitan el normal proceso de emigracién;

d) sindrome malformativo de la extremidad caudal del cuerpo
embrionario en dependencia al déficit somatico;

e) teoria vasculo-dependiente por la que limita el mecanismo de
desplazamiento del blastema metanefritico por la persistencia de
formaciones vasculares segmentarias —arterias mesonefriticas—, pro-
cedentes de la aorta;

f) teoria o factor inicial, por el que en las fases primeras de la
citodiferenciacién del material nefro-dependiente, al establecerse
ritmos y tiempos diferentes en el proceso de invaginacién a través
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de la linea primitiva, el area posterior de la que depende el mate-
rial que ha de diferenciarse a polo caudal renal, sufre un enlenteci-
miento y por consiguiente, alteracién o modificacién direccional
condicionando posibilidad de fusién.

INTERVENCIONES
Prof. Carreras Delgado

Quiero felicitar al Prof. Jiménez Collado por esta magnifica con-
ferencia y también por estas magnificas imagenes de anatomia
embriolégica y anatomia seccional, que son francamente ilustrativas.
Quiero preguntarle un aspecto muy concreto; el rifién en herradu-
ra cada vez se diagnostica més, muchas veces no provoca patologia
y se diagnostica sobre todo por las nuevas técnicas de imagen que
se usan profusamente, sobre todo ecografia y TAC. Estamos acos-
tumbrados a ver en las imdgenes una posicién especial de los rifio-
nes, cuando diagnosticamos el rinén en herradura, porque no siem-
pre se ve el istmo, que a veces es afuncional, con las técnicas de
imagen funcional no se ve. Diagnosticamos la fusién por la posicién
especial de los rifiones, que normalmente estdn méas préximos en su
polo superior que en el polo inferior; en el caso de la fusién se pro-
duce lo contrario y la fusién se produce hacia delante.

Mi pregunta es: ¢a qué se debe embriolégicamente esta posicién
especial que nos permite hacer el diagnéstico?

Prof. Segovia de Arana

No voy a hablar de embriologia porque apenas sé del tema, pero
si de la espléndida exposicién que nos ha hecho nuestro compaiie-
ro porque, usando los métodos nuevos de exposicién, realmente es
deslumbrante la claridad didactica de todo este problema tan intrin-
cado. Yo le felicito porque ha manejado fantasticamente bien la
presentacién. Mi comentario es hasta qué punto uno queda realmen-
te absorto cuando va escarbando en esas leyes biolégicas y va vien-
do hasta qué punto existe una cierta semejanza, una cierta simili-
tud porque, oyendo esa disposicién del desarrollo embrionario de los
rifiones, me estaba acordando de la famosa ley biogenética funda-
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mental de Heikel, la ontogenia repite la filogenia, es decir, aquello
que se va viendo a lo largo de la evolucién de los seres vivos. Pero
yo pienso que después de oir esta conferencia uno podria atreverse
a modificar esa ley biogenética fundamental diciendo que la onto-
genia repite la citogenia, es decir, hasta qué punto el desarrollo de
la célula va teniendo sus pasos, va teniendo esos esquemas, esas
leyes que apenas ahora estamos empezando a conocer.

Pero desde que uno conoce que en el niicleo de todas las célu-
las estdn todos los genes que son capaces de hacer proteinas y que
después pasan al citoplasma y van haciendo las proteinas adecua-
das para aquella diferenciacién celular, es algo que a mi me recuer-
da estos mecanismos de diferenciacién que nuestro compafiero nos
ha mostrado ahora. Creo que podriamos atrevernos a decir que hoy
dia, gracias a ese mundo de la medicina deslumbrante, que es el de
la medicina genémica, estamos con capacidad para poder pensar
efectivamente que la citogenia en todo su intrincado mecanismo de
diferenciacion es lo que va a dar lugar también a esa diferenciacién
que tan bellamente hemos visto expuesto por el Prof. Jiménez Co-
llado. Le felicito de todo corazén porque realmente no sélo es un
disfrute cientifico, sino un disfrutar estético y a uno le hace pensar
que efectivamente estamos ante un mecanismo comun maravilloso
que realmente a todos nos deslumbra y nos atrae.

Prof. Perezagua Clamagirand

Debemos felicitar indudablemente otra vez a nuestro querido
amigo, Prof. Jiménez Collado, por las magnificas muestras graficas
y sobre todo por el contenido. Nosotros los clinicos solemos encon-
trar el rifién en herradura de una manera casual, la mayoria de las
veces sin ningun tipo de sintomatologia ni ningtn otro tipo de al-
teraciéon de la funcién renal. La mayoria de estos rifiones en herra-
dura tenian asociados otro tipo de alteraciones embriolégicas. Nos
ha mencionado algo que se conoce que es como la talidomida, apar-
te de producir focomielias, tiene capacidad para condicionar altera-
ciones de este tipo. También nos ha dicho que no sabe exactamen-
te de las seis teorias del mecanismo de produccién, cual pudiera ser
la mas habitual; en estos casos que no hay alteraciones de otra in-
dole en otros 6rganos ni de sistemas, ¢cudl podria ser su mecanis-
mo causal?



MIS BODAS DE PLATA CON LA ACADEMIA.
UN PRETEXTO PARA RECORDAR A LOS VIEJOS
AMIGOS DESAPARECIDOS

MY 25TH ANNIVERSARY WITH THE ACADEMY.
AN EXCUSE TO REMEMBER SOME OLD FRIENDS
WHO HAVE DISAPEARED

Por el Ilmo. Sr. D. JuLio CRuz HERMIDA

Académico Correspondiente

Resumen

Con motivo de cumplir el autor sus Bodas de Plata con la R.A.N.M.,
recuerda a los Académicos Numerarios y Correspondientes, que encontrd en
ella en el ano de su ingreso (noviembre 1980), en plenitud de vida y traba-
jo, y con los que se relacioné esttrechamente en los subsiguientes afios, de-
parando esta relacién pinceladas anecdéticas y humanas, a través de breves
semblanzas personales.

Previo al recuerdo de los Académicos ya desaparecidos, figura otra rela-
cién de aquellos ejercientes como tales en igual afio y que, felizmente, si-
guen conservando en la actualidad el preciado don de la vida.

Este ejercicio de memoria histérica, en que el recuerdo hace justicia a
tantos nombres que prestigiaron la Medicina espafiola, no quiere ser —en
palabras del Prof. Cruz y Hermida- un capitulo de la Historia de la Medici-
na, pero si una emotiva pagina de la Historia de la Real Academia Nacio-
nal de Medicina.

Abstract

As the author reaches his 25" anniversary with R.A.N.M., he remembers
the academics therein, whom he found in the year of his entry (November,
1980), in the midst of life and work, and with whom he closely spent the
following years, yielding anecdotal and human brush strokes through our
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brief pesonal encounters. Before remembering the academics now gone, we
note another of those relationships, begun like the others in the some year
and, happily, still maintaining today the precious gift of life.

This exercise in historical reporting in which the memory does justice to
those names that lent their prestige to Spanish Medicine, is not meant —in
the words of Profesor Cruz y Hermida- to be a chapter in the history of
medicine, but rather a page in the history of the National Royal Academy
of Medicine.

Finalizando el afio 1980 surge, para mi, una singular efemérides:
el 11 de noviembre de dicho afo, la R.A.N.M. me honra con su
eleccién de académico correspondiente adscrito a la Seccién de Ci-
rugia. Se han cumplido, pues, hace 4 dias, 25 afios de aquellas ca-
lendas y, desde la perspectiva de un cuarto de siglo ya consumido,
el pensamiento de Gasparin nos recuerda que «entre el pasado que
huye de nosotros y el futuro que desconocemos, esta el Presente en
el que residen nuestros deberes». Y, quiza, el principal deber en este
dia se centre en la emocionada evocacién de los amigos que encon-
tré en la Academia en ese afio de 1980 y que, desgraciadamente, ya
no ocupan estos sillones, aunque si permanecen en nuestro recuer-
do. Esto no serd un capitulo de Historia de la Medicina, pero si
pretende ser una modesta y calida pagina de la Historia de nuestra
Academia.

Voy, pues, a tratar de evocar a los Académicos Numerarios y
Correspondientes, con los que comparti trato y amistad. El inexo-
rable paso del tiempo se fue encargando de llevarse a los que voy
a citar, pero todavia quedan algunos «supervivientes», a los que
hago testigos de cuanto voy a comentar. Son ellos: Hipélito Duran,
Manuel Armijo, Garcia Conde, Alonso Fernandez, Clavero
Nuiiez, Sanchez Granjel, Castillo Ojugas, Pedro Sianchez Garcia,
Dominguez Carmona, Rafael Enriquez de Salamanca, Me-
narguez, Salces, Felipe de la Cruz, Antonio Sierra, Pedro Loren-
zo, Garcia Jalén, Silverio Palafox, Angel Nogales y Carmen Ma-
roto.

En el rescate de recuerdos de las personas amigas desaparecidas,
va a jugar un papel importante la pincelada anecdética y humana
propiciada por el contacto profesional y de amistad que me unié a
ellos, a manera de pretenciosa memoria histérica.

En una primera relacién de personajes, a los que, por diferen-
tes circunstancias, no pude tratar a fondo, me limitaré a resefiarlos
con el simple recordatorio de sus nombres en la distancia:
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D. Cristino Garcia Alfonso: Sefiorial aspecto de arquetipo lon-
gilineo.

D. Rafael Vara Lopez: Aparente temperamento adusto, aureo-
lado por gran prestigio quiridrgico.

Roman Casares Lépez: Cientifico amable.

Dimas Fernandez Galiano: Una institucién querida por to-
dos
José Bravo Oliva: Un sanitario de alta cualificacion.
Primitivo de la Quintana: Otro sanitario de altura.

. José Pérez Llorca: Alto mando de la Sanidad de la Armada
y de la Oftalmologia esparfiola.

D. Manuel Gémez Duran: En su saber cohabitaba la Cirugia
general y la Ginecologia.

D. Obdulio Fernandez Rodriguez: Atisbé en él a uno de lso
grandes «seniors» de la Academia.

D. Agustin Bullén: Eminente patélogo, que pudo con todo en
la vida, menos con su linfoma.

D. Enrique Costa Novella: Quimico de tronio, con su hobby
papirofléxico de las «pajaritas» de papel.

D. Rosendo Poch Viiials: No le conoci bien, pero si me legé el
conocimiento profundo con su hijo Joaquin.

D. José Gomez Orbaneja: En igual linea con el anterior. Sélo
le conoci «a flor de piel», pero recogi herencia de amistad en su hijo
Emilio Gémez de la Concha.

D. Vicente Gilsanz Garcia: La formacién clinica de Jiménez
Diaz traspasando fronteras de la Complutense.

D. Alberto Sols Garcia: Decian que iba para Premio Nobel. Su
transito por la Academia fue muy breve: tan sélo 69 dias.

opo’ oy

Abordemos una segunda y amplia relacion de hombres que ya
son nombres en la historia de la Medicina y de la Academia, a los
que el trato y amistad desarrollado en los afios siguientes a 1980 me
descubrié un mayor conocimiento de su ciencia y su humanidad, a
través de sucintas semblanzas personales, siguiendo un orden cro-
nolégico de antigiiedad por su ingreso en la Academia:

D. Valentin Matilla Gémez (I. 1943): La perfecta simbiosis del
hombre con la Real Academia. No se sabe si la Academia fue Ma-
tilla, o si Matilla fue la Academia.

Hizo honor al cargo de Secretario perpetuo —maés bien a perpe-



700 ANALES DE LA REAL

tuidad-, siendo Académico desde la era préxima al «Paleolitico»
(1943) y abandonandonos, con el timén en la mano, a un paso del
siglo xx1, sin que en su figura se hubiera producido la natural y
progresiva degradaciéon fisica y psiquica de los afios. Algo debié
influir en este fenémeno de conservacion la sangre licuada de San
Pantaleén, a la que diariamente veneraba en el cercano Monasterio
de la Encarnacién.

Proféticamente le bautizaron con el nombre de Valentin, y cum-
plié con el santoral al convertirse en enamorado de su familia y de
la Academia durante su muy larga vida.

D. Benigno Lorenzo Velazquez (I. 1945): Fue un «duro» cate-
dratico en San Carlos, simultaneando el rigor en los exdmenes con
la buena ensefianza de la arida farmacologia. Al finalizar nuestra
Licenciatura, un compariero, el Dr. Carlos Daudén, gran dibujante,
le hizo a él junto a D. Valentin Matilla, una irénica caricatura, ex-
puesta entre los actos de finalizaciéon de la Carrera. Se trataba de
un fémur y una tibia, en cuyos céndilos florecian sendas corbatas
de pajarita. Abajo, una escueta y definitoria leyenda: «Dos autenti-
cos huesos».

Tuve con él una estrecha relaciéon personal y, siendo los dos
vecinos veraniegos en Pozuelo de Alarcén, tuvimos oportunidad de
intercambiar conversaciones y afecto en nuestros respectivos chalets.

Presidié el Tribunal de mi Tesis Doctoral y también tuve el ho-
nor de que presidiera, en mayo de 1981, mi primera intervencién
oficial en la Academia, titulada: «Agresividad médica en el campo
de la reproduccién humana». Al finalizar la misma, apostillé mi
conferencia con una pregunta: «¢Se puede conceptuar como agre-
sién el empleo del forceps? Me interesa saberlo porque tengo enten-
dido que mi propio parto acabé con forceps». Su curiosidad permi-
tié que el auditorio pesente nos enterdaramos de que, posiblemente,
gracias a un forceps de Tarnier, la Real Academia tenia un Presi-
dente de la categoria del Prof. Lorenzo Velazquez.

D. Juan Bosch Marin (I. 1947): Fue el pediatra social mas im-
portante de su época, encauzando desde la Direccién General de
Sanidad todo el apoyo estatal a la protecciéon del menor. Su labor
de difusién y consejos puede concretarse en su pequefio «Catecis-
mo de Puericultura». Sin ser catedratico ni ostentar ningin cargo
docente en la Universidad, su prestigio pediétrico le abrié las puer-
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tas de la Academia, siendo un punto de referencia y respeto por el
resto de Académicos.

D. Pedro Lain Entralgo (I. 1950): Mi recuerdo transformado en
leyenda. Para los seguidores de la Historia de la Medicina, Lain ha
sido nuestro guia. Para los que sentimos el Humanismo Médico,
Lain ha sido nuestro referente. Para los que hemos osado en algu-
nos momentos convertirnos en pensadores, Lain ha sido nuestro
mentor. Ser médico sin la fijacién de Lain, no es ser verdaderamente
médico.

Aunque fui alumno suyo en San Carlos, en su fase de madura ju-
ventud esplendorosa, vuelvo a coincidir con él en su ya edad provec-
ta, para ser recibidor de consejos y amigo. Tuve el agrado de dedicarle
algunos de mis libros, y el honor de que me dedicara algunos de los
suyos. Como honor fue el asistir el parto a su hija Milagros, apoyan-
do el primer llanto de su vida a su muy querida nieta.

En el magno homenaje que el Colegio de Médicos de Madrid
le rindi6é al concederle el nombramiento especial de Colegiado de
Honor, al cumplir los 90 afios, tuve el privilegio de pronunciar el
Discurso de recepcién con profunda envoltura emotiva. Al finalizar-
lo, D. Pedro, visiblemente emocionado, intenté levantarse de la si-
lla de ruedas e iniciar un acercamiento hacia mi. Intui que queria
darme las gracias por mis laudatorias palabras, pero las suyas que-
daron silentes en sus labios, dificultadas por la emotividad del
momento. Siempre habia creido que el maestro era un hombre co-
rrecto, pero frio. Desde entonces, me percaté que interiorizaba sus
emociones, aunque las daba suelta en algunos momentos. Yo fui
aquel dia afortunado recipiendario de una de ellas.

D. José Botella Llusia (I. 1950): Fue el gran maestro de la
Ginecologia espafiola y muchos de nosotros le debemos a él nues-
tra vocacion, por ser el inductor de la misma a través de su magis-
terio. Sus libros y articulos cientificos permanecen vigentes, pues
muchos de ellos fueron como los de Marafién, anticipativos a su
época y permanentes en el futuro. Fue un gran Presidente de nues-
tra Academia.

Meses después de su muerte, la Ral Academia de Bellas Artes y
Ciencias histéricas de Toledo, de la que era Académico de Honor,
me honré invitdndome a participar en la solemne sesién necrolégi-
ca como discipulo del maestro, en presencia de las altas autorida-
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des de la ciudad, su esposa e hijos. Alli expresé con emocién par-
te de la biografia cientifica y humana que adornaba al Prof. Bote-
lla. Publicado esta el texto para quien se interese por su lectura.

En el afo 50, siendo yo estudiante del tltimo curso de la Licen-
ciatura en Medicina, acudi con otros comparfieros para escuchar el
Discurso de Ingreso en esta misma Tribuna, sobre «La nutricién
embrionaria». Le contesté el también Académico D. Francisco Lu-
que Beltran.

Alli, desde las «alturas» de este histérico salén, senti la vocacién
académica, impactado por la solemnidad del acto, como un nuevo
San Pablo en su personal camino de Damasco. Estaba escuchando a
quien me sedujo para iniciarme en el camino de la Obstetricia y la
Ginecologia, y también a quien, con el tiempo, sucederia en el pues-
to de Jefe de Servicio del Hospital Central de la Cruz Roja. Mis de-
seos se vieron cumplidos y hoy, 55 afios después, conmemoro mis
bodas de plata con la Institucién, distrayendo con mis palabras la
atencién de ustedes.

D. Ciriaco Laguna Serrano (I. 1950): Un pediatra de primeri-
sima categoria y ejemplar maestro. Fue juez del Tribunal de mi
oposicién a materndlogos del Estado y, al finalizar la misma, su
felicitacion fue un refrendo de la amistad con que me distinguié en
el futuro, acudiendo gentilmente a participar y prestigiar los Cur-
sos para posgraduados que organizaba en mi Servicio Universitario
de la Cruz Roja.

Nunca me fallg, salvo la tltima vez. Me habia dado cita en su
casa para entregarle mi dltimo libro y no me recibié. La muerte se
anticipé a nuestro mutuo deseo.

D. Juan José Lépez Ibor (I. 1951): Un gran maestro de la Psi-
quiatria y la Psicologia y uno de los paladines de la Medicina Psi-
cosomética. Naci6é en Valencia, en donde la luz y el mar mediterra-
neo parecen activar y potenciar las mentes propias para luego
estudiar y tratar las de los demaés. La tierra levantina no sélo es
fértil en arroces y naranjas, también lo ha sido y es en psiquiatras
de alto rango.

Lépez Ibor fue un intelectual renovador, y un hombre culto de
saber holistico en la ciencia psiquiatrica (Reléase su libro sobre La
angustia vital) y en el Pensamiento social. Una muestra del mismo,
su ensayo de 1951 El espatiol y su complejo de inferioridad.
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La brillante impronta de la personalidad del Prof. Lépez Ibor se
aprecia en algunos de sus mas relevantes discipulos: Alonso Fernandez,
Carbonell, Castilla Pino y su propio hijo Juan José. Otro aventajado
discipulo, el Dr. Fernando Claramunt, en su primera visién y contac-
to con el maestro en 1952, lo define, entre la sorpresa y la admira-
cién, como «rodeado de un halo invisible de intelectual carismatico».

El Dr. Lépez Ibor traté y curé a algunas de mis pacientes, en el
plano profesional. En el afectivo y amical, tuve la fortuna de com-
partir con él agradables sobremesas, en las que el mas exquisito
postre era su culta y sugerente palabra.

Infortunadamente, una inteligencia licida y brillante fue pasto
destructivo y progresivo del Alzheimer que, en certeras palabras del
escritor Faustino F. Alvarez, «le hizo pasear sus tltimos afios por
su misterioso bosque interior del silencio».

D. Alfonso de la Fuente Chaos (I. 1961): Una inteligencia fue-
ra de lo comun. Fue, para mi, mas que un gran cirujano —que lo
era—, un culto filésofo y pensador, que impregnaba de hondura y
brillantez todos sus escritos y parlamentos. Aproveché su fuerza
politica para mejorar la cirugia social de la época, siendo uno de
los eficaces bastiones de la primigenia Seguridad Social.

Tuve el honor de ser alumno suyo el primer aino que desempe-
fi6 la Catedra de Patologia Quirtrgica en el viejo San Carlos, y to-
dos los estudiantes pudimos apreciar en €l la categoria que ateso-
raba aquel joven profesor universitario.

Su facilidad y correccién de palabra era antolégica. Un gran
orador. No leia, hablaba, sin precisar de guiones y otros apoyos. Una
prueba de ello fue su Discurso de Ingreso en esta Academia en mayo
de 1961 sobre «La técnica quirurgica en el siglo xx. Cuando la Cien-
cia se hace técnica». Las invitaciones anunciaban el acto solemne
con la «lectura» del Discurso. Subié al atril, sin ningin papel, y
durante una hora expuso brillantemente el tema. Fui testigo de ello
y €l suceso sigue permaneciendo vivo en mi memoria admirativa.

Me brindé su amistad y colaboracién en varios de los actos cien-
tificos que organicé, y he gozado de igual amistad con algunos de
sus mas directos discipulos y colaboradores, todos ellos dotados con
parejo prestigio de su maestro; todo un derecho de herencia.

El 3 de noviembre de 1988 se apagaba la tenue pavesa de vida
que lo sosteia, apagdndose con ella una de las mentes mas lacidas
que habitaron esta Corporacién.
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El Alzheimer se cobraba con él y con Lépez Ibor una doble pre-
sa. Esta vez, la muerte venci6 a la inteligencia.

D. Gonzalo Piédrola Gil (I. 1963): Hombre pequefio de estatu-
ra y alto en categoria cientifica y humana. Catedratico y General del
Cuerpo de Sanidad Militar, vivia en calle con nombre también de
igual grado: General Ampudia, préxima a mi consulta, y alguna vez
que le visité en su casa, me expresé su felicidad de cicerone al en-
sefiarme, desde los altos ventanales de su vivienda, una hermosa
vista de la zona norte de Madrid. Un nombre histérico en la Sani-
dad espafiola que tuvo la fortuna de perpetuarse en su hijo Gonza-
lo y su nuera Carmen Maroto Vela, para que los Piédrola fueran
brillantes continuadores suyos en la Universidad espafiola y en esta
Academia de Medicina.

D. Félix Sanz Sanchez (I. 1965): Tras mi ingreso, fue cdlido
anfitrién mio con afabilidad y apoyo moral. Suegro del Dr. Marti-
nez Cabruja, Patélogo Jefe del Hospital de la Cruz Roja, usé de esta
circunstancia para impulsar un mayor acercamiento hacia mi. Los
nueve afios que le traté —ya que fallecié en junio del 89- consolida-
ron una especial amistad. Pero no me dejé solo, y su sillén fue
ocupado por otro gran amigo, Félix Pérez y Pérez, que es, hoy dia,
la continuacién de su afecto.

D. Luis Felipe Pallardo Peinado (I. 1965): Convivi con él en
diferentes e importantes secuencias de la vida. Fui alumno suyo del
altimo curso de Licenciatura, comprobando sus grandes condicio-
nes docentes, y sus vastos conocimientos de la Patologia Médica.
Luego, el maestro fue mi gran amigo, del que segui aprendiendo.
Mas tarde le invité a mis Cursos de Posgraduado y alli nos hablé
de su gran pasion, la Diabetes; esta vez dirigida a las gestantes. En
mas de una ocasién, publica o privada, declaraba con entusiasmo
que «la Diabetes mellitus y el Real Madrid eran dos de las cosas mas
importantes a ser tenidas en cuenta». Con el tiempo fuimos com-
paneros del claustro de Profesores de la Unidad Docente Universi-
taria de la Cruz Roja, y acabé, con orgullo, transformandome en el
«ginecélogo de cabecera» de su esposa y sus hijas, ayudandole en
la consecucién de un titulo excepcional: el de feliz abuelo.

Murié de un céancer renal, aparentemente en la ignorancia de
conocer su mal, aunque para mi, un clinico de su talla no podria
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ignorarlo, pero si encubrirlo para evitar sufrimiento al entorno fa-
miliar y de amigos.

Una triste y curiosa coincidencia: en el examen final y oral de
la asignatura, afilo 1951, y con el Programa abierto sobre su mesa
del Aula 2 de San Carlos, su dedo indice resbalé sobre los temas,
para fijarse en uno del que me exigi6 rapida respuesta: «Diagndsti-
co diferencial de las tumoraciones renales»...

Murié tras penosa agonia. Su cuerpo fue expuesto en el Institu-
to de Diabetologia de la Cruz Roja, y cientos de alumnos y pacien-
tes diabéticos lo velaron con uncién y respeto. Fue uno de los gran-
des clinicos de la Medicina espafola, cuyo recuerdo sigue
acompanandome con dolor y respeto.

D. Enrique Garcia Ortiz (I. 1965): Profesor adjunto de la Cate-
dra de Patologia General del Prof. Bermejillo y especializado en
cardiologia clinica, el gusanillo de la Cirugia lo empujé a esta mo-
dalidad y, una vez formado en el extranjero, volvié a Madrid para
erigirse, en la época inicial de la cirugia cardiaca, en uno de los
pioneros de la misma junto a Rdbago y Castro Farifias. Fue Jefe de
Servicio de esta disciplina en el Hospital Central de la Cruz Roja,
simultaneando su labor con la Direccién del mismo.

Un dandi perfecto de atractiva y cuidada facha, que no perdia
nunca la elegancia, ni siquiera cuando se colocaba los ropajes de
bata y mascarilla en el quiréfano. Se codeé con las grandes figuras
mundiales de su especialidad y trajo a Madrid a participar en uno
de sus Cursos al mismisimo Christian Barnard, con el que compar-
timos mesa y mantel algunos de los amigos de Enrique en su lujo-
so piso del Paseo de la Castellana. Al dia siguiente se lo llevé a ver
Toledo y El Prado, y por la noche tocaron palmas en el Corral de
la Moreria. Un gran cirujano y un gran anfitrién.

En los udltimos afios de su vida, agredido por un grave episodio
vasculo-cerebral que le dej6é con tristes secuelas neurolégicas, acom-
pafnaba a su esposa a mi consulta en sus revisiones periédicas, apo-
yado en un penoso bastén, sin perder la compostura de su figura.
Estaba muy preocupado por ella, pues, al no tener hijos, Elisa era
su unico sostén humano. Y ese sostén desaparecié un malhadado dia
por mor de un infarto. Sus afnos postreros fueron de soledad abso-
luta, segin me confesé en conversaciones telefénicas.

No le vi morir, pero tengo la seguridad de que lo hizo con la
mayor dignidad y elegancia que le acompané en vida.
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D. Juan Rof Carballo (I. 1969): Una gran inteligencia, una
mente extraordinariamente licida y un lujo espafiol de la Medicina
Internacional. Fue un gran Internista, con amplios y ecuménicos
conocimientos médicos que plasmé, en su dia, en un completo For-
mulario de Medicina Interna. También fue Endocrinélogo, Psiquia-
tra y Psicélogo de altura, siendo uno de los paladines de la Medici-
na Psicosomatica. Dotado de gran pluma, la Real Academia de la
Lengua le llevé a su seno siguiendo la ruta de Marafnioén y haciendo
tandem con Lain. Sus «Terceras» en ABC fueron antolégicas. Su
profundidad de pensamiento expositivo hacia, a veces, ininteligibles
algunos de sus parrafos, al estilo Dorsiano del obscurecimiento. Un
botén de muestra, la comunicacién que presenté en esta Academia
el 4-I1-92 con el titulo: «Anhedonia y Alexitimia», dificilmente de
seguir por los que albergamos mentes menos capacitadas.

En el afio 1970 le invité a pronunciar una conferencia en el
Curso sobre «Endocrinopatias Ginecolégicas» que organicé en la
Cruz Roja. Desarroll6 el tema «Bases endocrinas de la sexualidad»,
y se cumplié el «tirén» que tenia entre la juventud universitaria,
sobrepasandose el aforo del amplio salén de conferencias. Igual
ocurrié con otra invitacién sobre otro sugestivo tema: «La urdim-
bre afectiva maternofetal», que nos obligé a utilizar una sala mas
amplia, en el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.

Su amistad me proporcioné ser depositario de algunas interesan-
tes cartas manuscritas suyas que guardo como auténticas reliquias.
Pese a su enorme prestigio intelectual, huia de la altivez y la pre-
potencia. Un sabio modesto, del que sus amigos presumimos con su
presencia y seguimos presumiento en el recuerdo de su ausencia.

D. Luis Bru Vilaseca (I. 1971): Un cientifico de tronio y un fi-
sico de proyeccién internacional. Me acercé a él nuestro comun
amigo Rafael Cortés, y hubo un positivo grado de empatia entre
ambos.

Hablamos y discutimos los tres en algunas reuniones en su casa
de la Residencia de Profesores de Isaac Peral, en las que ellos res-
petaban mis conocimientos del campo de la Reproduccién Huma-
na, y yo los suyos de la Fisica Cudntica y el fenémeno del Big-Bang.
Fue un amigo para disfrutar y un maestro para aprender.

D. Manuel Blanco Otero (I. 1973): Nos conocimos mucho antes
de ingresar ambos en la Academia. Todo un caballero con modales
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sumamente correctos. Llegé a Madrid desde su Galicia natal con una
sélida formacioén pediatrica al abrigo de la Universidad Compostela-
na, y aqui, como Puericultor del Estado, se integré en la Direccién
General de Sanidad con Bosch Marin, desarrollando una impagable
labor en la Puericultura social espafola, donde gozaba de la mayor
consideracion profesional y el favor de una selecta clientela privada
infantil. Mis propios hijos crecieron bajo su cuidado.

En él se confirmé la paradoja: un hombre rodeado por legiones
de nifios, no tuvo hijos propios a los que poder entregarse, pero si
lo hizo con los sobrinos, actuando méas como padre que como tio.
El aforismo de que «a quien Dios no le da hijos, el diablo le da
sobrinos» no fue del todo cierto en Manolo Blanco Otero, porque
Dios le premi6 con la gracia del hermoso ejercicio de una adoptiva
paternidad. Yo fui testigo personal de esta noble situacién familiar,
que me hizo admirarle atin méis como ser humano.

D. Luis Cifuentes Delatte (I. 1973): La afinidad uroginecolégi-
ca de Especialidades potencié un acercamiento entre ambos, plas-
mado en una inter-relacién de conferencias y reuniones en nuestros
respectivos Servicios hospitalarios.

Fue un adelantado de la urocirugia endoscépica y un avezado
especialista en la génesis y tratamiento de las litiasis renales. Dejé
en la Academia una importante huella cientifica y otra huella no
menos importante: la de la amistad.

D. José Borrachero del Campo (I. 1973): Profesor Adjunto de
D. Manuel Bermejillo, derivé su dedicacién al campo de las enfer-
medades reuméticas, hasta el punto de llegar a ser uno de los pri-
meros Catedraticos de Reumatologia, alternando su labor docente y
de investigaciéon en la Complutense con la coordinacién de la lucha
nacional antirreumatica de la Cruz Roja.

Fue un asiduo concurrente a nuestra Academia, en la que present6
innumerables y brillantes conferencias y comunicaciones, reflejo de
su propia experiencia e investigacion, a la par que atendia solicito a
los Académicos que le pedian tratamiento para mitigar las «itis» y las
«osis» de sus gastados huesos, musculos y articulaciones.

Ayudé a su mujer en sus parturiciones y trances quirdrgicos y
fui testigo del cuidado y carifio que la profesaba, mirandola con
ternura en quiréfanos y paritorios. Tuvimos una estrecha relacién
profesional y de amistad, y esa intimidad me hizo convertirme en
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triste acompafante de las reiteradas y graves enfermedades y ope-
raciones que padecié.

Fue un profesional brillante y fecundo en su labor, al que las
sucesivas y dolorosas patologias que sufria minaron cruelmente su
cuerpo hasta hacerle esclavo de una silla de ruedas. Su muerte, que
le dio paz y descanso, rob6 a la Medicina espafiola a una figura de
rango internacional, cuya huella de prestigio en la Reumatologia
permanece indeleble.

D. Rafael Cortés Gallego (I. 1974): Un brillante Ingeniero In-
dustrial con vocacién docente y ejercicio de Catedra, que sustituy6
en 1974 a otro insigne ingeniero, D. José Paz Maroto, entregando
a su muerte el testigo a otro no menos insigne Ingeniero y Fisico,
nuestro entrafiable amigo Francisco Gonzalez de Posada.

Ya que en el campo profesional no tenfamos afinidades, éstas si
surgieron en otros ambitos de la vida cultural y social. Ambos com-
partiamos una singular devocién a la preciosa playa de Gandia,
aunque no coincidimos alli en las vacaciones estivales, porque Ra-
fael era alérgico a las multitudes que invadian el agua, la arena y
los paseos de la playa los meses de julio y agosto, reservandose el
lujo de habilitar fechas con més paz y menor densidad humana.

Presumia de tener el piso mas alto en el edificio mas alto de la
playa. Desde el mismo abarcaba la amplia visién del Mare Nostrum
y las costas de Cullera y Denia. Una vez me comenté con filosofia
critica: «Sabes, Julio, que desde lo alto de mi terraza he visto an-
dando por el Paseo Maritimo al ministro X con su esposa, y lo he
encontrado mucho mas pequeiio de lo que parecia...». Por el con-
trario, a sus amigos nos veia con superior estatura desde cualquier
altura, al medirnos con la vara del afecto.

Una llamada telefénica el dia de su fallecimiento, me sumié en
la sorpresa y el dolor, ya que ignoraba la grave enfermedad que
padecia y que él, con campechana extroversién, la ocultaba a sus
amigos.

El 23 de abril de 1997, el sillén n.° 22 de esta Academia se que-
do6 frio y silencioso. Su propietario lo habia abandonado subitamen-
te, tras veintitrés afios de asidua presencia en el mismo.

D. Jesiis Garcia Orcoyen (I. 1974): No fui alumno suyo en la
carrera pero, como gran maestro de todos, me cupo el honor de ser
seguidor de sus ensefianzas y gozar de una amistad ofrecida con
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generosidad, no teniendo reparo en dirigirme la Tesis Doctoral, pese
al enorme trabajo que sobre sus hombros pesaba, con la Catedra,
su Clinica y la Direccién General de Sanidad.

Hubo un momento en nuestras vidas que acortamos diferencias
profesionales, pese a la sideral distancia de categoria a su favor que
nos separaba. No existian entonces las revistas del corazén, pero, de
haber existido, quizas los dos hubiéramos ocupado sus péaginas. D.
Jesus, asistiendo los partos de la hija del Jefe del Estado, el Gene-
ral Franco, y yo haciendo lo propio con la mujer del mas grande
de los futbolistas: Alfredo Di Stéfano. Convendria aclarar que D.
Jests Garcia Orcoyen era el tocélogo de Carmencita Franco por su
justo prestigio y categoria, mientras que yo, joven y desconocido
tocblogo, de veintitantos afios, lo era de Sara Di Stéfano, por la
comodidad que suponia a ésta contar con un partero vecino; en la
acera de enfrente de su casa.

El Prof. Garcia Orcoyen, en 1968, formé parte del Tribunal que
juzgé la provision de la plaza de jefe de servicio del Hospital Cen-
tral de la Cruz Roja. Su presencia en el mismo alenté mis esperan-
zas, ya que sabia las simpatias que don Jests me profesaba.

Al finalizar la oposicién me felicité con estas palabras: «Le he
apoyado porque pienso que sera un buen sucesor de D. Francisco
Luque. Espero que no me defraude». Sus palabras, nunca olvidadas,
fueron permanente incentivo en mi trabajo hospitalario.

Como una faceta mas de su sentido humanistico cabe recordar
que, cuando entré en la Sociedad Espafiola de Médicos Escritores
y Artistas, me pidi6é que contestara a su Discurso de Ingreso sobre
«La historia de la Fotografia». Pese a que yo era un analfabeto en
la técnica fotografica, acepté gustoso su peticién, aunque le expre-
sé mis serios temores de que, con la facilidad que se me velaban
los carretes, también se me velaran mis palabras de respuesta a su
discurso. Afortunadamente, mis negros augurios no se cumplieron
y entre los dos, ese dia recordamos a Niepce y Daguerre, en una
sesién memorable en la que también recordamos a su maestro D.
Sebastian Recasens, aficionado al arte fotografico.

Fue un maestro de Ginecélogos, sin altivez ni prepotencia. Un
hombre grande, pero sencillo.

D. Francisco Orts Llorca (I. 1975): Cuando llegué a la Acade-
mia, hacia cinco afios que él habia ingresado en la misma. Nunca
le habia tratado personalmente, pero pude constatar el respeto que
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su prestigiosa figura suscitaba entre los Académicos. Respeto que
asumi y que me acercé de «puntillas» a su persona, hasta que sen-
té los «pies» cuando me abrié generosamente sus brazos.

Estando yo elaborando un trabajo sobre la percepcién sensorial
del feto intratitero, fui a recabarle a su casa, como gran embridlo-
g0 que era, mayor informacién al respecto. Se interes6é por mi pro-
yecto alentdndome en el mismo. Me obsequié con un pequefio li-
bro de su autoria, titulado Cémo somos antes de nacer, en el que
desarrollaba un interesante estudio sobre la fase embrionaria y pe-
riodo fetal avanzado, que me fue de util consulta.

La arida materia anatémica que dominaba la dulcificaba en al-
gunos de sus escritos para hacerla mas asequible al entendimiento
del lector. Asi ocurrié en el afio 1990, cuando ley6 el discurso in-
augural del curso con un tema, aparentemente frivolo: «El dedo
pulgar. ;Qué maravilla!», pero que encerraba una estupenda leccién
sobre la anatomia funcional de ese dedo, que el humano ignora
hasta que se le dafia o lo pierde. Lo he releido hace poco y me ha
vuelto a cautivar.

Paseando el verano pasado por el emporio urbanistico y turisti-
co que es Benidorm, me encontré con la sorpresa de que un paseo
préxima a la playa tenia el nombre de Avenida del Dr. Orts Llorca.
Tras el agradable descubrimiento lo recorri sosegadamente pensan-
do en el maestro. La justicia de sus paisanos ha dedicado una ca-
lle a quien nacié en este primitivo pueblo de pescadores. Don Fran-
cisco ha tenido la suerte de ser profeta en su tierra. Mi dedo pulgar,
en esta ocasién, se mantuvo enhiesto en mi mano derecha, como
signo jubiloso de victoria y justo reconocimiento de su paisanaje.

D. Antonio Gallego Fernandez (I. 1975): Le conoci de estudian-
te, cuando él ya era Primer Adjunto en la Catedra del Prof. Corral,
y se perfilaba como el brillante cerebro gris de la misma. Sus cla-
ses tenian una profundidad conceptual que las hacia distintas a las
restantes que escuchdbamos. Perdi el contacto con él y lo recuperé
en el 80 en la Academia. Aqui seguia siendo un hombre de notable
rigor cientifico y critico que lo demostraba en sus intervenciones de
respuestas a los conferenciantes, en las que florecian algunos duros
varapalos. En una de mis conferencias, en que abordaba aspectos
de fisiologia obstétrica, le veia en su sillon tomando algunas notas.
In mente pensé en el varapalo que iba a recibir cuando terminaran
mis palabras, pero mi sorpresa fue mayuscula al recibir su absolu-
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to silencio. Cuando saliamos de la Academia le pregunté por su
juicio a mi intervencién y me contesté con voz grave, estas escue-
tas palabras: «<Hombre, has dicho algunas cosas interesantes, pero
no para tirar cohetes de entusiasmo. No he intervenido porque alar-
garia la sesiéon y me esperan a cenar unos amigos...». El desprecio
endulzado por la cortesia.

Su Catedra de la Complutense era un cedazo que cribaba los co-
nocimientos de los estudiantes. La paja era el habitual suspenso, y el
trigo lo premiaba con el aprobado o la nota. Formé con Tamarit un
tandem de Cétedras de Fisiologia muy rigurosas, que despertaban un
halo de pavor en los estudiantes. Pero esa selecciéon la notdbamos
positiva entre nuestros alumnos que habian superado la prueba, y
comprendian mejor los conceptos fisiologicos que les explicAbamos en
los Cursos de Obstetricia y Ginecologia de la Licenciatura.

D. Luis Calatrava Paramo (I. 1977): Sin habernos conocido
previamente, durante los cuatro afios que fuimos compaferos de
Corporacién, establecimos una amistad creciente. Era un hombre
encantador y afectuoso. También teniamos afinidades humanisticas
y pude recrearme escuchandole en esta Tribuna con su conferencia
«Datos histéricos sobre la enfermedad de los Habsburgo».

Resulta curiosa la buena amistad que he mantenido con los es-
tomatoélogos de la Academia. Primero con D. Pedro Garcia Gras, de
cuyas hijas fui ginecélogo. Luego con el querido y malogrado Juan
Pedro Moreno. Hoy con mi entrafiable Miguel Lucas Tomads, quien,
entre sus rasgos de amistad, ha tenido la deferencia de colaborar en
mi libro de las patologias de La Gioconda, opinando sobre un po-
sible bruxismo condicionante de su misteriosa sonrisa.

Luis Calatrava fue coronel de Sanidad del Ejército del Aire y
Catedratico en Madrid de Estomatologia quirdrgica. Un inesperado
proceso de grave patologia le produjo la muerte en plena madurez
profesional e intelectiva, sumiéndonos a sus amigos en la dolorosa
sorpresa de su desaparicién.

D. Arturo Fernandez-Cruz Lifian (I. 1977): Un intelecto brillan-
te, acompanado del don de una simpatia contagiosa, con sello y gra-
cejo sevillano. Fue Catedratico de Patologia Médica en Santiago y
Barcelona y de Patologia General en Madrid. Presumiendo de ha-
berse formado junto a dos grandes maestros: Maranén y Enriquez
de Salamanca.
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Don Gregorio lo «enmarafié» en las redes de la Endocrinologia,
de la que fue una autoridad. Su Discurso de Ingreso en la Acade-
mia versé sobre «FEl rifiéon como 6rgano endocrino». También fue un
aventajado paladin de la Medicina Psicosomética, presidiendo la
Sociedad Espafiola de esta disciplina. Invitado a uno de mis cursos
de la Cruz Roja, nos asombré a todos haciendo sencilla la dificul-
tad expositiva de «la neuroquimica cerebral y los ritmos biolégicos».
Sabedor de mi ingreso en la Academia, llamé telefénicamente a mi
casa para enviarme una cordialisima felicitacién y exponerme deseos
de colaboracién y apoyo incondicional. Nunca olvidaré su generosa
llamada, que no llegé a convertirse en realidad por su inesperada
muerte ocho meses después. La Medicina espafiola perdié una sin-
gular figura. Sus pacientes, el angel protector de la salud, y yo,
personalmente, un gran maestro y un buen amigo.

D. Jorge Tamarit Torres (I. 1979): Fue un Fisi6logo matemati-
co, un Matematico fisiélogo; no en balde se doctoré en Medicina y
Ciencias Exactas. Antes de obtener las Cétedras de Fisiologia de las
Facultades de Medicina de Granada y Madrid, apoyado por D. Fer-
nando Enriquez de Salamanca, dirigié los Cursos del Doctorado
sobre «Matemaéticas para bidlogos», y ahondé en la investigacién
sobre la insulina y la diabetes mellitus, asi como en las leyes mate-
maticas aplicadas a las valoraciones biolégicas.

Un mes después de ingresar yo en la Academia, él pronuncié su
Discurso de Ingreso en la misma sobre «Funcionamiento de los
modelos de la regulacién de la glucemia», contestado brillantemen-
te por Fernandez Cruz, quien terminé sus palabras con una aseve-
racién tajante que guardo para el recuerdo: «<Hoy ha entrado en la
Academia, ademas de la alta medicina, la alta matematica». Siendo
Decano de Medicina de la Complutense, intensifiqué con él mi re-
lacién, como Profesor Encargado de Curso, y siempre me encontré
con un hombre correcto y comprensivo con los problemas docen-
tes que le exponia en mis idas al Decanato.

Fue una persona excepcional que auné la ciencia con la fe cris-
tiana, cobijandole ésta y acompanandole en un transito de paz, el
30 de julio de 1986.

D. Bonifacio Piga Sanchez Morate (I. 1979): El ultimo de esta
relacion, pero de los primeros en mi afecto. El prototipo del hom-
bre bueno. Amigo de los amigos y de los que no lo eran. Se alegra-
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ba de los éxitos ajenos elevando el diapasén de su felicitaciéon, y
ponia sordina a los fracasos disculpandolos. jA cuantos compafieros
ayudo, con generosa bondad aunque siempre dentro de su rectitud,
en los afos que presidié la Comisién Deontolégica del Colegio de
Médicos de Madrid!

Hijo de un padre prestigioso, el Catedratico de Medicina Legal
y Forense de la Universidad Central, D. Antonio Piga Pascual, y
padre de un hijo, también importante en prestigio profesional, el Dr.
Piga Rivero, Profesor de esta disciplina y de la de Bioética, en la
Universidad de Alcala de Henares. Tardé varios afios en suceder al
progenitor en la Catedra y en el sillén académico, ya que en am-
bos puestos se le anticipé6 D. Ricardo Royo Villanova, otro ilustre
amigo.

De Bonifacio Piga, quiza se desconozca por muchos comparieros
dos intervenciones suyas, cuya singularidad y proyeccién profesio-
nal le colocan, con evidente protagonismo, dentro de una memoria
histérica pasada. Ayudando a su padre, practicé en el afio 36 la
autopsia al caddver de don José Calvo Sotelo, y en 1975, ésta vez
ayudado por su hijo Antonio, procedié al embalsamamiento del
cuerpo sin vida del General Franco.

El profesor Piga fue un Académico ejerciente, con activa presen-
cia en todas las Sesiones, en las que gustaba de intervenir con eru-
dicién de conocimientos. Con motivo de presentar quien les habla
una comunicacion titulada «Reflexiones sobre la Eutanasia», me hizo
el honor de apostillar mis palabras con juicios profundos y valio-
sos, que luego me servirian para ampliar mi texto en futuras publi-
caciones.

Murié a los 83 afios de edad, culminando una vida fecunda para
la Ciencia y el comportamiento humano. Su evocacién hoy genera
lagrimas en los que fuimos sus amigos, pero las ldgrimas son, a
veces, balsamo para el recuerdo y no para la pena.

He tratado de condensar en 30 minutos, secuencias y recuerdos
de cinco largos lustros, cuyos protagonistas hacen buena la senten-
cia de Cicerén: «El recuerdo de los muertos estd en la memoria de
los vivos».

A los que la Providencia nos ha hecho la merced de sobrevivir,
hemos de compensar este privilegio con el deber de recordar a los
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que nos precedieron, que hoy nos regalan el aleteo de sus espiritus
por este salén de la Academia en que un dia aletearon sus cuerpos.

Vivimos un presente, pero ello nos obliga a vivir también el re-
cuerdo del pasado, porque si no la vida no mereceria la pena de ser
vivida. Oigamos a aquel fino poeta indio Omar Khayyan: «Dices que
cada nueva mafiana nos trae mil rosas; si, pero ¢dénde estan los
pétalos de la rosa de ayer?».

Los amigos del recuerdo son los pétalos de ayer, que siguen re-
galandonos el perfume de la vieja amistad.

Muchas gracias.

INTERVENCIONES
Prof. Lucas Tomas

Creo que es muy interesante lo que acaba de suceder en el dia
de hoy; estamos aqui reunidos para hablar de ciencia, pero también
es cierto que de vez en cuando hay que hablar de amistad, y creo
que la conferencia del Prof. Cruz Hermida ha sido realmente emo-
tiva, porque es muy bueno recordar a los buenos amigos y todo lo
que ha pasado; estamos aqui porque antes sucedié algo, ellos man-
tuvieron la Academia y nos la entregaron y, por lo tanto, estamos
aqui gracias a ellos. De alguno de ellos no conocemos mas detalles
que el nombre y la fecha. Quiero ampliar un poco méas lo que ha
dicho del Prof. Calatrava Paramo, que ocupé este asiento; era ciru-
jano maxilofacial y creador de la cirugia maxilofacial junto con otras
personas en los aflos 60, en ese momento en que la estomatologia
se transformaba, pasaba los limites convencionales, ampliando su
area de la cirugia constituyendo la cirugia maxilofacial.

Yo me consideré amigo suyo, aunque el Prof. Calatrava trabaja-
ba en el Hospital del Aire y yo entonces en la Clinica de la Con-
cepcioén y yo seria la segunda generaciéon de esa cirugia maxilofa-
cial que se creara entonces. Lo importante es que él, junto con otras
personas, crearon la figura de la cirugia maxilofacial y la introdu-
jeron en Espafia, cosa que es importante que la reconozcamos, y
junto con el matiz profesional una gran capacidad técnica-quirir-
gica; era un gran cirujano porque era un gran médico que sabia
mucho de diagnéstico clinico y diagndéstico diferencial, y ademas,
operaba. Hay un matiz personal que seria interesante conocer, es
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que tenia una personalidad definitoria absoluta. Era un hombre que
entendia las cosas inmediatamente y delimitaba perfectamente donde
estaba el diagnéstico y donde estaban sus amigos. Muchos lo recor-
dardn por la contundencia con la que manejaba las palabras, las
frases, los diagnésticos y las amistades. Yo me acuerdo de una fra-
se suya que decia «no aguanto a los estipidos»; era un hombre muy
carifioso, muy simpatico, muy cordial, pero de una rotundidad en
sus manifestaciones y en sus criterios que llamaban la atencién. Mu-
chas gracias por tus palabras.

Prof. Martinez Fornés

Has citado a Eugenio D’Ors y quiero felicitarte con una frase que
le of personalmente «una sintesis vale por diez analisis». Realmente
una sintesis es dificil; cada uno de los personajes que has citado re-
queriria una conferencia entera y es dificil poner freno a tu corazén
generoso en este texto. Realmente, con cuatro pinceladas, las nume-
rosas personas que no hayan tenido el privilegio de conocer a todos
estos personajes, se llevan una idea bastante exacta. Te felicito por un
texto tan bien escrito, tan generoso, y maravillosamente leido.

Prof. Sierra Garcia

Quiero muy brevemente matizar tres aspectos. El primero, dar-
le la enhorabuena por su magnifica conferencia. En segundo lugar,
queria agradecerle el que me haya citado, porque en el afio 1980
quedaron dos plazas vacantes en la seccién de Cirugia y los dos
Académicos que ocupamos esas plazas fuimos el Prof. Cruz Hermi-
da y yo. Como los dos en estos dias cumplimos nuestras bodas de
plata, siempre es agradable que al menos te citen, incluso que te
regalen un libro como él me ha regalado. Es duro que uno cumpla
las bodas de plata en cualquier institucién o centro y que nadie le
diga nada. A mi, la conferencia del Prof. Cruz Hermida me ha ser-
vido en este aspecto para que se me haya recordado, por lo cual yo
se lo agradezco. En tercer lugar, queria, después de 25 afos como
Académico Correspondiente, dar mi punto de vista sobre esta enti-
dad dentro de la Real Academia. Creo que la personalidad del Aca-
démico Correspondiente es una personalidad importante para mi,
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porque en el afio 1979, cuando convocaron estas dos plazas, fue un
concurso nacional, libre, en el que habia que aportar la historia pro-
fesional del individuo junto con un trabajo de investigacién inédi-
to. Cuando fui nombrado, para mi fue un momento importante den-
tro de mi vida; yo me acuerdo que al Presidente de entonces le pedi
que queria trabajar en la Real Academia y me contesté que, como
yo era cirujano, que hablara de lo que yo mas conocia. Le contesté
que era la cirugia y la patologia de la mama y entonces hasta aho-
ra, cada dos afios aproximadamente, he dado una conferencia en
esta Institucién sobre temas relacionados con la patologia mamaria;
la ultima hace pocos meses sobre el tratamiento del cancer de mama
en el tercer milenio. Espero, v ya se lo he dicho al Prof. Jiménez
Collado, que mi ultimo libro que me encargé la Sociedad Esparfiola
de Cirujanos, una guia clinica de cémo deben actuar los cirujanos
espafioles, la presentaré en el mes de febrero, si Dios quiere.

Sn embargo, quiero hacer un poco hincapié en que muchas ve-
ces los Académicos Correspondientes somos algo olvidados en esta
casa, y como muestra me voy a referir a un botén que tiene la ac-
tualidad de estos dias. Hace poco recibi en casa una carta de la Real
Academia Nacional de Medicina en la que venia un folleto con un
curso sobre patologia mamaria; lo vi con sorpresa, miré los temas
y las personas que lo impartian, que eran totalmente ajenas a esta
Institucién. Valga este botén de muestra y ejemplo para pedir a la
Direccién y a la Presidencia de la Real Academia Nacional de Me-
dicina que cuente cada vez més con los Académicos Correspondien-
tes, sobre todo como el Prof. Cruz Hermida y como yo, que lleva-
mos veinticinco afos y que seguimos con ganas de trabajar, y Dios
sabe si, ademas de cumplir las bodas de plata, llegamos a cumplir
las bodas de oro. Muchas gracias por tu magnifica conferencia.

Prof. Jiménez Collado

Quiero felicitar al Prof. Cruz Hermida por la magnifica conferen-
cia que nos ha dado. He de responder al Prof. Lucas Tomds, que
ha hablado de la idoneidad de una sesién de recuerdo a nuestros
mayores; en la préxima Junta de Gobierno se dara cuenta que la
Junta Directiva ha establecido un memorial a modo de lo que ocu-
rre en Academias de Estados Unidos, Inglaterra, Francia e Italia, en
el cual va a haber una seccién especifica para recordar los cien afios
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de toma de posesién como Académicos en esta Academia. Es una
idea que habia que institucionalizarla, y para ello es necesario que
haya un acuerdo en la Junta Directiva, que pase a la Junta de Go-
bierno y que ésta se dé por enterada.

También el Prof. Lucas ha hablado de un querido amigo, que
cuando yo era Catedratico en Murcia me lo encontraba muchisimas
veces en La Manga. Me refiero al Prof. Orts Llorca. El Prof. Cruz
Hermida ha hecho una sintesis preciosa, magnifica, pero corta,
porque el Prof. Orts Llorca, ademas de ser mi maestro y yo he sido
su discipulo desde que tenia dieciséis afios en Cadiz, he sido su
continuador en Madrid, le he sucedido. El Prof. Orts Llorca creé la
primera Escuela de Embriologia Experimental en Espana, el primero
que hizo los injertos y traslaciones de células marcadas con timidi-
ta en Europa. La coleccién de embriones del Prof. Orts Llorca, de
la que soy su depositario, ya que me la legd en su testamento, es
maravillosa, ha sido y sigue siendo de las mejores en nuestro pais.
Hay otra faceta del Prof. Orts Llorca que no ha comentado, y es que
en Cadiz tuvo una labor improba, ya que llegé alli con medios muy
limitados, hizo una Catedra maravillosa, unos laboratorios en los
que habia que hacer los cultivos con estufas de petréleo y algo mas,
fue cirujano; en Cadiz hubo una época de nueve afios en la que no
hubo Catedraticos de Cirugia, y él tenia asimiladas las dos Cétedras
de Patologia Quirargica. El Prof. Orts Llorca ha sido un padre, y
fundamentalmente ha sido un caballero, en la maxima extension de
la palabra. La Avenida del Prof. Orts Llorca tuve la suerte, junto con
la del Prof. Pérez Llorca, de hacer su inauguracién.

En cuanto al amigo Prof. Sierra, permitame que como miembro
de la Junta Directiva no esté de acuerdo con lo acabas de decir.
Hace meses dije que habia que hacer un control de los Sefiores
Académicos Correspondientes por una razén, porque no vienen.
¢Cuéntas veces en este ano académico que termina el 13 de diciem-
bre has estado aqui? Han sido tres veces; el Prof. Cruz Hermida ha
estado sé6lo dos. Los Académicos de Numero tenemos un libro de
firmas en el que se hace fechaciente la asistencia a las sesiones; yo
propuse que hubiera un libro de firmas para los Académicos Corres-
pondientes, y se va a hacer a partir del préximo Curso Académico
que se inicia el 17 de enero.

Antes de ser Académico de Numero venia yo de vez en cuando
a las sesiones cientificas y, si mal no recuerdo, actuaban practica-
mente los Académicos de Ntimero. Ahora es rara la sesién en la que
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no interviene un Académico de Numero y uno Correspondiente. Por
tanto, no es que se les quiera y no se les desprecie, sino que la
presencia hace la existencia. En cuanto al curso que ha hecho el
Prof. Escudero, fue potencializado por la Real Academia Nacional
de Medicina, que se lo da a un Académico y éste se hace responsa-
ble del mismo, teniendo la obligacién de rendir cuentas; ha tenido
una acogida y unos medios de difusién y aceptacién. La Real Aca-
demia Nacional de Medicina, bajo ningin sentido, se olvida de sus
integrantes, sean numerarios, sean correspondientes de Madrid o
de provincias. Aqui todos los afios vienen Academias de Distrito, y
hace una semana estuvo aqui la Real Academia de Medicina de
Cadiz. En esta Academia se os quiere, se os estima y se os aprecia,
pero, por favor, integrémonos todos mas, porque una familia disper-
sa no es bien avenida, y queremos convivir, queremos integrarnos
y queremos ser una unidad.

CONTESTACION DEL PROF. CRUZ Y HERMIDA

Quiero agradecer a todos los Académicos que me han honrado
con su intervencién sus generosas palabras.

Al Prof. Lucas Tomas, con el que coincido en tantas cosas, ce-
lebro que coincidamos en la comin amistad con Luis Calatrava
Paramo, de la que ambos nos sentimos orgullosos.

Al Prof. Martinez Fornés, miembro de Academias hermanas,
agradecer que haya aportado, con sus palabras, bellas expresiones
de Humanismo Médico, con citas dorsianas incluidas.

Al Prof. Antonio Sierra también le agradezco su vibrante inter-
vencién, al tiempo que le felicito también por ser otro feliz testigo
personal en el cumplimiento de Bodas de Plata con la Academia.

Finalmente, al Prof. Jiménez Collado, decirle que coincido ple-
namente con €l en que he hecho una obligada «sintesis corta» del
admirado Prof. Orts Llorca, pecado que he cometido también con
el resto de amigos citados, ya que todos hubieran merecido un co-
mentario mas extenso. El breve y preceptivo tiempo de que dispo-
nemos todos los conferenciantes tiene la culpa, pero en este caso
puntual, el Prof. Jiménez Collado, con sus sentidas palabras hacia
su maestro ha suplementado, en parte y con justicia, mi breve cita
al gran anatémico y maestro de todos. Le agradezco su oportuna
aportacion.



ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA 719
PALABRAS FINALES DEL PRESIDENTE

Por muchos motivos esta sesién ha sido singular, al menos yo
asi lo he sentido y por eso lo digo. El valor de sus conferenciantes,
como siempre, espléndido. Hay que agradecer a los dos ponentes de
hoy; al Prof. Jiménez Collado por su doble trayectoria, intervinien-
do en las dos conferencias; ha estimulado al maximo nuestra capa-
cidad perceptiva de los hechos anatémicos embriolégicos que cono-
cemos de antiguo, y que de vez en cuando tenemos que leer para
nuestro conocimiento. Ha sido una ponencia estupenda, dificilisima
para construir y entender y ensamblar con los conocimiento de los
aspectos generales de la medicina, hay que profundizar en esas co-
sas que estan en la embriogenia. Como miembro de esta Academia
te agradezco el esfuerzo enorme que para mi ha supuesto la elabo-
raciéon de la ponencia con la que nos has obsequiado, cémo hay que
concretar cuestiones de la embriogenia que puedan ser escuchadas
y aprovechadas en aquellos casos que podamos hacerlo. Muchas
gracias por tu magnifica conferencia.

Al Prof. Cruz Hermida muchas veces le hemos escuchado. Una
de sus caracteristicas mas importantes es la capacidad que tiene de
pensar, de manifestar lo pensado, de comparar, de estuchar tus
sentimientos, de evocar lo que en el recuerdo tienes, y has hecho
una conferencia magistral. Has hablado de los grandes maestros de
nuestra Facultad de Medicina, y algunos otros que estaban alejados
de Madrid, pero a la vez presentes y en la actuacién de esta Aca-
demia. No es nada facil valorar aquellas cuestiones que se refieren
al sentimiento, pero si de eso hablamos, es la valoracién de esa
historia en lo que yo conozco, que son muchos afos porque termi-
né en el afio 1945 en la Facultad de Medicina de Madrid. Has re-
cordado de una manera extraordinaria a todos aquellos maestros;
has estimulado nuestros sentimientos, porque te hemos escuchado
muchos que entonces estdbamos como auxiliares, como médicos
internos, de muchos profesores que ha tenido gran suerte la Uni-
versidad Complutense en tener, un magnifico grupo de profesores,
distinguiéndose totalmente en todas y cada una de las parcelas a las
que se dedicaban. Has relatado con gran realidad y conocimiento a
las personas y a las instituciones. Nos has emocionado a todos.

Se levanta la sesion.
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Resumen

Para el quimico sintético, la Sintesis Combinatoria consiste en el empleo
de procesos (sintesis en fase so6lida) y estrategias (centenares o millares de
reacciones simultdneas) que permiten, en muy breve tiempo, la obtencién de
colecciones grandes y organizadas de compuestos organicos, las llamadas
bibliotecas moleculares o »quimiotecas». Sin necesidad de aislamiento y pu-
rificacién de los compuestos individuales, pueden, mediante la llamada
«deconvolution», evaluarse como mezcla para determinar la actividad biol6-
gica.

Estas quimiotecas, planeadas sistemaética e inteligentemente, se estan con-
virtiendo en una fuente imprescindible para el descubrimiento y desarrollo
de nuevos principios activos para la farmacologia. Generan compuestos
estructuralmente diversos que, combinados con los nuevos ensayos de alto
rendimiento sobre receptores («high throughput screening»), permiten la
busqueda de cabezas de serie farmacol6gicos con una rapidez sin preceden-
tes. Por su parte, la llamada sintesis combinatoria paralela logra una eficaz
optimizacién estructural del cabeza de serie mediante la preparacién, indi-
vidual pero simultanea, de una amplia gama de derivados de la estructura
progenitora.

Abstract

From the stand point of the synthetic chemist, Combinatorial Synthesis
involves the use of processes (solid phase synthesis) and strategies (hundreds
or thousands of simultaneous reactions) which allow the preparation, in a
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short time, of big, organized collections of organic compounds, the so called
molecular libraries. Without isolation or purification of individual
compounds, deconvolution allows the evaluation of mixtures for biological
activity.

These libraries, if smartly designed, are becoming an essential source in
the discovery and development of new molecules for pharmacology. The
structurally diverse compounds are submitted to high throughput screening
in a rapid search for lead compounds. On the other hand, the so called
parallel combinatorial synthesis offers an efficient route for the structural
optimisation obtaining, individually but simultaneously, a wide variety of
derivatives of the lead compound.

INTRODUCCION

El largo y complejo proceso que se requiere para lograr un nuevo
farmaco supone una decena de etapas ideales (Patrick, 2001), en
varias de las cuales desempefia la sintesis organica (Borrell, 1999)
un papel clave (Figura 1).

La utopia Quimico-Médica

. Eleccién de la enfermedad e identificacién de su diana terapéutica
. Creacién del bioensayo adecuado para ella

. Hallazgo y sintesis de la molécula cabeza de serie

. Optimizacion en estructura-actividad

. Identificacién inequivoca del farmacé6foro

. Logro de perfecta interaccién con la diana

. Determinacién de la farmacocinética, metabolismo y toxicidad

. Disefio de la sintesis a escala industrial

. Ensayos clinicos

. Comercializacién

OOV~ ULDE WN —

—_

FiGcura 1.

En la decisiéon quimica inicial, el hallazgo de una molécula con
actividad biolégica, aunque sea débil, que sirva como cabeza de
serie, los quimicos, médicos y farmacélogos se han valido histéri-
camente de datos previos procedentes de fuentes tan dispares como
el folklore curativo de los productos naturales o el ensayo farmaco-
légico ciego de moléculas originalmente obtenidas sin propdsito
médico (Madden, 1994; Vermuth, 1996) (Figura 2).
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«Yacimientos» en la Quimica del descubrimiento
de farmacos

Productos naturales

Ensayos farmacolégicos a ciegas de moléculas sintéticas
Modificaciones quimico-estructurales de moléculas ya activas
Descubrimiento accidental de actividad

Busqueda informatica en bases de datos estructurales

Disefio «racional» basado en la estructura del receptor

Disefio basado en la estructura del ligando metabdlico del receptor
Creacién ad hoc de grandes «bibliotecas moleculares»: Sintesis combi-
natoria.

FIGUrA 2.

La Quimica Terapéutica, junto con la Medicina y la Farmacolo-
gia, estan haciendo la transicién del empirismo a la racionalidad en
el disefio de farmacos, hasta ahora muy dependiente de descubri-
mientos accidentales. Una de las principales contribuciones a este
proceso es la Sintesis Combinatoria (Nicoli, 2005). La razén es que
el quimico terapéutico ha de manejar niimeros ingentes de estruc-
turas moleculares. Y el niimero de posibles moléculas orgénicas es
inabarcable (Elguero, 1999).

En la creacién de un nuevo farmaco, para seleccionar la molé-
cula apropiada entre millones, lo ideal seria conocer previamente la
estructura quimica necesaria. Para ello seria preciso conocer de an-
temano el receptor biolégico para ese farmaco y todos los aspectos
metabdlicos implicados. Por desgracia, esto no es posible en la ma-
yoria de los casos. Mucho se ha avanzado en el terreno de la rela-
cién estructura-actividad, pero mucho mas nos falta por saber. Qui-
micos y farmacélogos nos vemos obligados a hacer muchas
moléculas, cuantas mas mejor, y ensayar la actividad biol6gica de
todas y cada una, identificar un cabeza de serie y refinar después
su estructura hasta el farmaco médicamente tutil (Balay, 1999). ¢Po-
demos evitar sintetizarlas una a una, trabajosa y lentamente? Ya
podemos, con la Quimica Combinatoria.
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QUIMICA COMBINATORIA: POR QUE, QUE Y COMO

En los udltimos afios se ha producido un vertiginoso incremento
en el namero de dianas terapéuticas conocidas. Como consecuen-
cia, aparecen mas y mas posibilidades para tratar dolencias hasta
ahora inabordables, lo que requiere muchas nuevas moléculas or-
génicas capaces de actuar sobre esa pléyade de nuevas dianas.

Ahora bien, atin con todos los avances actuales, de cada 10.000
estructuras moleculares ensayadas con fines terapéuticos, solo una
llega a ser un medicamento utilizable. Con tal proporcién, es evi-
dente que se requiere una metodologia que permita la sintesis de
un enorme namero de moléculas si hemos de tener probabilidades
razonables de éxito. Necesitamos metodologias de sintesis masiva
que permitan obtener nuevas moléculas organicas en nimero y di-
versidad hasta ahora impensables. Esta es la razén de la Sintesis
Combinatoria, que podemos definir como un conjunto de estrategias
y procesos que permiten lograr la sintesis rdpida y_simultdnea de una
coleccion grande y organizada de compuestos orgdnicos: las llamadas
bibliotecas moleculares o quimiotecas (Arya, 2005).

Obtenidas estas quimiotecas, de centenares o millares de com-
puestos, pueden someterse al ensayo masivo de cribado («scree-
ning»), que en muy poco tiempo permiten identificar la o las po-
cas moléculas con la actividad farmacolégica buscada. Se ha hecho
un paralelismo entre la Quimica Combinatoria y el sistema inmu-
nolégico, capaces ambos de seleccionar una molécula concreta en-
tre muchisimas.

¢Coémo se lleva a cabo una sintesis combinatoria? Se realiza en
cada sintesis un solo tipo de reaccién quimica, pero combinando
simultdneamente un gran numero de sustratos y reactivos. En otras
palabras, se llevan a cabo una multitud de reacciones analogas si-
multdneas para obtener una colecciéon de moléculas de una misma
familia estructural. Y el trabajo se lleva a cabo en microescala y con
técnicas sintéticas en fase sélida (Seoane et al., 2002; Burgess, 1999),
que permiten gran automatizacién y robotizacién en el laboratorio
de sintesis organica y que valieron el Premio Nobel de Quimica a
Merrifield, su descubridor (Merrifield, 1993).
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EJECUCION DE UNA SINTESIS COMBINATORIA

La sintesis de péptidos (Howl, 2005; Jiménez, 2004) nos permi-
tira presentar las ventajas de la sintesis combinatoria.

La sintesis cldsica de un tripéptido requiere una secuencia en la
que cada residuo de aminoéacido se va adicionando, con las adecua-
das protecciones y desprotecciones de los grupos funcionales, en
reacciones sucesivas. Al completarlas, habremos obtenido un com-
puesto, el tripéptido Aal-Aa2-Aa3:

Aal
l Aa2

Aal-Aa2
l Aa3

Aal-Aa2-Aa3

Si necesitasemos el péptido Aa2-Aal-Aa3, tendriamos que reali-
zar una nueva y diferente secuencia de reacciones. Y asi una y otra
vez para cada tripéptido que queramos.

La sintesis combinatoria, por el contrario, permite obtener mu-
chos péptidos distintos de un solo golpe. Podemos acoplar en una
sintesis combinatoria un sustrato formado por 20 aminoacidos dife-
rentes, que se hacen reaccionar con otra mezcla de otros tantos, con
la proteccién funcional adecuada. De esa tnica reacciéon obtendremos
directamente 400 dipéptidos. Si esos 400 dipéptidos se hacen reaccio-
nar de nuevo con la mezcla de 20 aminoacidos, obtendremos 8.000
tripéptidos, con muy poco esfuerzo y en un tiempo muy breve:

l Aal...aA20

400 dipéptidos
l Aal...aA20

8000 tripéptidos

Habremos obtenido, de un golpe, una quimioteca combinatoria,
cuyas dimensiones pueden ser enormes y aumentaran con el nimero
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de moléculas de partida y, con ellas, el de reacciones simultdneas:
N reactivos actuando sobre N sustratos daran NxN estructuras
moleculares diferentes. Dicho de otro modo, el nimero de péptidos
aumenta exponencialmente con su longitud.

La sintesis combinatoria puede ejecutarse de dos modos distin-
tos. La primera posibilidad es hacer que cada producto indivi-
dual sea obtenido en un vial de reaccién diferente, un proceso
conocido como sintesis paralela, originada con la llamada «técnica
de la bolsa de té» de Houghten (1985) y luego automatizada
con métodos robéticos adecuados. La sintesis paralela es un ex-
celente método para la optimizacién estructural de farmacos, una
vez que se ha identificado la molécula prototipo, el cabeza de se-
rie. Se pueden obtener asi con rapidez un gran nimero de analo-
gos para, en funcién de la correlacién estructura-actividad, seleccio-
nar el que mejor actividad tenga para convertirlo en el farmaco
definitivo.

Pero la segunda, y mas importante, alternativa consiste en eje-
cutar la sintesis combinatoria en un solo matraz, de modo que en
un unico recipiente de reaccién se genere la quimioteca entera. Es
este el camino que la Quimica Combinatoria sigue para la tarea mas
dificil: el hallazgo del cabeza de serie. Los ensayos sobre una gran
quimioteca de compuestos organicos en busca del uno que es acti-
vo se ha comparado con la proverbial biisqueda de la aguja en el
pajar. La Quimica Combinatoria nos permite encontrar las agujas
mucho mas deprisa. De hecho, la necesidad antes aludida de encon-
trar cada vez mads estructuras prototipo para nuevas dianas terapéu-
ticas ha sido el principal acicate para el actual desarrollo de la sin-
tesis combinatoria.

Mientras que en el pasado aun reciente el motor de la Quimica
Médica era el descubrimiento, muy aleatorio, de un cabeza de se-
rie, ahora el motor es el descubrimiento de la diana terapéutica, del
receptor farmacolégico. Se estima que una gran compaifia far-
macéutica podra seleccionar cada afio un centenar de dianas tera-
péuticas y buscar cabezas de serie para cada una de ellas. Ello
exigird sintetizar y ensayar mas de un millén de moléculas distin-
tas. Solo la Quimica Combinatoria ofrece el modo de generar y
ensayar, en tiempos viables, tales colecciones de nuevos compues-
tos quimicos.

De este modo, el quimico sintético se encontrard con un matraz
que contiene una coleccién, como mezcla, de muchos compuestos
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distintos !. Si uno de los compuestos contenidos en la mezcla fuese
activo él, y solo él, la aguja en el pajar, se asociaria in vitro con
nuestro receptor mediante una interaccién farmaco-receptor, en
definitiva una forma de «reconocimiento molecular» por asociacién
no covalente con la «plantilla» molecular (Figura 3).

Receptor-
Plantilla

FIGuraA 3.

La quimioteca completa se enfrenta al receptor. Si no se obser-
va actividad es que todas la moléculas presentes en la mezcla son
inactivas y, con un solo experimento, evitamos tener que ensayar
individualmente cada uno de esos productos. Todos ellos, centena-
res o quizas millares, se descartan de una sola vez, ahorrandonos
asi el esfuerzo y el tiempo de sintetizar, purificar y caracterizar cada
componente.

Se puede pasar enseguida a la siguiente quimioteca, hasta que una
de esas mezclas muestre actividad. Esta es la fase clave, una metodo-
logia que debe tanto a la Matematica Combinatoria como a la propia
Quimica. Viene usandose para ella el término inglés «deconvolution»?
y permite la identificacion del compuesto concreto que es activo. Para
ello, se procederia a sintetizar de nuevo la quimioteca, pero comen-
zando solo con 19 aminoacidos sustrato en lugar de los 20. Tras el
acoplamiento con 2 veces 20 aminoacidos llegaremos a un matraz
que, en lugar de 8.000, contendra 7.600 tripéptidos:

! Hemos de reconocer que para un investigador quimico tradicional, cuyo objeti-
vo es obtener una sola e identificable sustancia que deberia ser aislada y purificada,
esta situacién resulta nueva. El énfasis combinatorio esta, efectivamente, en manejar
mezclas de muchas moléculas cuya estructura no necesariamente se conoce con pre-
cisién y los compuestos no se aislan ni purifican.

2 Su traduccién al espanol presenta un interesante problema lexicografico a nues-
tra institucién hermana, la Real Academia Espafiola.
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Aa2.....Aa20 (Omite Aal)
l Aal....aA20

l Aal....aA20
7.600 tripéptidos

Si, al ensayar de nuevo su actividad biolégica frente al receptor,
la mezcla resulta inactiva, sabremos que el compuesto activo es uno
de los 400 que faltan. Mas atn, sabemos que la posicion 1 del tri-
péptido activo es precisamente el aminoacido Aal, el que hemos
omitido al usar sé6lo 19. Si, por el contrario, esa quimioteca de 7600
compuestos sigue siendo activa hemos de continuar omitiendo sis-
tematicamente, en el sustrato inicial, cada uno de los aminoacidos
hasta el Aa20. Asi encontraremos el bloque de 400 compuestos que
contienen la molécula activa. Y eso con un maximo de 20 experi-
mentos, que nos permiten determinar inequivocamente qué aminoa-
cido ocupa la posicién 1. Con esta posicién ya conocida, como
maximo otros 20 experimentos de omisién nos permitiran identifi-
car el fragmento de la posiciéon 2 y otro tanto ocurrira con el ter-
cer y ultimo fragmento.

En consecuencia, s6lo 20+20+20=60 experimentos, como maximo,
de omisiones sucesivas habran sido necesarios para definir la estruc-
tura molecular completa de un nuevo farmaco entre nada menos
que 8000 candidatos. Un excelente avance quimico, que expresa la
ventaja matematica de lo lineal (20+20+20) sobre lo exponencial
(20x20x20) que la sintesis clasica hubiese requerido (Hangauer,
2001). En ello consiste la esencial y gigantesca ventaja de la Sinte-
sis Combinatoria en la busqueda de nuevos medicamentos (Wilson,
1997).

APLICACIONES Y LIMITACIONES DE LA SINTESIS
COMBINATORIA

El éxito de una sintesis combinatoria exige dos requisitos fun-
damentales. En primer lugar, las reacciones sintéticas que se utili-
cen han de ser rapidas y de alto rendimiento, para que se pueda
obtener eficazmente la quimioteca. Igualmente han de serlo las re-
acciones de proteccién-desproteccion de grupos funcionales. En se-
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gundo lugar, los ensayos de actividad biolégica han de ser también
sencillos y rapidos para procesar los grandes nimeros de compues-
tos que aportan las quimiotecas y en esto son fundamentales los
ensayos in vitro automatizados sobre receptores aislados (Kyranos,
2004). Tanto estos ensayos como la sintesis combinatoria se hacen
hoy por procedimientos robotizados controlados informaticamente
(Bayer, 2005; Cawse, 2001). Trabajando ininterrumpidamente (<high
throughput screening»), es posible hoy llegar a sintetizar y ensayar
en una semana hasta 10.000 nuevas moléculas?® y con cantidades
muy pequenas, de orden de microlitros. La farmacologia ha pasado
asi de ser el factor limitante, el proceso lento, a convertirse en el
verdadero motor, un dragén insaciable que demanda més y mas mo-
léculas para ensayar, haciendo ya imprescindible para los quimi-
cos la Sintesis Combinatoria.

La aplicacién practica de la Quimica Combinatoria puede di-
ficultarse si en una quimioteca existe mas de un compuesto activo,
mas de una aguja en el pajar, en palabras de Wilson (1997), lo que
complica la sistematica y hace precisos més experimentos adecua-
damente disefiados. En este sentido, resulta obvia la importancia de
los aspectos bioinforméticos de esta revolucién de la Quimica Mé-
dica y el tratamiento de las enormes bases de datos que lleva ine-
vitablemente aparejadas.

Para volver a nuestras grandes cifras, se ha calculado que, sélo
con masas moleculares por debajo de 850 Dalton, rango en el que
se encuentran la mayoria de los farmacos, son posibles 10?®° sustan-
cias quimicas diferentes. Como, evidentemente, no es posible sinte-
tizar quimiotecas de tal dimensién, se hace preciso decidir que fa-
milias quimicas se han de incluir. El conocimiento quimico-biolégico
de la relacién estructura-actividad sigue siendo de capital importan-
cia, cada vez también con mayor ayuda informatica en el tratamien-
to de los parametros de modelizacién molecular de la estructura,
esquemas de sustitucién, pardmetros fisico-quimicos, subunidades
farmacoforas o interacciones farmaco-receptor.

Originariamente, la Sintesis Combinatoria se apoy6 en la sinte-
sis de péptidos, quiza porque la metodologia para su sintesis en fase
sélida estaba ya desarrollada y creé una via excelente que comple-
mentaba muy bien a otros métodos de preparacién de péptidos te-
rapéuticos, caros y complejos, como el uso de microorganismos

3 Los ultimos sistemas robotizados apuntan ya capacidades de ensayo in vitro de
decenas de miles de moléculas diarias.
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recombinantes o plantas transgénicas. De este grupo de farmacos
peptidicos resultaron nuevos ligandos para receptores opiaceos,
nuevos agentes antimicrobianos y alguno de los mas recientes far-
macos para el virus de inmunodeficiencia humana, el Fuzeon, un
péptido de 36 aminoacidos de la familia de los inhibidores de fu-
si6n (Sriram, 2005). La sintesis combinatoria en fase sélida ha per-
mitido que el nimero de péptidos sintéticos de aplicaciéon terapéu-
tica, tan solo una decena en 1990, se haya cuadruplicado en una
década y se doblara probablemente en el préximo lustro.

Junto con sus ventajas en tanto que agentes terapéuticos, como
su no acumulacién en el organismo debido a su rapido metabolis-
mo, los péptidos presentan también inconvenientes en su uso como
farmacos. Requieren formas de administracién incémodas, por su
escasa actividad por via oral debida a su metabolizacién por los
enzimas digestivos y, en especial los de baja masa molecular, tien-
den a ser prematuramente filtrados por el rifién. Por ello, la segunda
generacién contempla el uso de péptidos no proteinégenos y la
modificacién de péptidos por reacciones como la N-metilacién o
peptoides cuya cadena lateral estd unida al N en vez de al carbo-
no. El problema renal intenta resolverse mediante el incremento de
la masa molecular por conjugacién con moléculas de tamano sufi-
ciente, sin alterar la estructura funcional del péptido.

La Sintesis Combinatoria va hoy mucho mas alla del acoplamien-
to peptidico y puede aplicarse a la mayoria de las reacciones orga-
nicas de valor sintético, incluido el uso de reactivos organométali-
cos, condensaciones aldélicas, reacciones de Witting, acoplamientos
de Heck y de Stille o la reaccién de Mitsunobu. Por otra parte, la
secuencia sintética combinatoria se ve con frecuencia acortada y
mejorada mediante el uso de reacciones dominé (Capdevilla, 2003,
Waldmann, 1995) y reacciones multicomponente (Weber, 1999).
Como consecuencia de todo ello, hoy son asequibles por sintesis
combinatoria farmacos de muy diversas estructuras, muy especial-
mente moléculas de naturaleza heterociclica. La figura 4 muestra un
caso paradigmatico con la sintesis de nuevas 1,4-diazepinas, un tipo
de moléculas bien conocido por la Psiquiatria (Patrick, 2001). Se
trata de una sintesis combinatoria ideal, ya que implica la unién de
tres subunidades diferentes y la presencia de 5 substituyentes en
posiciones variables, de modo que se llega a una quimioteca a par-
tir de una estructura bésica con un producto de partida comin
(Figura 4).
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Se publican continuamente nuevos ejemplos con estructuras
como piperazinas, triazolidinas y muchas otras. La idea clave es
siempre partir de un esqueleto base * y realizar sobre él multitud de

variaciones estructurales (Figura 5).
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4 Viene utilizdndose para designarlo el término «scaffold» , de la terminologia in-
glesa , que podriamos traducir por «andamiaje» o «estructura soporte».
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Ha de resaltarse aqui la importancia de dedicar un tiempo pre-
vio a la optimizacién de la secuencia de reacciones antes de empren-
der la sintesis de una biblioteca heterociclica combinatoria. De no
hacerlo, algtin paso de la secuencia sintética en fase sélida podria
generar productos indeseados y, al no ser posible analizar con faci-
lidad lo que esta ocurriendo en las esferas del soporte polimérico,
podriamos encontrarnos con una quimioteca que contenga centena-
res de sustancias inutiles antes de haber identificado el problema.
Esto puede evitarse confirmando antes la viabilidad de la reaccién
en fase sélida con algunos compuestos individuales extremos, como
son las estructuras con mayores dificultades estéricas o electrénicas
y evitando el uso de especies de muy baja reactividad.

Los avances mas recientes en el disefio de quimiotecas combi-
natorias se dirigen a la busqueda de un alto grado de diversidad
estructural, que permite cubrir una amplio campo en el examen de
actividades farmacolégicas. En este sentido, habra de irse guiando,
cada vez mas, no solo por descriptores estructurales, si no por des-
criptores de actividad biolégica (Congreve, 2005). Esto puede lograr-
se en la practica ensayando todos los compuestos de una quimiote-
ca frente a un panel de proteinas funcionalmente diferentes y
determinando la afinidad como ligando de cada compuesto para
cada proteina. El conjunto de afinidades de un compuesto dado es
su «huella dactilar» , que correlaciona bien con las actividades bio-
légicas de los compuestos ensayados como farmacos potenciales.

Pero tal vez el futuro se encuentre en la Quimica Combinatoria
Dindamica (Stoddart, 2002). Los procesos descritos hasta ahora se ba-
san en un fenémeno que podriamos considerar estatico, mediante
reacciones sintéticas irreversibles. Por tanto, cuando una quimioteca
se enfrente a un receptor y s6lo uno de los compuestos, el activo, in-
teraccione con él, la cantidad de complejo farmaco-receptor (Figura 3)
puede ser tan minima que su identificacién y aislamiento resulte muy
dificil. La nueva Quimica Combinatoria Dindamica utilizaria reacciones
reversibles (Lehn, 2001) (Figura 6) en equilibrio termodindmico. Exis-
te entonces un continuo intercambio de fragmentos estructurales, de
modo que los distintos productos de la quimioteca pueden intercon-
vertirse entre si en permanentes equilibrios. Solo la formacién del
complejo entre el receptor y el componente activo desplaza ese equi-
librio, con el enriquecimiento espontaneo de la mezcla en el compo-
nente activo, en forma de complejo, haciendo asi mucho maés facil el
aislamiento e identificacién del mismo (Otto, 2002).
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Como reflexion final, podemos ver a la Sintesis Combinatoria
como el equivalente sintético de la gran reserva de moléculas que
es la Naturaleza. A través de la evolucién, la Naturaleza ha produ-
cido un gigantesco nimero y una enorme variedad de estructuras
quimicas, algunas de las cuales tienen utilidad médica y han sido
explotadas por la Quimica Terapéutica tradicional. Pues bien, la
Sintesis Combinatoria estd produciendo ahora grandes colecciones,
una enorme reserva de nuevas estructuras que no existen en la na-
turaleza y de las que estamos obteniendo nuevos farmacos. La di-
versidad de estructuras (algunas beneficiosas, otras toxicas®) en la
naturaleza es mucho mayor, pero el aislamiento e identificacién de
sus principios activos, ademas de laborioso y lento, no ofrece nin-
guna garantia de encontrar un cabeza de serie para una determinada
diana terapéutica. Por ello, la ventaja de la Sintesis Combinatoria
es que produce muy deprisa gran nimero de compuestos con tipo-
logias estructurales predefinidas y adaptadas a la diana terapéutica
que nos interese. Se cumplen asi las palabras de E. Blout:

«El objetivo de la Quimica ha sido, y es, comprender los
procesos por los cuales la naturaleza y el hombre pueden
construir las complicadas moléculas que permiten que exis-
ta la vida, y moléculas capaces de mejorar la calidad de la
vida humanan.

5> No olvidemos el caracter aleatorio de estas propiedades de los productos natu-
rales. No hay razén a priori para que un microorganismo que se desarroll6 en este
planeta hace decenas de millones de afios haya generado un metabolito secundario
que resulte capaz de curar de una cierta enfermedad a una especie, precisamente la
humana, que ni siquiera habia aparecido sobre la faz de la Tierra.
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INTERVENCIONES
Prof. Lorenzo Fernandez

Mi felicitacién al Prof. Seoane porque éste es un tema de extraor-
dinario interés en cuanto a los avances de la investigacién farma-
colégica, investigacién en la consecucién de farmacos, y, en defini-
tiva, de farmacos utiles para la terapéutica. Efectivamente, la
industria farmacéutica siempre nos dice que se consigue una molé-
cula cada diez mil; esto lleva mucho tiempo y tiene un coste muy
elevado. La quimica combinatoria simplifica enormemente el tiem-
po y el coste, y al mismo tiempo las dianas terapéuticas tendran una
afinidad mayor del farmaco con el receptor. Esto me parece de una
importancia extraordinaria.

Me gustaria hacerle tres preguntas: primera, la industria farma-
céutica, los grandes departamentos de quimica de sintesis, ¢utilizan
ya habitualmente la sintesis combinatoria en sus investigaciones?;
segunda, esto llevara consigo un abaratamiento del coste de los
medicamentos; una de las razones que arguye la industria farmacéu-
tica en el precio elevado de algunos medicamentos es el escaso fruto
en relacién con el gran esfuerzo que tiene que hacer, esfuerzo eco-
némico y esfuerzo de tiempo; tercera, ha citado la optimizacién
estructural, y dentro de ésta me imagino que se tendran en cuenta
los compuestos quirales; hoy dia hay una gran tendencia a utilizar
compuestos quirales, mayor afinidad por el receptor, mayor preci-
si6n en la respuesta, mayor efecto farmacodinamico y menor toxi-
cidad, ventajas de los compuestos quirales que estdn dentro de la
optimizacién estructural.

Mi felicitacién de nuevo, ya que considero este tema de una
extraordinaria importancia para médicos, farmacoélogos, investigado-
res y quimicos, ya que constituye un avance de gran importancia
dentro de la investigaciéon farmacolégica.
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Prof. Sanz Esponera

Me sumo a la felicitacién porque hemos disfrutado mucho. Ahora
en oncologia se empiezan a conocer dianas terapéuticas y empeza-
mos a saber cuales son los receptores que han mutado y cémo
podemos actuar sobre ellos, y, por tanto, crear o desarrollar fairma-
cos especificos contra ello. Hay ya ejemplos, como en los tumores
de estébmago gastrointestinal, en los cuales es posible conocer cémo
un receptor tirosinquinasa mutado es capaz hoy de interaccionar con
un producto quimico para inhibir esta mutacién y, por tanto, evi-
tar la accién de este receptor mutado.

Realmente, yo creo que hoy dia la biologia molecular nos esta
abriendo también unos campos inesperados en cuanto al reconoci-
miento de los procesos reales que estdn ocurriendo en la transfor-
macién, en este caso, de la célula normal en célula tumoral, y nos
esta permitiendo desarrollar una serie de farmacos especificos. Lo
que nos preocupa a veces es el receptor tirosinquinasa que esta mu-
tado y en la evolucién puede sufrir nuevas mutaciones, y de hecho
las sufre. ¢(Cémo podemos garantizar que los farmacos que estamos
utilizando y que ahora son eficaces pueden, cuando se esta produ-
ciendo esta evolucién o esta mutacién sucesiva, ser también efica-
ces?; es decir, que nos crea una incertidumbre el pensar que esta-
mos abriendo una ventana de esperanza a muchos pacientes que
tienen tumores que hasta hace unos afios eran intratables y hoy dia
se empieza a conocer como la alteracién, la mutacién de estos re-
ceptores, fundamentalmente del grupo de la tirosinquinasa, esta
permitiendo desarrollar estos farmacos. Mi pregunta gira en torno
a la importancia que cada dia tiene mas el conocimiento de los re-
ceptores y la significacién que puede tener la modificaciéon de es-
tos receptores en el desarrollo de estos farmacos.

Prof. Gonzalez Baron

Me ha encantado la conferencia del Prof. Seoane, ya que ilustra
muchisimo a los que estamos implicados en una medicina muy far-
macolégica y muy de vanguardia. En la oncologia nos interesa
mucho este tema, y de hecho, cada vez mas, la industria farmacéu-
tica se acerca a los clinicos a preguntar y a recibir una ayuda des-
de la visién clinica para puro quimico en la investigacién del desa-
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rrollo preclinico inicial. Me ha gustado lo que ha dicho sobre los
productos naturales, porque en los ultimos tiempos y por personas
muy angustiadas por sus enfermedades, vienen a los clinicos a pe-
dirnos casi milagros, derivado de que la prensa estd sembrando
expectativas falsas. Sin embargo, creo que debe de haber una sin-
tesis entre lo que es la quimica con la investigacién de productos
naturales, es decir, en oncologia lo hemos tenido, hemos utilizado
unos alcaloides y en una etapa posterior hemos utilizado puros pro-
ductos de sintesis derivados de esos alcaloides.

Prof. Diaz-Rubio Garcia

Me sumo a las felicitaciones de otros comparfieros Académicos.
Creo que la conferencia del Prof. Seoane demuestra la importancia
que tiene tener en esta Academia un sillén especifico para un qui-
mico. Yo creo que si el Prof. Seoane tenia algin temor de estar
entre médicos fundamentalmente, aunque hay otros sillones de es-
pecialidades no médicas, o de que no se le entendiera, yo creo que
queda claro el interés de su intervencién y que es un tema que apa-
siona a los médicos; al fin y al cabo, el medicamento, el farmaco,
es algo que une nuestra accién con el paciente y todos tenemos un
alto interés en ver como evoluciona todo este proceso que tan bien
ha explicado.

La sintesis combinatoria ya lleva muchos afios, la sintesis com-
binatoria dinamica a la que ha hecho referencia es el futuro y cuan-
do salié a todos nos sorprendié mucho cémo se podian conseguir
farmacos en muy poco espacio de tiempo; es decir, frente al desa-
rrollo convencional de un farmaco desde que se comienza a inves-
tigar hasta que lo tenemos en la clinica pasan entre 14 y 16 afios,
con la quimica combinatoria se pueden obtener farmacos en 4 6 5
afios. Un proceso independiente al que ha explicado el Prof. Seoane
es el posterior de validacién del farmaco, de ensayar en diferentes
fases hasta que se introduce en la clinica, y que es un proceso te-
dioso, un proceso que no es facil; posiblemente en un futuro, y gra-
cias también a la quimica combinatoria, pueda ser sustituido y ga-
nado en tiempo, porque la quimica combinatoria nos sirve no
solamente para los farmacos, sino también para otras areas.

En relacién con el diagnéstico de las enfermedades, ¢hasta dén-
de puede llegar la quimica combinatoria teniendo presentes algunos
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ejemplos que son tremendamente conocidos como es la nariz arti-
ficial que existe, en la cual un conjunto de moléculas se encienden
o cambian de color cuando reaccionan con diferentes sustancias
quimicas y puede ser hasta motivo para detectar determinados ar-
tefactos? Eso a uno le hace reflexionar que esto nos puede llevar a
tener aplicaciones evidentemente clinicas desde el punto de vista
diagnéstico basadas en la clinica combinatoria, y, por supueto, tam-
bién en la aceleracién importante de lo que supone estos periodos
de lo que llamamos en medicina el ensayo clinico, que es un pro-
ceso muy largo, que si hemos acortado de 15 a 4 afnos ha sido gra-
cias a la sintesis combinatoria.

¢Qué prioridad cree o qué seria mas facil de los compuestos que
deben ser analizados?, es decir, ha empezado a hablar de los pépti-
dos, que fue lo primero que se hizo, luego en los afios 80, a partir
del diazepan, se desarrollé una enorme cantidad de derivados del
diazepan y ahora creo que se esta trabajando mucho en antibiéti-
cos, que es un area que puede ser muy importante y que también
ha citado. ¢Son realmente estas dreas, o hay otras que se puedan
introducir con la quimica combinatoria dinamica?

Por ultimo, quiero hacer una reflexién muy sucinta de un pro-
blema que yo creo que es la consecuencia de la abundancia, es
decir, la quimica combinatoria nos va a permitir tener farmacos,
incluso hasta disefios personalizados en un futuro que no tiene por
qué ser muy lejano. La quimica combinatoria nos estd mostrando
que los nuevos farmacos tienen a veces pequefios beneficios margi-
nales, que lo que nos aporta a lo mejor es simplemente un 0,5 % 6
1 %. En realidad, lo que aporta sobre el farmaco verdaderamente
original es poco y sin embargo conlleva un alto coste para el siste-
ma sanitario. ;(Cémo ve el gran coste que puede suponer en un fu-
turo este avance tan tremendo con esta nueva tecnologia, de esta
nueva sintesis de farmacos que tan fantasticamente nos has expues-
to? Yo estoy convencido que esta Academia agradece el tema tan im-
portante que nos has traido.
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Resumen

Objetivo: Valorar si la profilaxis antimicrobiana quirdrgica, ademas de su
conocido efecto para reducir la infeccién del sitio quirargico, tiene también
efecto protector sobre la neumonia postquirtrgica precoz. Para ello se utili-
z6 un estudio de cohorte, con 26.826 enfermos de Cirugia General y de
Especialidades del Hospital Universitario La Paz, aplicando modelos
multivariantes. Se obtuvieron varios factores de riesgo de esta infeccién como
edad, urgencia, tipo y duracién de la cirugia, etc., y un factor de proteccién,
la administracién de profilaxis quirargica (OR 0,18-0,44), que origina una
reduccién de 2-5 veces la frecuencia de neumonia postquirtrgica.

Abstract

Objective: to ascertain the impact of surgical antimicrobial prophylasis on
the prevention of early-onset post-surgical (EOPP), using an analytical cohort
study covered 26,826 patients at the La Paz University Teaching Hospital
(General Surgery and Speciality Surgery). The multivariate model showed
several risk factors of early-onset post-surgical pneumonia as age, emergency
admission, type of surgery, duration of intervention, etc., and one protection
factor, antimicrobial prophylasis (OR=0.18, General Surgery and OR=0.44,
Speciality Surgeries). Then, antimicrobial prophylasis, aside from its known
effect on surgical site infection, was associated as with reduction (2-5 times)
of incidence of early-onset postsurgical pneumonia.

Colaboradores: Jests Diez Sebastian y Juan Garcia Caballero.
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INTRODUCCION

La neumonia nosocomial se define como la infeccién del parén-
quima pulmonar adquirida durante la estancia de un paciente en el
hospital, y que no estaba presente, ni incubandose, en el momento
de ser admitido en el centro. Se trata de un problema comun, gra-
ve y costoso, que afecta a un porcentaje entre el 0,2 y el 2% de
todos los pacientes hospitalizados (1).

En pacientes postquirargicos, la neumonia supone el 18 % de los
casos de infeccion hospitalaria, segin el NNIS, aunque esta frecuen-
cia es variable entre el 9 % vy el 40 % segun el tipo de cirugia, sien-
do mas alta en cirugias de cuello, térax y abdomen. Por otro lado,
su letalidad es muy alta (ejemplo, 30 - 46 % en los pacientes so-
metidos a cirugia abdominal) (2) y es la causa mas comun de muer-
te entre los pacientes quirtrgicos (3).

Todos los autores parecen coincidir en que las microaspiracio-
nes de secreciones faringeas o gastricas colonizadas son la princi-
pal via patogénica para el desarrollo de las neumonias. La contri-
bucién de la intubacién para facilitar la diseminacién en zonas mas
bajas del arbol bronquial de estos microorganismos también pare-
ce clara, ya sea en el mismo momento de la colocacién del tubo
endotraqueal, mediante siembra directa, como, posteriormente a la
misma, mediante el paso de secreciones colonizadas alrededor del
balén de sujeccién del mismo (4). Pero la contribucién relativa de
estas causas puede variar segin consideremos la neumonia como
precoz (antes de los 4 dias de la cirugia) o tardia, y también difie-
ren en la etiologia, ya que las neumonias precoces se asocian gene-
ralmente a microorganismos similares a los encontrados en las neu-
monias comunitarias (S. prneumoniae, S. aureus y H. influenzae, que
llamaremos grupo I), mientras que las tardias suelen estar provo-
cadas por patégenos nosocomiales mas habituales (P. aeruginosa,
Acinetobacter, y también S. aureus, que llamaremos grupo II) (5, 6).

El uso especifico de antimicrobianos intravenosos con intencién
profilactica para la neumonia nosocomial es una practica habitual-
mente desaconsejada (7). Sin embargo, otros autores encuentran que
los antimicrobianos administrados de forma previa a la intubacién
parecen actuar como factor protector sobre la neumonia precoz aso-
ciada a ventilacién mecdanica, pasando a ser factores de riesgo sobre
la neumonia desarrollada mas all4 de las 48 horas post-intubacién (8).

En este mismo sentido, los antimicrobianos administrados pre-
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vios a la intubacién parecen tener un papel protector (OR: 0,2) para
prevenir la colonizacién por microorganismos denominados del gru-
po I, y, como consecuencia, un papel protector frente a la inciden-
cia de este tipo de neumonia, cuando ocurre de forma precoz. Por
el contrario, este hecho representa un factor de riesgo claro (OR:
6,1) para la colonizacién posterior (a partir del cuarto dia) por
microorganismos del llamado grupo II, asociados a la etiologia de
la neumonia tardia (6).

A la vista de todos estos datos, nos planteamos la pregunta de
si la profilaxis antimicrobiana quirargica podria actuar a tiempo
sobre la flora existente en la orofaringe y vias respiratorias altas,
reduciendo la incidencia de la neumonia postquiridrgica precoz
(NPP). Aunque su propdésito principal, en funcién del tipo de ciru-
gia y la edad del paciente, es la prevencién de la infeccién de loca-
lizacién quirargica, nada impide que su accién pudiera extenderse
sobre otros tipos de infecciones.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion y ambito de estudio: Se estudiaron los Servicios qui-
rurgicos (excepto Oftalmologia) del Hospital General «La Paz» de
Madrid. Cada Servicio se estudia de forma prospectiva en dos pe-
riodos trimestrales, alternos, al afio. Asi, en cada trimestre se inclu-
yen todos los pacientes intervenidos quirtdrgicamente, y cuya estan-
cia postquirdrgica sea mayor de 48 horas. Los pacientes se siguen
diariamente por personal del Servicio de Medicina Preventiva, reco-
giendo los datos en una ficha estdndar, hasta su alta. Para comple-
tar esta informaciéon se usa fundamentalmente la historia clinica del
paciente, junto con informacién recogida de los profesionales sani-
tarios directamente, informes de resultados microbiolégicos y el sis-
tema de informacion del centro. El paciente es seguido hasta su alta
hospitalaria (al domicilio, traslado a otro centro o fallecimiento)
independientemente de su historia posterior. Si el paciente, por ra-
zones de su evolucién clinica postquirirgica es trasladado a otra
unidad en nuestro hospital, el seguimiento continda alli, desplazan-
dose a tal efecto el personal de enfermeria para recabar la informa-
cién pertinente. La muestra de pacientes corresponde a 13 afos
(1990 al 2002, ambos inclusive) lo que ha supuesto 26.826 enfermos
que podemos dividir en las dos cohortes siguientes:
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A. Cohorte de «Cirugia General»: 13.024 pacientes

B. Cohorte de «Cirugia de Especialidades». Esta segunda cohor-
te retine 13.802 pacientes de los siguientes Servicios: Cirugia Car-
diaca, Cirugia Toréacica, Cirugia Vascular, Neurocirugia, Urologia,
Maxilofacial y Otorrinolaringologia.

Disefio del estudio: Observacional longitudinal analitico de co-
hortes. A partir de estas cohortes se valora la incidencia de infec-
cién nosocomial y la de neumonia postquirdrgica precoz (NPP). El
estudio de los factores de riesgo asociados al desarrollo de esta in-
feccion esta disenado como un estudio de casos y controles anida-
do en las cohortes, puesto que extrae como sujetos de estudio el
grupo de pacientes con NPP (casos) y los controles del subconjun-
to de pacientes que no han sufrido ningtn tipo de infeccién noso-
comial, ya que al existir asociacién entre esas infecciones, si eligié-
semos los controles entre enfermos con infecciones distintas de NPP,
introduciriamos un sesgo.

Variables de estudio: Los datos recogidos en la ficha de estu-
dio han sido: Datos de filiacién: (nombre, edad, sexo, n.° historia cli-
nica, fecha de ingreso, fecha de alta); Datos basicos del ingreso y
la cirugia: tipo de ingreso (urgente o programado), fecha de inter-
vencién quirtrgica, grado de contaminacién de la cirugia, coédigo
CIE-9MC de procedimiento, ASA, duracién de la intervencién qui-
rargica, preparaciéon prequirargica, datos de la PAQ; Datos de ins-
trumentaciones: sondaje urinario, catéter venoso periférico; Datos de
infeccién: Infeccién al ingreso (tipo y etiologia), e Infeccién noso-
comial (hasta 4 localizaciones por paciente, incluyendo tipo, fecha
y etiologia); Datos de tratamiento antimicrobiano: tipo de antimicro-
biano, dosis, duracién. En las fichas de recogida, ademas de los da-
tos mencionados, se registran la fecha de cada prueba microbiol6-
gica, pruebas diagnésticas complementarias, y sintomas o signos
clinicos sugerentes de infeccién. Con toda esta informacién prospec-
tiva, se diagnosticaran las infecciones nosocomiales que sufra cada
enfermo, con los criterios del CDC de 1988 y 1992 (9).

Analisis de los datos: Los datos se analizaron utilizando el pro-
grama SPSS v.9. Para el estudio bivariante se utilizé la prueba de
la 42 o el test exacto de Fisher. En todos los casos de aplicacién de
la prueba de la y?, se utiliz6 la correccién de Yates. Las compara-
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ciones entre grupos de variables cuantitativas continuas se realiza-
ron mediante pruebas paramétricas, utilizando la ¢ de Student, cuan-
do se comparaban dos grupos, o el ANOVA cuando el analisis im-
plicaba tres o méas grupos.

Después se realizé un analisis multivariante mediante regresién
logistica para evaluar el impacto conjunto de potenciales factores de
riesgo sobre la incidencia de NPP, controlando a la vez por los fac-
tores de confusion (10). En la construccion de los modelos se utilizé
un método por pasos hacia delante (forward stepwise), incluyendo
variables que resultaron significativas en el anélisis bivariante o que
podrian actuar como variables de confusién. También se exploraron
las posibles interacciones entre variables independientes. La evalua-
cién de la significacion estadistica en cada paso se realizé determi-
nando el -2-log-likelihood. Se calcul6 el area bajo la curva de cada
uno de los modelos para conocer la bondad de ajuste global (11).

RESULTADOS

Los 26.826 pacientes incluidos estdn divididos en dos cohortes
diferenciadas, una de Cirugia General con 13.024 individuos y otra
de Cirugia de Especialidades con 13.802. En las tablas I y II se
muestran algunos datos descriptivos basicos de ambas cohortes.
Como puede verse, la frecuencia de infeccién nosocomial en gene-
ral, y de neumonia postquirirgica precoz, fue mayor en la cohorte
de Cirugia de Especialidades (10,4 % y 1,1 %, respectivamente), que
en la de Cirugia General (8,6 % y 0,6 %).

Ha existido confirmacién microbiolégica de la etiologia de la
NPP en el 66,2 % de los casos en Cirugia General y en el 77,2 %
de los de Cirugia de Especialidades. La distribucién de etiologias en-
contrada en los dos grupos se muestra en la Figura 1.

Para el estudio multivariante se utilizé6 como variable dependien-
te en ambas cohortes, la presencia de NPP frente al grupo control, los
que no sufrieron ninguna infeccién nosocomial. Ambos modelos de
regresion logistica solo incluyeron seis variables significativas, y pue-
den verse en las tablas III y IV. El area bajo la curva fue grande en
ambos modelos, asi en Cirugia General fue de 0,856 (IC,,: 0,811 -

5%"

0,902) y en Cirugia de Especialidades, 0,852 (IC,_ : 0,824 — 0,879).

95%"
Al observar estas ecuaciones podemos deducir que de todas las

NPP que se hubiesen producido por los factores de riesgo de cada
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Variables 3 Cohorte de Cirugia de
Cuantitativas SOOI d:__'ClI;gzgiﬂ Sl Especialidadges
(m * ds) n=13802
Edad 53 + 20, 1afios 56,1 + 18 4afios
Duracion cirugia 86,5 + 62 minutos 132 + 99, 9minutos
Estancia hospitalaria 14,5 + 13,7 dias 18,1 + 17dias
TaBLA 1.

s
pneumoniae

S aureus
Haemophilus
spp
P
aeruginosa

Cirugia General Cirugia de
Variables (n=13024) Especialidades
Cualitativas (n=13802)
%o %
Sexo (hombres) 52,8 68,6
Mayores de 65 afos 34,9 39,5
| Ingreso urgente 34 11,4
Cirugia Sucia 16,5 4,6
Profilaxis quirtrgica:
-Administrada (adecuada o prolongada) 57 82
- No Administrada no indicada 324 11
- No Administrada pero si_indicada 10,6 7
Incidencia infeccién comunitaria 18,1 8,7
Incidencia Infeccion nosocomial 8,6 10,4
Incidencia neumonia precoz 0,6 1,1
Tratamiento antimicrobiano 74,5 91,3
Mortalidad 4.4 3.9
TasLA II.
Etiologia de las NPP en ambas cohortes
35 OC General
30 B C Especialidades
25
%relativos %g
10
5
0

Candida
Otros

FiGcura 1.
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] Beta R Ajustad
Modelo de RL de NPP. Cirugia General. o Iéus 200
95%
Edad cualificada > 60 afios 1.51
- 0,412 o,
< 60 afios (riesgo basal) (1,02-2.24)
Ingreso Si ~
& : 0,715 2,04
urgente No (riesgo basal) (1,19-3,50)
Tipo de IQ Cirugia de tiroides, suprarrenales,
tejido linfatico, afio, aparato urinario,
aparato reproductor, mama, piel - I
Cirugia de bazo, estomago, 1. delgado,
apéndice, recto, higado, vesicula y 4.52
tracto biliar, pancreas, hernias y 1,509 (0.89-23.01)
eventraciones, 1. grueso
Laparotomias, procedimientos 34,49
diagnosticos abdominales y peritoneo 3.541 (4,42 -269,1)
Cirugia de esofago 162,78
5,096 (16,8 - 1590.1)
Tiempo de [IQ < 60minutos -- 1
> 60m y < 180minutos 1,318 3,74
(1,96 -17.13)
> 180minutos 2,316 10,14
(4,56 - 22,50)
Profilaxis Administrada adecuada o inadecuada . 0,18
antimicrobiana -1,733 (0,1-0,3)
quirirgica No administrada no indicada 2,24
0,806 (1-5,1)
No administrada si indicada _ 1
i ; Si 7,19
Infeccion al ingreso 1,966 * B
2! No (riesgo basal) (3,46 - 14,75)
Constante -8,894 -

TaBLA III.

enfermo, al aplicar la proteccién que supone la quimioprofilaxis
quirargica (OR<1), se evitaran en Cirugia General 5 de cada 6 NPP
y en Cirugia de Especialidades 1 de cada 2. En definitiva, tras con-
trolar los factores de riesgo y de confusién relevantes, concluimos
que la profilaxis quirdrgica, ademas de su conocido efecto para la
prevenciéon de la infeccién de localizacion quirtrgica, tiene también
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Modelo de RL de NNPP. Cirugia de Beta OR Ajustado
Especialidades 1Cg5¢,
Sexo Hombre (riesgo basal) ) 0,63
Mujer 0,468 (0,43 -0,91)
Tipo de 1.- Urologia, ORL, Cirugia _ I
Servicio Quirtirgico| Maxilofacial
2.- Cirugia Torécica, Cirugia 239
Cardiovascular, Cirugia 0,873 :
(1,41-4,06)
Vascular
3.- Neurocirugia 4,45
1,494 2.77-17.17)
Ingreso Si 1.529 4,61
urgente No (riesgo basal) ’ (2.99-7.11)
Tiempo de < 60minutos -- 1
Intervencion > 60m y < 180minutos 0,418 1,52
Quirtirgica (0,99 -234)
> 180minutos 1,271 3,56
(2,17 5,86
Profilaxis Administrada adecuada o 03813 0,44
antimicrobiana inadecuada 012 (0,29-0,68)
quirtrgica No administrada no indicada 0111 1,12
’ (0,58-1,37)
No administrada si indicada . 1
Estancia 1 dia 0 menos -- 1
prequirirgica 2 a3 dias -0,384 0,68
(0,46 - 1,01)
4 0 mas dias -1,088 0,34
(0,19 - 0,60)
Constante -5,553 -

TaABLA IV.

un importante efecto protector sobre la NPP (maxime en Cirugia
General), con lo que se demuestra la hipétesis inicial.

DISCUSION

La incidencia de NPP encontrada en nuestro estudio se mueve
en cifras similares a otros estudios nacionales e internacionales,
siempre en funcién del tipo de cirugia (12). La cirugia abdominal
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con incisién amplia y la neurocirugia, son los grupos de pacientes
con mayor riesgo en cada una de las cohortes estudiadas. En el caso
de la cirugia abdominal esto probablemente indica una relacién
entre la limitacién del componente abdominal respiratorio y el re-
flejo de la tos, el inadecuado control del dolor, la hipoventilacién
de bases pulmonares, y todos estos factores a su vez contribuyen con
la patogenia de la neumonia. Por otro lado, los pacientes neuroqui-
rargicos concentran varios de los factores de riesgo de colonizacién
del arbol bronquial y de progresién hacia el desarrollo de una NPP
(13), en especial, la transicién de colonizacién a infeccién, implica
generalmente la aspiracién de secreciones orofaringeas o gastricas,
frecuentes en el paciente con dafio neurolégico grave.

El estudio multivariante de factores de riesgo de NPP frente al
grupo de pacientes sin infeccién nosocomial se resume en dos mo-
delos con tan sélo 6 variables independientes respectivamente. Al-
gunas de ellas son comunes para ambos modelos, y la mayoria han
sido ampliamente tratadas en otros modelos multivariantes de neu-
monia en la literatura. Citaremos a continuacién estas variables:

La edad es una variable comiin que encontramos en muchos de
los estudios multivariantes publicados que estudian la apariciéon de
neumonia y otras complicaciones pulmonares postquirtargicas (13,
14). En el modelo de Cirugia General, la edad mayor de 60 afios se
asocia a un OR de 1,5 de sufrir una NPP, que es algo menor que
el encontrado en otros estudios que tienen OR asociados que van
desde 1,9 a 2,4. Por otro lado, curiosamente, la edad no siempre
queda incorporada como factor independiente, sobre todo en estu-
dios que incluyen la presencia de signos o sintomas clinicos de
alteraciones pulmonares previas a la intervencién quirurgica. Hay,
al menos, tres ejemplos de trabajos que dejan la edad fuera del mo-
delo, al incluir informacién sobre, por ejemplo, hébito tabaquico an-
tiguo, antecedentes de EPOC o alteraciones radiolégicas preopera-
torias, por lo que parece posible que parte de la influencia de la
edad ocurra a través de la existencia de enfermedad pulmonar pre-
via (15). De hecho, esto puede ser lo que ocurre en el modelo de
Cirugia de Especialidades, donde la edad no queda incluida y en
cambio si lo hace el sexo. La mayoria de la poblacién de este estu-
dio es de edad avanzada (casi un 40 % de mayores de 65 afnos en
esta cohorte), entre los que el habito de fumar esta principalmente
arraigado en hombres. Estos dos hechos pueden llevar a pensar que,
tal vez, el mayor riesgo del sexo masculino es una expresién de
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mayor frecuencia de antecedentes de enfermedad pulmonar y, a tra-
vés de ella, de mayor frecuencia de NPP.

El tipo de cirugia es, sin duda, el factor asociado con mas fuer-
za a la aparicién de una NPP, al igual que en otros trabajos (16).
Si dividimos todos los tipos de cirugia en estratos de similar ries-
go, en el estrato de menor riesgo, aparece una misceldnea de tipos
de intervencién quirurgica asociados a una incidencia baja de NPP
(0,1 %); por encima de este grupo tenemos la casi totalidad de ci-
rugia abdominal sobre aparato digestivo, con OR ajustado, respec-
to el grupo de cirugias anterior, de 4,5. A partir de aqui los dos
grupos siguientes suponen un salto importante en incidencia de
NPP, por ejemplo, intervenciones quirugicas por traumatismos o
lesiones penetrantes de abdomen, intervenciones paliativas sobre
tumores con diseminacién peritoneal, peritonitis diseminadas, etc,
procedimientos, en cualquier caso, que implican incisiones extensas
y tiempos de intervencién prolongados con OR de 34,5. Por ultimo,
el grupo de mayor riesgo incluye la cirugia de eséfago con una OR
de 163. Sin embargo, en Cirugia de Especialidades, este riesgo es
menor, 2,5 en intervenciones de térax y cardiovasculares y 4,5 en
neurocirugia. Todo esto puede deberse a la mayor facilidad de as-
piracién de secreciones orofaringeas o gastricas como consecuencia
del dano neurolégico y puede ser el factor clave en este caso. Por
otro lado, el papel que puede tener en este tipo de pacientes la exis-
tencia de una aspiracién prequirtrgica también se sefiala en otro es-
tudio (13). Existen bastantes datos que corroboran que el paciente
neurolégico, especialmente si existe coma, tiene mayor riesgo de
sufrir neumonia tanto en el paciente critico como tras cirugia (15).

El ingreso urgente y la duracién de la intervencién quirdrgica
son dos factores bien conocidos en otros modelos publicados de
neumonia. Por un lado, el ingreso urgente es, en realidad, un fac-
tor muy complejo, que puede agrupar en si mismo varios factores
de riesgo conocidos de la infecciéon hospitalaria, y suele aparecer en
modelos de otros autores, ya sea directamente o en forma de pun-
tuacién ASA u otras clasificaciones funcionales prequirtirgicas (2,
16).

No resulta nada sorprendente que la duracién de la cirugia, re-
lacionada directamente con la duracién de la intubacién, pueda estar
implicada en el riesgo de sufrir una NPP. El papel de la intubacién
en la patogenia de la neumonia nosocomial forma parte de los fac-
tores documentados en la literatura asociados a la neumonia post-
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quirdrgica (12). Para cualificar la variable en tres estratos se pro-
baron diversos puntos de corte, y se escogieron aquéllos que sepa-
raban mejor los riesgos de NPP (menos de 60 minutos, de 60 a 180
minutos, y mas 180 de minutos). Los OR asociados a cada estrato,
al controlar por el resto de variables, quedan con valores de aproxi-
madamente 3 y 10 con respecto al basal. En la bibliografia encon-
tramos que la duracién de la intervencién es una variable asociada
con la incidencia de neumonia postquirargica, aunque con OR me-
nores (2, 12). Es l6gico, en cualquier caso, que el impacto de esta
variable sea mayor sobre la incidencia de NPP en nuestro trabajo,
que sobre la incidencia de neumonia postquirtargica global (precoz
mas tardia) que era el objetivo de la mayoria de la literatura con-
sultada.

La aportacién mas original de nuestros dos modelos es que el
hecho de que la profilaxis antimicrobiana quirdrgica se asocia, como
factor independiente a la incidencia de neumonia postquirirgica
precoz en las dos cohortes de pacientes estudiadas. La profilaxis
«administrada estando indicada» tiene un OR ajustado de 0,18 y
0,44 respectivamente para cada una de las cohortes, respecto a la
situacién basal de profilaxis «indicada pero no administrada». Asi,
la administracién de la profilaxis quirtargica esta influyendo, de for-
ma independiente a los demas factores de riesgo o proteccién, en
la incidencia de NPP. Este hecho ya era apuntado por algunos au-
tores, refiriéndose al efecto de pautas cortas de antimicrobianos con
intencién profilactica, aunque no asociado a la profilaxis quirargi-
ca propiamente dicha y en estudios con tamafios pequefios, lo que
limitaba su estratificacién y extrapolacién (5, 13). Sin embargo, no-
sotros lo hemos podido demostrar en un amplio espectro de ciru-
gias, gracias al gran tamafio de las cohortes. El efecto encontrado
es explicable, ya que la profilaxis quirdrgica es capaz de actuar pre-
cozmente sobre la flora orofaringea, antes de la intubacién, asi como
mantener ese efecto durante el tiempo de la misma, eliminando mi-
croorganismos que pudieran haber llegado a tramos inferiores de las
vias respiratorias como consecuencia de la instrumentacién.

Por ultimo, cabe preguntarse si este efecto preventivo sobre la
NNP permitirfa aventurar la recomendacién de extender la profilaxis
quirurgica a todos los pacientes quirtargicos de cirugia limpia, en la
que la incidencia acumulada es de solo 0,1 %. Aunque la profilaxis
pudiese tener un efecto preventivo, el NNT seria de 1.100 (nimero
necesario a tratar para evitar un solo caso de neumonia), por lo que
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en este caso los costes y efectos adversos podrian contrarrestar los
beneficios.

Como conclusion, este trabajo proporciona mayor evidencia a la
recomendaciéon de cumplir las pautas de profilaxis antimicrobiana
quirirgica, ya que la administracién de la misma, cuando esti in-
dicada, ademas de su efecto conocido sobre la infecciéon de locali-
zacién quirdrgica, se asocia de forma independiente a una reduc-
cién en la incidencia de neumonia postquirdrgica precoz.
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INTERVENCIONES
Prof. Rey Calero

Muchas gracias, Prof. Herruzo, porque creo que nos ha demos-
trado durante muchos afios la recogida de 26.000 casos en La Paz,
que supone un hito y creo que en muy pocas estadisticas se puede
encontrar. Como muy bien sabe el Presidente, hace dos dias esta-
bamos en Bruselas y la primera sesiéon fue nada menos que estu-
diar esta problematica de la infeccién asociada a cualquier actua-
cién médica, y naturalmente la actuacién quirdrgica es una de ellas,
supone para la Unién Europea tres millones de casos, y supone
concretamente 50.000 muertos y aproximadamente unos 6,8 millo-
nes de euros, y multiplica por tres las estancias hospitalarias, que,
en definitiva, es una enorme cuantia no solamente por el dafio fisi-
co que se le provoca a los pacientes, sino el dafno incluso de la
mortalidad.

El haber obtenido esas dreas hace de una manera sencilla y fa-
cil hallar unos datos que de otra manera seria un poco duro para
los no avezados en estos términos epidemiolégicos comprender es-
tos aspectos; por tanto, el haber sacado unos datos tan evidentes
manifiesta unos hechos importantisimos. Realmente, en la reunién
que acabo de comentar se insistia mucho en que todos los Estados
miembros manifiesten cudl es el estado de sus datos, y concretamen-
te creo que ha sido magnificamente expuesto para saber exactamente
lo que nosotros hacemos en Espafia. Se hablé mucho de la resis-
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tencia a los antibidticos; efectivamente, cada vez se fabrican menos
antibiéticos porque quizds no sean muy rentables al utilizarse para
infecciones en paises donde no se llegan a cubrir los gastos de la
investigaciéon. Estamos encontrando cada vez mas problemas en el
tratamiento de estas infecciones y estamos desprovistos muchas
veces de un arma eficaz y la prueba es estar en esa mortalidad que
ha pasado del 7 % al 27 % en algunos casos donde se han dado estas
infecciones asociadas.

En definitiva, creo que el nuevo sistema de investigacién epide-
miolégica que se hace en Europa debe recibir estos datos, que son
extraordinariamente importantes.

Prof. Garcia-Sancho

Quiero felicitar al Prof. Herruzo por esta magnifica revisién que
ha hecho de los enfermos intervenidos en La Paz, de los cuales los
cirujanos habremos aportado la mitad y el resto las demas especia-
lidades. Yo he tenido el honor de trabajar con el Prof. Herruzo en
la Comisién de Infecciones de La Paz durante muchos afios, y esto
evidentemente significa un trabajo extraordinario, el ir recogiendo
dia a dia en el Servicio de Epidemiologia de Medicina Preventiva,
el hacer la vigilancia epidemiolégica de todos nuestros pacientes, es
un trabajo importante. Por otra parte, es verdad que hemos discu-
tido en muchas ocasiones las génesis de estas neumonias que tam-
bién los cirujanos hemos aprendido a considerar como infeccién
quirirgica; bien es cierto que hace 15 6 20 afios los cirujanos sélo
considerabamos como infeccién quirtrgica la infeccién de la heri-
da o del lugar de la operacién, y no se consideraba como infeccién
quirdrgica ni la neumonia, ni la infeccién del tracto urinario, ni la
bacteriemia..., que evidentemente vienen a complicar la evolucién de
nuestros pacientes.

Yo le querria preguntar al Prof. Herruzo si aparte de todos es-
tos factores que han sido analizados de forma exhaustiva, algin otro
tipo de medidas tiene importancia en la génesis de estas neumonias
postoperatorias, y en concreto me refiero a la condicién de fuma-
dor del paciente, al hébito tabaquico del paciente, a la convenien-
cia o necesidad de que el paciente deje de fumar antes de ser in-
tervenido quirdrgicamente, y a otro tipo de medidas que no son las
profilaxis antibiéticas en la cirugia, sino la fisioterapia postoperato-



ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA 755

ria, porque es verdad que a los pacientes casi siempre se les olvida
respirar profundo, respirar con eficacia en el postoperatorio inme-
diato. Yo creo que estas medidas son muy importantes a la hora de
prevenir este tipo de infecciones.

PALABRAS FINALES DEL PRESIDENTE

Dos grandes intervenciones, una del Prof. Seoane sobre sintesis
combinatoria, nueva metodologia de estudio que se inicia en la
quimica médica. Creo que tiene un interés muy grande y que de esos
estudios saldrdan importantes decisiones, incluso decisiones clinicas.

En la segunda ponencia, pronunciada por el Prof. Herruzo, aca-
ban de oir un efecto importante de la profilaxis quirdrgica, de la
prevencién de las neumonias postoperatorias. Afortunadamente, se
ha modificado un criterio que habia 20 afios en donde se quitaba
importancia a estas cosas de la prevenciéon quirtirgica, los resulta-
dos de la profilaxis quirdrgica, de la profilaxis de las infecciones
postoperatorias. Afortunadamente eso ya pasd, porque hubo una
época en donde no se hacia especial caso a los resultados de la
prevencion profilactica de las infecciones quirdrgicas. Hay que mo-
dificar ciertas conductas sobre todo en grandes centros hospitalarios,
donde el seguimiento de las infecciones quirtrgicas, bronconeumo-
nias..., ha constituido un problema y antes era una preocupacién
tremenda. Creo que la microbiologia consiste en una metédica esen-
cial que hay que aplicar con todo rigor en nuestros servicios clini-
cos.

Creo que debemos de aumentar el interés en el estudio micro-
biolégico, en las infecciones hospitalarias. Queda mucho por hacer,
hay que hacer un estimulo grande para tratar mas eficazmente las
infecciones hospitalarias. Los datos que he observado en la comu-
nicaciéon del Dr. Herruzo son importantes. Le felicito porque esta
haciendo una labor que yo siempre he estimulado.

Se levanta la sesion.
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Resumen

Los tumores del estroma gastrointestinal son los tumores mesenquimales
mas frecuentes en esta localizacion. El receptor tirosin-Kinasa, C-Kitt, se expre-
sa en practicamente todos estos ellos. La célula intersticial de Cajal, que regula
el movimiento peristéltico del tracto gastrointestinal, se acepta que es de la que
derivan estos tumores. De forma mas frecuente se localizan en el estébmago (60
a 70%) el intestino delgado (25-35%) y el 5% se originan en el epiplon, mesen-
terio o retroperitoneo. Aunque determinar el grado de malignidad de estos
tumores plantea grandes dificultades, aquellos tumores que tienen mas de 5
mitosis x 10 CGA y un tamaifio superior a 5 cms., tienen una mayor incidencia
de recidivas intraabdominales y metastasis hepatica. Los analisis funcionales
de las diferentes mutaciones que se producen en el C.kitt y la importancia que
tienen éstas en la respuesta de los inhibidores de la tirosin Kinasa, se estan
investigando actualmente con gran intensidad.

Abstract

Gastrointestinal stromal tumour is the most common mesenchymal tumour
of the human gastrointestinal tract. The c-kit receptor tyrosine Kinase is
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expressed by practically all GIST. Interstitial cells of Cajal are the pacemaker
of the peristaltic movement of the G.I. tract and these tumors are considered
to originate from this cells. A great majority of them occurs in the stomach
(60-70%) and small intestine (25% to 35%). Some GIST are primary in the
omentun, mesentery of retroperitoneum. Although the prediction of
malignancy in this tumour group is notorious by difficult, tumors that have
mitotic activity count, exceeding 5 per 50 HPF of those larger than 5 cm have
a high frequency of intra-abdominal recurrence and liver metastasis.
Functional analysis of the different c-kit mutations and their impact on the
response to tyrosine Kinase inhibitor are under intense investigation.

INTRODUCCION

En estos ultimos afios existe una gran controversia sobre los tu-
mores mesenquimales que se originan en el tracto gastrointestinal,
existiendo en la actualidad un gran debate sobre su histogénesis y su
linea de diferenciacién. Hasta no hace muchos afios se creia que la
mayor parte de estos tumores tenian su origen en las células muscu-
lares lisas de la pared y que por tanto, deberian considerarse de for-
ma semejante a como se hace con tumores similares en otras locali-
zaciones, como en el ttero. Sin embargo, era evidente que solo un
pequefio nimero de los mismos recapitulaba la apariencia que tenian
en otras localizaciones, pues tnicamente los del eséfago y el recto,
que aparecen como pequefios pélipos leiomiomatosos, tienen una
apariencia morfolégica similar. El resto presenta tanto cambios cito-
légicos como arquitecturales que no son totalmente caracteristicos de
los tumores que derivan de las células musculares lisas. Martin y
Colab publicaron en 1960 un grupo de 6 tumores musculares del es-
témago con una morfologia diferente a la de los leiomiomas clésicos,
los denominaron tumor bizarro del musculo liso géastrico, estando
caracterizados por la presencia de células redondas o epitelioides (1).
En 1962 Stout revisa 69 casos de tumores similares y al considerar
que derivan de células musculares inmaduras los denomina leiomio-
blastomas, sin que definiera de forma clara su comportamiento cli-
nico, por lo que se cre6 una gran confusién sobre el mismo(2). Pos-
teriormente al conocer mejor la biologia de estos tumores se
consideré que deberia de descartarse el término de leiomioblastoma
y utilizarse para los benignos el de leiomioma epiteloide, y para los
malignos leiomiosarcoma epiteloide.

La aplicacién de técnicas de inmunohistoquimica y microscopia
electrénica permite a Mazur y Clark en 1983 (3), dar un cambio
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significativo en el nomenclatura e histogénesis de estos tumores. Al
observar con técnicas de inmunohistoquimica la ausencia, en la
mayor parte de los mismos, de marcadores especificos de musculo
liso y la presencia con el Microscopio electrénico de diferencién
neural, ellos proponen que estas lesiones presentan diferentes lineas
de diferenciaciéon de acuerdo con las estructuras que constituyen la
pared intestinal (como musculo liso o plexos nerviosos) y proponen
el término unificador de “tumores estromales” que ha sido modifi-
cado al de “tumores del estroma gastrointestinal” para distinguirlos
de los tumores estromales en otras localizaciones.

En 1998 Kindblom y colaboradores demuestran que estos tumo-
res tienen un fenotipo similar al que tiene la células intersticial de
Cajal, por lo que consideran que se originan de estas células o sus
precursoras (4). La células intersticial de Cajal se origina a partir de
un precursor de la célula muscular lisa y forma una red ramificada
en los plexos de Auerbach que es responsable para la aparicién de la
actividad de ondas cortas de la musculatura intestinal. Estas células
se identifican con técnicas de inmunohistoquimica por la expresién
del c-kit que es un receptor de membrana tirosin kinasa. (Fig.1).

Positividad para CD34 . Expresion de CD 117 (c-kit:receptorde tirosin-
gquinasa)

FiGcura 1.

EPIDEMIOLOGIA Y MORFOLOGIA

De acuerdo con las series mayores que se han publicado sobre
las caracteristicas clinico-patolégicas, la mayor parte de estos tumo-
res se presenta en personas mayores de 40 afios, con un incidencia
media maxima a los 67 afios. La distribucién por sexos es similar.
Constituyen el 26 % de los tumores del tracto Gastrointestinal y su
incidencia anual es de 14.5/1.000.000 de habitantes. Se presentan de
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2% de las neoplasias del tubo digestivo
Incidencia anual de 14.5/1.000.000

Adultos. 12 dias - 96 afios; mediana: 67
Distribucion por sexos es similar.

Esporadicos

Familiares

Neurofibromatosis

Asociados a
=) Triada de Carney é,

otros sindromes

FIGURA 2.

* 95 % Gastrointestinales: | 69] 107
* 60% Estomago 501
* 30% Intestino delgado | 49 casos
* 5% Intestino grueso 301
+ 5% Esofago 201
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» 5 % Extragastrointestinales:
* 80% Epiplon y mesenterio

« 20% Retroperitoneo
R- Hospital Clinico San Carlos E i

FIGuraA 3.
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forma esporadica pero pueden ser familiares y asociarse a otros
sindromes como la neurofibromatosis y la triada de Carney. (Fig. 2)

El 95 % delos tumores se localizan en el tracto gastrointestinal
y el 5% son extragastrointestinales. En muestra serie de 107 casos,
el 60 % se localizaron en el estémago, el 30 % en el intestino del-
gado, el 5% en el intestino grueso y el 5% en el es6fago. Las for-
mas extragastrointestinales se localizaron, el 80 % en el epiplon y el
mesenterio y el 20 % en el retroperitoneo. (Fig. 3)

Su tamano puede oscilar entre 1 y 32 cm., siendo la media en
los casos que hemos estudiado de 4-9 cm. Son generalmente bien
delimitados y al corte tienen un aspecto abigarrado, presentando
zonas grisdceas con otras amarillentas y focos de necrosis (Fig. 4).
La mayor parte de los tumores muestran un crecimiento pseudoex-
pansivo y un menor numero son infiltrantes. Las caracteristicas
histol6gicas muestran un amplio espectro de patrones celulares que
incluyen las formas de células fusiformes, las epitelioides y de for-
ma menos frecuente las pleomérficas (Fig. 5 y 6). Los tumores fu-
socelulares generalmente son altamente celulares, tienen una apa-
riencia baséfila debido a la alta densidad nuclear y relativamente
escaso citoplasma. Los ntuicleos son ligeramente puntiformes, en
contraste a la forma roma que presentan los leiomiomas y el cito-
plasma es finamente fibrilar. La formacién de empalizadas nuclea-
res se han observado en el 29,9 % de nuestros casos y de forma fre-
cuente presentan vacuolizacién perinuclear. En el 48,1 % de los
casos el estroma es mixoide, presentando también de forma frecuen-
tes zonas hialinizadas y presencia de fibras eskenoides.

1-32 cm. Media: 4.9 cm. Moda: 3cm. Mediana: 5 cm

251

2011

151

0-2 25 510 10-15 15-20 =20
cm  cm cm cm cm cm

FIGURA 4.
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FIGURA 5. Variante fusocelular. Nucleos alargados con borde romo y
algunas figuras de mitosis.

FIGURA 6. Variante epiteloide en la que se observa variacién en el tamafio
de los nucleos y citoplasma vacuolado.
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Las formas epitelioides estan formadas por células poligonales con
un amplio citoplasma anféfilo y un ntcleo redondeado que presenta
un grado variable de pleomorfismo, sin embargo, la presencia de hi-
percromatismo y multinucleacién que en principio sugiere maligni-
dad, en este tipo de tumores, es caracteristico de las formas benignas.
Otras de las caracteristicas de estas células es la presencia de una
vacuola citopldsmica que en casos extremos le confiere un aspecto de
células en anillo de sello, lo que puede confundir el diagnéstico con
el de un carcinoma o liposarcoma, como ya sefialé Stout en su primi-
tiva descripcién. En estas células, la falta de tincién para la grasas o
el moco, permite diferenciar facilmente a estos tumores. De hecho,
estas vacuolas citoplasmicas parecen representar un artefacto produ-
cido por la fijacién en formol, puesto que no se observan en material
congelado o el incluido para microscopia electrénica. Las células se
disponen formando pequerfios grupos o nidos, separados por un estro-
ma coldgeno con posibles depésitos de mucina, Menos de un 5 % de
los GIST tienen un marcado pleomorfismo nuclear con presencia de
células gigantes multinucleadas y grandes nucleolos. Con el micros-
copio electrénico las células fusiformes presentan en el citoplasma
filamentos finos y gruesos, cuerpos densos y vacuolas en la membra-
na celular (Fig. 7). Las células epitelioides presentan escaso reticulo
endopldsmico rugoso, escasas mitocondrias y un nticleo grande de
forma irregular.

FiGura 7. Con M.E. las células presentan miofilamentos y cuerpos densos.
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INMUNOHISTOQUIMICA

Con las técnicas de inmunohistoquimica el 97 % de los GIST de
nuestra serie fueron positivos para el C-kit, el 70 % para el CD34,
el 58,1 % para la actina y el 100 % para la vimentina. Ocasionalmen-
te las células tumorales fueron positivas para la enolasa neuronal es-
pecifica, neurofilamentos y la sinaptofisina (Fig. 8).

Anticuerpo Bibliografia | HCSC
c-kit (CD117) 100 % 97.1 %
CD34 60-70 % 70.0 %
Actina 30-40 % 58.1 %
Proteina S-100 5% 18.9 %
Desmina 1-2 % 26.1 %
Vimentina 100 % 100.0 %
Nestina 100 % -
Protein quinasa C theta 100 % -
DOGH1 98 % -
CD99 89 % -
Merlina 84 % -

F emb cad pesada miosina m lisa 67 % -
Enolasa neuronal especfifica Ocasional
Neurofilamentos Ocasional -
Sinaptofisina Ocasional

Cromogranina Ocasional -
Citoqueratina Ocasional

FiGura 8.

En 1998 Kitamura y colab. demuestran la expresién del recep-
tor tirosin-kinasa C-kit, el CD117, en practicamente todos los GIST
y la presencia de mutaciones en la mayor parte de los mismos. El
CD117 es un proteina de membrana de 145-160 kda. Codificada por
el protooncogen C-kit situado en el cromosoma 4q 11-12 (5). Es un
receptor tipo III tirosin-kinasa para el factor de las células Stem. El
c-kit es un protoncogen que es el homélogo celular del oncogen c-
kit del virus del sarcoma felino y codifica con receptor tirosin-kinasa.
Tiene un dominio extracelular constituido por 5 secuencias de Ig like
y un dominio tirosin-kinasa que se separa en dos dominios por la
inserciéon de secuencias de longitud variable. La existencia de mu-
taciones, por ganancia de funcién, puede ser responsable del origen
de estas neoplasias a partir de las células intersticiales de Cajal. El
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FIGura 9.

Viutaciones

Mutacion N° de pacientes|Porcentaje CCCANGTANGGTAAGTTCG
60
Ninguna 2 256 "
Exon 11 61 70,9
Deleccion <) 84
Deleccidn + Sustitucion 4 48
Sustitucidn 20 233
Insercidn 1 12
Duplicacién 3 35 L
Exdén9 3 35 Daleccidn
Duplicacién 3
Exon 13 o 0 CACACACATG GG
Exén 17 0 0 1
Total 86 100

Duplicacién

Kim TW, Lee H, Kang YK, Choe MS, Ryu MH, Chang HM, Kim JS, Yook JH, Kim BS,
Lee JS. Prognostic significance of e-kit mutation in localized gastrointestinal stromal lumors. Clin Cancer

Res. 2004;10:3076-3081.

Ficura 10.
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70,9 % de las mutaciones fueron detectadas en el EXON II en el
dominio tirosin-kinasa préximo a la membrana y consisten de for-
ma mas frecuente en delecciones y duplicaciones. La mutacién del
C-kit se relaciona con una menor supervivencia de los pacientes con
estos tumores, que hoy sabemos, son los que mejor responden al
tratamiento con el Glivec por lo que tendremos que revisar las cur-
vas de supervivencia después del tratamiento, puesto que muy po-
siblemente seran los pacientes con una mayor supervivencia. (Figs.
9y 10).

DISCUSION

Dada la importancia clinica y terapéutica que tiene actualmente
la expresién del C-kit en estos tumores, es evidente, que la mayor
parte de los autores, consideran que el término GIST debera utili-
zarse Unicamente para aquellas neoplasias que presentan inmunpo-
sitividad para el CD117, con muy pocas excepciones. Teniendo ade-
mas en cuenta que no todos los GIST expresan el C-kit, debido a
defectos de fijacién, a errores en la toma, y en un porcentaje muy
pequeno, menos del 2 %, porque falta la mutacién o sobreexpresién
de este protooncogen. El hecho de que estos tumores tienen unas
caracteristicas clinico-patolégicas tan definidos, hace dudar a algu-
nos autores, si es imprescindible la confirmacién con técnicas de
inmunohistoquimica, de la positividad con el CD-117, para hacer su
diagnéstico. Sin embargo, nosotros, al igual que otros autores, con-
sideramos que es necesario hacer en todos los casos esta técnica de
inmunohistoquimica para confirmar el diagnéstico por las implica-
ciones terapéuticas que lleva consigo. Pero al igual que cualquiera
de las técnicas de inmunohistoquimica que utilizamos, sus resulta-
dos deben de valorarse también, con los hallazgos morfolégicos (7).

Los criterios para distinguir las formas benignas de las malignas,
en este tipo de tumores, han sido discutidos en este ultimos afos.
Se ha propuesto la valoracién de muchos parametros, consideran-
dose dentro de los morfolégicos, el nimero de mitosis y el tamafio
del tumor, como los que mejor permiten definir la malignidad de
estos tumores. Amin y colaboradores en 1993 (8) consideraban que
los benignos tenian menos de 5/50 C.G.A. y un tamafio menor a 5
cm. Los Boderline tienen el mismo nimero de mitosis, pero un
tamafio mayor de 5 cm. y los malignos tiene de 5/50 CGA y cual-
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quier tamano. Miettinen y colaboradores en el 2002 (9) relacionan
el nimero de mitosis y el tamafio con la localizacién, de forma que
consideraban que en el estémago los benignos tienen un tamarfio
menor a 5 cm. y menos de 5/50 CGA, en el intestino, tienen menos
de 2 cm. e igual nimero de mitosis. Los malignos en el estémago
son lo que tienen un tamafo mayor a 10 cm. y mas de 5/50 CGA y
en el intestino lo que tienen un didmetro mayor de 5 cm. y el mis-
mo nuimero de mitosis. Los de pronéstico incierto son aquellos que
en el estémago tienen un didmetro mayor a 5 cm. pero menor de
10 cm con un nuimero de mitosis inferior a 5/50 CGA, en el intesti-
no los que tienen un didmetro mayor a 2 cm. y menos de 5 cm.,
con un numero igual de mitosis. Fletcher y colaboradores (7) han
propuesto en el 2002 los siguientes criterios de malignidad. Son
tumores de muy bajo riesgo los que tienen un didmetro menor a 2
cm. y menos de 5/50 CGA, de bajo riesgo cuando su tamafio esti
entre 2 y 5 cm. y tienen el mismo nimero de mitosis. De riesgo
intermedio aquellos que tienen un tamafio menor a 5 cm. y tienen
6-10/50 CGA o tienen un diametro de 5-10 cm y menos de 5/50 CGA.
De alto riesgo son los que tienen un tamafio mayor a 5 cm. y mas
de 5/50 CGA, mas de 10 cm. con cualquier indice de mitosis y los
de cualquier tamafio que tiene mas de 10/50 CGA (Fig.11). Junto a
estos parametros morfolégicos actualmente tiene gran importancia
la presencia o no de mutaciones en el del C-kit, teniendo una me-

' malignidad

Tamano Indice mitotico
Muy bajo riesgo <2cm <5/50 CGA
Bajo riesgo 2-5¢cm <5/50 CGA
Riesgo intermedio <5cm 6-10 /50 CGA

5-10 cm <5/50 CGA
Alto Riesgo >5cm >5/50 CGA

>10 cm Cualg. indice

Cualg. Tamafio >10/50 CGA

Fletcher et al. Hum Pathol 2002. 33:459-465 é

FiGura 11.
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nor supervivencia los que presentan la mutacién que los que no la
presentan. Sin embargo, como ya he sefialado, actualmente sabemos
que tienen una mejor respuesta al tratamiento los que presentan una
mutacién en el Exon II del c-kit.
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