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Resumen

El factor limitante de la viabilidad de los transplantes hepaticos es la le-
sién de isquemia reperfusion donde el dafio oxidativo generado por la reanu-
dacién del aporte de sangre juega un papel fundamental. La melatonina es
una sustancia que ha demostrado poseer efectos protectores de dafio oxida-
tivo. Se pretende demostrar que la administracion de melatonina intraperi-
toneal y oral antes y durante la isquemia reperfusién hepéatica experimental
en ratas Wistar jovenes y viejas y en Zucker, puede reducir el dafio genera-
do por estrés oxidativo y la inflamacion, responsable de la la pobre funcién
inicial post isquemia de los higados viejos y esteatésicos. Se ha analizado en

* Con la colaboracién de: Roman Kireev, Sara Cuesta, Samuel Bitoun, Elena Vara,
Pilar Conde, Carolina Ibarrola y Enrique Moreno.
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todos los casos la expresién de mRNA de citoquinas, y de marcadores de
estrés oxidativo y apoptosis en tejido hepatico. Ademas, se midieron las tran-
saminasas plasmaticas. Los resultados muestran que tanto transaminasas
como citoquinas e indicadores de estrés oxidativo y marcadores proapopté-
ticas presentan un incremento significativo con la isquemia que es mas evi-
dente en ratas viejas o Zucker y que se atentia marcadamente con los trata-
mientos con melatonina, siendo el tratamiento oral el mas efectivo La me-
latonina es capaz, por lo tanto, de reducir el dafio hepatico tras isquemia
reperfusién, siendo el efecto mas importante en animales viejos y Zucker.

Abstract

The limiting factor of the viability of hepatic transplants has been the
ischemia reperfusion damage where oxidative stress induced lesion after
reperfusion plays a fundamental role. Melatonin is a substance that has dem-
onstrated protective effects against oxidative stress. The aim of the present
study is to demonstrate that the intraperitoneal or oral administration of
melatonin before and during experimental hepatic ischemia reperfusion in
young and old Wistar and Zucker rats could reduce the oxidative stress and
inflammation induced lesion, responsible of the poor initial function after
ischemia in the old or steatosic livers. The mRNA expression in hepatic tis-
sue of cytokines, markers of oxidative stress and apoptosis as well as plas-
ma transaminase levels were analyzed. Results showed an increase in both
plasma transaminase as well as cytokines or oxidative stress and proapop-
totic parameters. The elevation was higher in old and Zucker rats. Treatment
with melatonin significantly reduced hepatic damage, being oral administra-
tion more effective. In conclusion melatonin was able to reduce liver dam-
age after ischemia reperfusion being the effect more important in old and
Zucker animals.

INTRODUCCION

El trasplante hepatico (TH) proporciona actualmente una espec-
tacular mejoria en la supervivencia y calidad de vida de los pacien-
tes con enfermedad hepatica en estadio terminal (Matesanz y Miran-
da 2003). El Consejo de Europa ha estimado que se requieren 50
donantes p.m.p. para satisfacer las necesidades clinicas (Comittee of
Experts 1996). En Espafia, pais con mayor tasa de donacién en el
mundo —33,8 donantes cadaveres p.m.p. en el afio 2004— los recur-
sos no son suficientes para atender la demanda: la mortalidad en
lista de espera es de un 12% (Miranda et al. 2003) y un 5-10% de
pacientes tienen que ser dados de baja de la lista por empeoramiento
progresivo, gravedad extrema y muy baja probabilidad de sobrevivir
al trasplante (Mata et al. 2004).
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La acuciante escasez en la disponibilidad de 6rganos para TH ha
impulsado la tendencia a aceptar 6rganos de inferior calidad, deno-
minados subdéptimos, marginales o con criterios expandidos, entre los
que destacan de manera prioritaria los sub6éptimos predeterminados
que incluyen los higados esteatésicos y los higados de donantes de
edad avanzada.

La esteatosis hepatica o higado graso es un problema frecuente
que se observa en el 25% de los donantes (Selzner & Clavien 2001,
Koneru et al. 1995, Marsman et al. 1996) y es el factor de riesgo mas
comun de fracaso hepatico postoperatorio. Los higados con esteato-
sis «severa» se descartan para el trasplante, ya que se produce «no
funcién primaria del injerto» en un nimero elevado de casos (Gar-
cia Urenia et al. 1998). Los higados con esteatosis «moderada» se con-
sideran «marginales aceptables», pero los pacientes tienen una super-
vivencia a los dos afios del TH del 77% en comparacién con el 91 %
de supervivencia en pacientes que reciben higados no esteatésicos
(Hayashi et al. 1993) y la supervivencia del injerto mas baja (76 %
vs. 89%) a los 4 meses postrasplante (Marsman et al. 1996).

Los donantes de higados esteatésicos proceden con mayor pro-
babilidad de donantes «viejos» y la asociacién de ambos factores
incrementa la incidencia de «no funcién primaria del injerto» y de
«pobre funcién inicial del injerto» y reduce la supervivencia del pa-
ciente y del injerto (Selzner & Clavien 2001, Verran et al. 2003).

En la era actual de preservacién fria de los érganos para trasplan-
te, el factor limitante de la viabilidad de los injertos es la lesiéon de
isquemia reperfusién, cuestién de creciente importancia ya que la ca-
lidad de los donantes va siendo cada vez mas baja.

En las lesiones de isquemia-reperfusién, el dafio oxidativo juega
un papel fundamental. Se sabe que tras un periodo de isquemia al
reperfundir de nuevo aparece un incremento de la tasa de produc-
cién de ROS, que es responsable del dafio oxidativo secundario a
lipidos, proteinas y DNA (Harman, 1992; Beckman y Ames, 1998; Ha-
milton y cols., 2001; Sohal y cols., 2002; Troen, 2003).

Para anular los efectos téxicos derivados del metabolismo del oxi-
geno, los seres vivos disponen de un complejo sistema de defensa
antioxidante, que incluye enzimas, como la superéxido dismutasa, pe-
roxidasas y catalasa, y también moléculas antioxidantes como el glu-
tation y algunas vitaminas.

En este contexto de sustancias protectoras de dafio oxidativo,
investigaciones recientes incluyen a la melatonina (Reiter 1995, Tan
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et al. 1993, Garcia et al. 1997, Castillo et al. 2005 a,b, Kireev et al.
2007 a,b ). La N-acetil-5-metoxi-triptamina o melatonina es un pro-
ducto sintetizado en la glandula pineal derivado del tript6fano. Otros
tejidos también sintetizan melatonina, destacando, por su tasa de
produccién, la retina, el hipotdlamo y el tracto gastrointestinal.

En 1993, el grupo dirigido por el profesor R.J. Reiter en la Univer-
sidad de Texas describié la actividad antioxidante de la melatonina en
un sistema in vitro generador de radicales hidroxilo (¢OH) (Tan et al.
1993). Un afio después, C. Pieri y col. (1994) demostraron su eficien-
cia frente a radicales peroxilo (LOO®). Ambos efectos pueden explicar-
se porque la melatonina cede un electrén al radical libre transforman-
dose en un nuevo radical inddlico de toxicidad muy escasa.

También se han resefiado otros efectos antioxidantes indirectos
de la melatonina, potenciando la actividad de las enzimas superdxi-
do dismutasa y glutation peroxidasa. Recientemente se han aporta-
do evidencias de la eficacia de melatonina reduciendo el dafio oxi-
dativo en modelos de isquemia-reperfusién hepatica, en los que se
generan ingentes cantidades de radicales libres especialmente en la
mitocondria (Sewerinek et al. 1996, Okatani et al. 2003). E incluso
se han demostrado efectos protectores de melatonina en la preser-
vacion de tejidos cardiaco, hepatico y pulmonar (Inci et al. 2002, Gao
et al. 2003, Vairetti et al. 2005 Kireev et al. 2008, 2010)

En el estudios previos, la liberacién de NO al medio por parte
de los hepatocitos aumenta tras la isquemia reperfusion, Estos re-
sultados concuerdan con otros presentes en la literatura, que demues-
tran que la actividad de la iNOS, enzima inducida en estados pro-
inflamatorios y que produce grandes cantidades de NO, aumenta
también con la isquemia reperfusiéon en el higado y otros tejidos
(Cernadas y cols., 1998; Chung y cols., 2002; Law y cols., 2002).

Hasta el momento actual, no se ha probado el uso de melatoni-
na en trasplante de 6rganos. Sin embargo, las mencionadas accio-
nes de la melatonina sugieren fuertemente que puede ser de gran
eficacia en el trasplante hepatico, previniendo las lesiones de isque-
mia-reperfusiéon por la via del dafio oxidativo y reduciendo la muerte
celular por apoptosis y necrosis.

Nuestro plateamiento es que la administraciéon de melatonina en
el animal antes de ser sometido a isquemia puede ser una impor-
tante alternativa de preacondicionamiento del higado y puede con-
tribuir a disminuir las lesiones que suelen aparecer en los injertos
hepaticos subéptimos, higados esteatdsicos e «higados viejos».
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Como objetivo fundamental, se pretende demostrar que la admi-
nistracién de melatonina antes de la isquemia reperfusién en el ani-
mal, durante la misma y hasta dos dias del postoperatorio en rata
Wista joven o vieja y en Zucker con esteatosis hepatica, puede re-
ducir el dafio generado por estrés oxidativo tras la isquemia reper-
fusién del higado esteatdsico, que es responsable de la «no funcién
primaria» o «la pobre funcién inicial» post isquemia de los mismos.

MATERIALES Y METODOS
MODELO EXPERIMENTAL. ANIMALES

Ratas Wistar macho de 2 y de 14 meses.Ratas Fatty Zucker fa/fa
con higado esteatésico, de 8 semanas, con un peso de 400 = 40 g.

Anestesia. Se ha utilizado la inhalatoria con Isoflurano (Forane®)
combinado con 02, aplicado en mascarilla, con aparato de aneste-
sia especial para animales pequefios (Isotec-5, Dates-Ohmeda). Do-
sis: 02 a 2,5 L, combinado con isoflurano entre 2 y 3% v/v.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

La ligadura del pediculo vascular del higado en la rata determi-
na la isquemia de las % partes del mismo, con afectacién de los 16-
bulos medial y lateral izquierdo manteniéndose la perfusién del Cua-
drado, lateral derecho, papilar y caudado.

La ligadura se mantiene durante 35 minutos pasados los cuales
se corta la misma reinstaurandose la perfusion.

La isquemia se comprueba por un cambio de color inmediato del
higado que vira a negro durante la isquemia y retorna al marrén al
reperfundir, salvo de los 16bulos no afectados que son extirpados tras
la reperfusién.

GRUPOS EXPERIMENTALES

El estudio se ha llevado a cabo realizando el proceso de isquemia
reperfusion de higado en 30 ratas Wistar jévenes de 3 meses y en otras
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30 de 14 meses. Ademas, en el higado esteatésico en un total de 40
ratas Zucker de 4 meses de edad con un peso medio de 400 g.

En las ratas Wistar se han hecho 6 grupos experimentales. Tres
con ratas jovenes y tres con ratas viejas. En cada caso 10 animales
se someten a isquemia simulada y las 20 que quedan se someten a
isquemia real durante 35 minutos. De éstos la mitad no tendran nin-
gun tratamiento y la otra mitad recibiran melatonina 10 mg / Kg ip
comenzando 12 horas antes de la intervencién en inyecciones cada
8 horas hasta 36 horas tras la cirugia. También hay 4 grupos expe-
rimentales de ratas Zucker de 10 animales cada uno. En el grupo 1
se simulara la isquemia simplemente realizando una laparotomia y
cerrando después como en las anteriores. En el grupo 2 se realizara
la isquemia durante 35 minutos seguida de reperfusién. En el gru-
po 3 y 4 se realizara asimismo la isquemia pero tras un pretrata-
miento por via intraperitoneal o por via oral con 10 mg/Kg/de me-
latonina. Los tratamientos se administraran al animal 12 horas
previas a la operacién quirtrgica: En la administracién intraperito-
neal, se inyectara en los momentos previos a la intervencioén y des-
pués cada 8 horas durante 36 horas.

En la administracién oral en el agua de bebida, el tratamiento
comenzara igualmente desde 12 h antes de la intervencién, hasta el
sacrificio del animal.

TOMA DE MUESTRAS DE TEJIDO HEPATICO

Se tomaran muestras en de tejido hepatico tras el sacrificio de
los animales a las 36 h de la operacién.

ESTUDIOS A REALIZAR

A. Bioquimica sanguinea. Se determinaran en suero LDH,
AST y ALT.

B. Estudios del daifio oxidativo. Las técnicas que se utiliza-
ran en este proyecto para valorar el dafio oxidativo in-
cluyen.

1. Cuantificacién del MDA+4-HDA

Las concentraciones de MDA+4-HDA son un indicador del gra-
do de peroxidacién de los lipidos de las membranas. Se determinan
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en homogeneizados de los tejidos extraidos por un método colori-
métrico (Escames y col 1997). Las concentraciones de MDA+4- HDA
se han corregido por las concentraciones de proteinas. Se ha utili-
zado el protocolo de Bradford para la cuantificaciéon de las protei-
nas (Bradford, 1976). Las concentraciones finales de MDA+4-HDA se
expresan en nmol MDA+4-HDA/mg proteina.

2. Estudio de transcripcion del RNA

La obtencién de mitocondrias del injerto hepatico se ha llevado
a cabo siguiendo los métodos convencionales pero utilizando una
centrifuga eppendorf que acorta mucho los tiempos.

Extraccién, fraccionamiento y analisis del RNA

Las mitocondrias se lisan en presencia de SDS y de pronasa y
los acidos nucleicos, después de dos extracciones consecutivas con
phenol, se recogen por precipitacién con etanol. El andlisis electro-
forético en geles de agarosa-metil mercurio se realiza como se ha
descrito previamente. Los RNA se visualizan por autorradiografia y
la cuantificaciéon de los autorradiogramas se realiza con un densité-
metro laser con el software correspondiente.

Se estudia asimismo la inflamacién generada por el estrés oxi-
dativo midiendo TNF alfa, IL1 beta, IL6 IL 10 NFkKB.

Se estudiara el proceso de apoptosis mediante la medida de pro-
teinas pro y antiapoptéticas. BCL2 Bad,Bax. AIF, etc.

C. Estudios de anatomia patolégica

— Microscopia 6ptica. Las muestras de tejido hepatico se fijan
inmediatamente tras su laminacién en formaldehido tamponado al
10% durante un periodo de 24 horas, tras el que se procesan de for-
ma rutinaria en parafina. Se realizan secciones de 3 micras, que se
tifien con técnica de Hematoxilina-Eosina, para su estudio 6ptico
convencional. La esteatosis se gradia semicuantitativamente, utlizan-
do recuento porcentual y localizacién de la misma en el acino he-
péatico (zonas 1, 2 o 3).

RESULTADOS

El proceso de isquemia se puede comprobar visualmente por el
color negro que aparece en el higado tras la ligadura tal y como
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FiG. 1: Efecto macroscépico de la
isquemia inducida en el higado (arriba)
frente a un higado normal en ratas
Zucker.

puede verse en la figura 1. Una vez restablecida la circulacién el
higado vuelve a su color original. En ese momento se extirpan los
l6bulos que no habian sido sometidos a isquemia.

La sangre extraida a las 36 horas de la isquemia se utilizo para
la medida de transaminasas AST y ALT. Puede observarse un incre-
mento altamente significativo en ambas transaminasas tras la isque-
mia. En los animales sometidos a tratamiento con melatonina tanto
inyectada ip, como administrada en el agua de bebida puede verse
una disminucién estadisticamente significativa. El efecto es mas evi-
dente tras la administracién oral de la melatonina (tabla 1).
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Niveles de enzimas hepdticas como marcadores de dafio en el proceso
de la isquemia y efecto de la melatonina en machos (ratas Zucker)

U/L Sham Isquemia Mel inyectada Mel bebida
AST 190.8+45.26 866+354.04 596+147.49 379.12+118.19
ALT 75.1+£14.42 366+94.34 282+72.37 200.5+82.22

Se ha hecho un estudio histolégico de los higados observandose
micro y macro esteatosis (figs. 2 y 3). El anélisis pormenorizado del

1

0O Sham oper

@ Isquemia/Reperfusion
W Melatonina inyectada

B Melatonina bebida

FIG. 2: Efecto de la melatonina sobre la macroesteatosis del higado en ratas Zucker
después de la isquemia/reperfusion.
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35 0O Sham oper
Zg B Isquemialreperfusion
20 W Melatonina inyectada
15 B Melatonina bebida
10

5

0

1

FiG. 3: Efecto de la melatonina sobre la microesteatosis del higado en
ratas Zucker después de la isquemia/reperfusion.

namero de 4dreas de micro o macroesteatosis en cada uno de los dis-
tintos tipos de situaciéon experimental arroja los siguientes resul-
tados:

Cuantificadas las areas correspondientes, se puede observar un
incremento de ambas tras la isquemia que se reduce significativa-
mente tras la administracién de melatonina.

Ademas, pueden verse zonas de infarto en los higados postisque-
mia (fig. 4).

Estas zonas de infarto no aparecen légicamente en los animales
sometidos a operacién simulada y son menores en las tratadas con
melatonina.
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FiG. 4: Zonas de infarto en higado post isquemia.

Anadlisis de la expresiéon de genes relacionados con la inflama-
cion y niveles de citoquinas anti/pro inflamatorias en el higado
de ratas Zucker sometidos a isquemia y efecto del tratamiento
con melatonina inyectada y bebida

Se ha analizado la expresién de mRNA de citoquinas tanto en los
higados de las ratas Zucker sometidas a isquemia sin tratamiento
como a las sham operadas y en las tratadas observandose los siguien-
tes resultados: Tanto los niveles de interferén (fig. 5A) como los de
monocitico quimioatrayente (MCP1) siguen un patrén parecido al
que puede verse para TNF alfa de la figura 5B y los de IL 1 en la
figura 6A. Presentan un incremento significativo con la isquemia que
se atentia marcadamente con los tratamientos, siendo de nuevo el
tratamiento oral el mas efectivo. Lo mismo ocurre con NFkB1 y 2
(fig. 6B).

Por el contrario, en el caso de citoquinas antiinflamatorias como
IL 10 no hay efectos significativos,

En la tabla 2 pueden verse los niveles de las diversas citoquinas
medidas mediante ELISA en el higado tanto tras la isquemia sin
tratamiento o sham operacién como tras los tratamientos con me-
latonina tanto ip como oral. Salvo para IL4 e IL10 que son antiin-
flamatorias y que sufren una disminucién tras la isquemia, que re-
vierte en parte al menos por los tratamientos con melatonina, el resto
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Sham operated
Isquemia
Isquemia+Melinyect
Isquemia+Mel bebida

3.0
“*p<0.05

2,5

20 L

1.6

1,0 T

0.5

0,0

FiG. 5A: Expresién del mRNA de IFN en el higado de ratas Zucker.
Sham operated
Isquem ia
Isquem ia+Mel inyect
Isquemia+Mel bebida
“p<0.007

3.5 -

3.0

2.5

2,0 |

1.5 ‘[

1.0 F

0.5

0,0

Fic. 5B: Expresion del mRNA de TNF alfa en el higado de ratas Zucker.
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Sham aperated
Isquem ia

Isquemia+Melinyect
Isquemia+Melbeblida

“p<0.01

.

0
FiG. 6A: Expresién del mRNA de IL-1 beta en el higado de ratas Zucker.

Sham operated
lsquem ia
Isquemia+Mel inyect
Isquemia+Mel bebida

25 Ttp<0 .01

2,0

1.5 F

1.0 -|-

0,5

0.0

FiG. 6B: Expresion del mRNA de NFkB-1 en el higado de ratas Zucker.




404

TABLA 2

ANALES DE LA REAL

Niveles de citoquinas pro/anti inflamatorias en higado de ratas Zucker

v efecto de la melatonina inyectada y bebida.

Citoquinas Sham oper Isquemia Mel inyec Mel oral
pg/mg de proteinas
TNF alfa 2758,62+176,29 3520,18+135,56 3119,73£245,07 2458,56+182,76
A *k
IL 1 beta 605,26+45,73 722,52+28,76 559,54+68,76 428,73+51,42
v # 3k
IL6 1218,44+136,35 1252,49+128,58 846,36+68,73 780,41£72,94
*% *k
IL2 81,77£5,76 81,33+7,04 62,88+9,32 48,54+7,83
* * 3k
IL 17 52,56+4,83 68,96+6,92 51,35+3,87 41,31+6,35
A * *ok
IL 4 560,28+23,65 378,49+31,72 421,19£25,51 438,61+32,76
A
IL 10 1557,65+125,65 1074,37+89,53 1418,88+101,65 1503,86+115,62
A EX3 * ¥
IL 13 354,23+27,91 224,99+18,54 237,83+£24,68 227,29422,04
v

de las citoquinas se incrementan con la isquemia y disminuye mar-
cadamente con los tratamientos con melatonina. En todos los casos
la melatonina oral es mejor que la inyectada.

Medida de la expresion de genes y actividades enzimaticas
relacionadas con estrés oxidativo

De igual forma se han medido los parametros relacionados con el
estrés oxidativo. En la figura 7A puede verse la hemoxigenasa 1 (HO1)
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Sham cperaled
lsquem ia

lsquemia+Mel inyect
Isquemia+Mel bebida

p=D.02

Fig. A

1.5 |
_|,
1.0
0,5
0.0

Sham operated
Isquem ia

Isguemia+*+Melinyect
lsquemia+Melbebida

*'p<0.003

10 Fig. B

Fic. 7A: Expresién del mRNA de HO-1 en el higado de ratas Zucker.
Fic. 7B: Expresiéon del mRNA de iNOS en el higado de ratas Zucker.




406 ANALES DE LA REAL

Sham cperated
Isquem (a

Isguem la=Mel inyect
Isquam ia+Mal bebida

Fig. A

ttp<0.001

e

Sham operated
Isquem ia
Isquemia+Mel inyect
Isquemia+Mel bebida

o Fig B **p<0.003

_ | I '_

FiG. 8A: Niveles de metabolitos NOx en homogenado hepético de ratas Zucker duran-

te la isquemia y efecto de los diferentes tratamientos con melatonina. Fic. 8B: Activi-

dad de Glutation peroxidasa (GPx) en homogenado hepatico de ratas Zucker durante
la isquemia y efecto de los diferentes tratamientos con melatonina.
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de igual forma que en la NO sintasa inducible (fig. 7B) asi como los
metabolitos de NO (fig. 8A) y la glutatién peroxidasa (fig. 8B) que si-
guen un patrén especular al de las citoquinas, con disminucién tras
la isquemia y recuperacién con los tratamientos.

Expresion de genes relacionados con los procesos de apoptosis
y proliferacion celular en higado de ratas Zucker y efecto del
tratamiento con melatonina inyectada y bebida

Se han medido la expresién de mRNA de las proteinas que a ni-
vel hepatico juegan un papel importante en la induccién de apopto-
sis como es el caso de BAD y BAX (figs. 9A,B y 10) y también de
las que evitan la aparicion de apoptosis como es el caso de BCL2.
Se puede observar un incremento de las proapoptéticas con la isque-
mia y en nuestro caso una ausencia de alteracién de la antiapopté-
tica. El tratamiento con melatonina disminuye las proapoptéticas y
no modifica tampoco la anti. En cualquier caso, si consideramos la
relacion pro/anti ésta se incrementa de forma marcada con la isque-
mia y disminuye con el tratamiento

DISCUSION

La lesién que se genera por la isquemia reperfusién es bastante
compleja. Normalmente comienza con la activacién de las células de
Kupfer que a su vez inician la produccién de radicales libres que o
bien generan dafio directamente o bien activan a su vez a otros
mediadores proinflamatorios como NFkB que desencadena la libera-
cién de interleuquinas y TNFalfa. Se generan otros mediadores que
son los responsables del dafio hepatico secundario (Lentsch, et al.
1999; Colletti et al. 1990; Jaeschke et al. 1993; Lentsch et al. 1998);
En nuestro estudio hemos podido constatar el incremento de cito-
quinas proinflamatorias tras los 35 minutos de isquemia y las 36
horas de reperfusién correlacionandose positivamente con un incre-
mento de las transaminasas AST y ALT (Zuiiga et al. 2010) de acuer-
do con los hallazgos obtenidos en estudios previos. (Hsu et al. 2008).
Nuestros datos también muestran una disminucién de las citoquinas
antiinflamatorias como la IL10 (Gémez et al. 2008), e incremento de
las proinflamatorias (Lentsch et al. 1998); que se ha visto es capaz
de neutralizar parcialmente el dafio hepatico tras isquemia. En nues-
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Fic. 9A: Actividad de Glutation reductasa (GSH) en homogenado hepatico de ratas
Zucker durante la isquemia y efecto de los diferentes tratamientos con melatonina.
Fig. 9B: Expresion del mRNA de BAD en el higado de ratas Zucker.
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FiG. 10: Expresién del mRNA de BAX en el higado de ratas Zucker.

tros datos la expresién de mRNA de IL13, MCP-1 e INFy era mas
evidente en los animales mas viejos tras la I/R. Se sabe que con el
envejecimiento el nimero y actividad de las células de Kupfer se
incrementan [Moench etf al. 2003;] y esas células liberan citoquinas
pro-inflammatorias, que pueden aumentar la lesiéon hepatica promo-
viendo la infiltracién de neutréfilos [Hsu et al. 2008].

NFkB es un factor de transcripcién ubicuo, que regula la expre-
sion de TNF alfa y de otras citoquinas proinflamatorias,y que se in-
crementa tras la I/R. (Bliss et al. 2007) La lesién hepatica tras I/R
disminuye si se suprime la activacién de NFkB en ratones (Park et
al. 2007)

De igual forma se incrementa iNOS que se asocia a dafno oxida-
tivo e inflamacién (Ghosh ef al. 1998). Tanto el estrés oxidativo como
la inflamacién conducen a la aparicién de apoptosis con la consi-
guiente muerte celular. En nuestro caso hemos podido comprobar
como aumentan las proteinas proapoptéticas como Bad, Bax o AIF
sin que varien las antiapoptéticas como BCL2.

La melatonina es capaz de reducir el dano oxidativo de manera
efectiva en modelos de isquemia/reperfusién en diversos érganos
(Reiter, 1998; Manda y Bhatia, 2003; Cheung, 2003; Reiter 2003).

En humanos, los niveles de melatonina en plasma comienzan un
descenso a partir de los 25-35 afnos, y a la edad de 40-60 afios se
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tiene unos niveles que son un 35-50% de los presentes en individuos
jovenes (Kennaway DJ y cols., 1999; Acuiia-Castroviejo D y cols.,
2004 (Magri F y cols., 2004). Paralelamente a esta disminucién de
la secrecién de melatonina, se produce un incremento de la tasa
de produccién de radicales libres, y una disminucién de la actividad
de enzimas antioxidantes, como SOD, GRd, y GPx, que estdn en
parte regulados por la propia melatonina.

El hecho de que la melatonina sea una molécula pequeria lipo-
e hidrofilica hace que atraviese las barreras biolégicas y las mem-
branas celulares con facilidad, difundiendo a todos los compartimen-
tos intracelulares y concentrandose especialmente en el nucleo y la
mitocondria. En definitiva, la melatonina es capaz de llegar hasta el
mismo lugar donde se generan los radicales libres, neutralizandolos
antes de que puedan difundir y danar estructuras celulares. [Reiter
y cols., 1999 (b)]. La administracién de melatonina a los animales
sometidos a isquemia reperfusion es capaz de reducir significativa-
mente la expresién de genes inductores de estrés oxidativo e infla-
macién como NFkB e iNOS con lo que ademas disminuye el inter-
fer6n alfa (Benedetti er al. 1993).

También se ha visto que la melatonina es capaz de disminuir los
niveles de las citoquinas inflamatorias (TNFa, IL6, IL1{3, and MCP-1)
con lo que disminuye la apoptosis en un modelo de lesién alcohdlica
hepatica (Hu et al. 2009) La apoptosis puede iniciarse por dos vias
principales que activan caspasas efectoras, que inducen muerte celu-
lar tras la reperfusién. La primera via estd mediada por radicales de
oxigeno y citoquinas (IL-13, IL-6), que alteran la membrana mitocon-
drial que a su vez resulta en la salida de factores proapoptéticos como
el citocromo C. La segunda via el TNF-a activa receptores (TNFR typo
1) que forman complejos inductores de muerte que active a la caspa-
sa-8 y después la caspasa-3 [Park et al. 2007, Rudiger 2003]. Hemos
visto que el gen de la BCL2 no cambia en el higado tras I/R, pero los
genes pro-apoptoticos se incrementaron significativamente, sin que
aparecieran diferencias entre los animales jovenes y viejos tras la I/R.
La expresion del mRNA de Bad se incrementa en el higado de los ani-
males jévenes tras I/R, pero no en los mas viejos. La melatonina di-
minuye la expression de genes proapoptoticos como Bax, AIF o Bad,
sin modificar la expresién de Bcl-2 . Selzner er al. (2007) ya habia in-
formado que los higados de ratones viejos desarrollaban baja toleran-
cia a los insultos isquémicos. Esto parecia asociarse con la disminu-
cién de disponibilidad de energia como podia comprobarse por la
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reduccién observada de la produccién de ATP mitocondrial. Tras la re-
perfusién la actividad en el higado de Bax-se incrementa y la de Bcl-
2 disminuye [LI et al. 2003). La melatonina mantiene Bax en una si-
tuacién no activa en la mitocondria [Selzner er al. 2007]; lo que
previene la apoptosis. La melatonina reduce también la liberacién del
citocromo C al citosol y por lo tanto impide la activacién de la caspa-
sa-3 que se aparece en las ratas con I/R.

De todo lo anteriormente expuesto se deduce que nuestro mode-
lo de isquemia tanto en las ratas Wistar jéovenes o viejas como en
las ratas Zucker resulta muy conveniente para estudiar el efecto de
la isquemia reperfusién sobre el higado simulando lo que ocurre en
este cuando se somete a trasplante. En todos los casos estudiados,
la administracién de melatonina ha sido capaz de prevenir el incre-
mento de estrés oxidativo e inflamacién que aparece tras la isque-
mia reperfusién disminuyendo asimismo los elementos proapoptoti-
cos, probablemente responsables todos ellos de las alteraciones
funcionales que aparecen tras el transplante. Todos estos factores
pueden seguirse mediante los niveles plasmaticos de transaminasas
AST y ALT y que conducen a la aparicién de alteraciones histolégi-
cas como son las micro y macroesteatosis y los infartos en el tejido
hepatico.

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo ha sido posible gracias a una ayuda de la Fundacién
Mutua Madrilena de Investigacién Médica, 2653/2008.

REFERENCIAS

ALLEGRA, M; REITER, RJ; TaN, DX; GENTILE, C; TESORIERE, L; LIVREA, MA
(2003). «The chemistry of melatonin’s interaction with reactive species».
J Pineal Res 34:1-10.

AzcolTiA, I; PEREZ-MARTIN, M; SALAZAR, V; CASTILLO, C; ARIZNAVARRETA, C;
GARCIA-SEGURA, LM and TRESGUERRES, JAF (2005). «Growth hormone pre-
vents neuronal loss in the aged rat hippocampus». Neurobiology of Aging
26:697-703.

BeEckMAN, KB; AMES, BN (1998). «The free radical theory of aging matures».
Physiol Rev 78:547-581.

BLiss, SK; BLIsSs, SP; BEITING, DP, et al. (2007). «IL-10 regulates movement
of intestinally derived CD 4+ T cells to the liver». J Immunol 178(12):7974-
7983.



412 ANALES DE LA REAL

CasTILLO, C; CRUZADO, M; ARIZNAVARRETA, C; LAHERA, V; CACHOFEIRO, V; TRES-
GUERRES, JAF (2005). «Effects of ovariectomy and GH administration on
body composition and vascular function and structure in old female rats».
Biogerontology 6:49-60.

CAsTILLO, C; CRUZADO, M; ARIZNAVARRETA, C; GIL-LoYzAGA, P; LAHERA, V;
CACHOFEIRO, V; TRESGUERRES, JAF (2005). «Effect of recombinant human
GH administration on body composition and vascular function and structu-
re in old male Wistar rats». Biogerontology 6:303-312.

CASTILLO, C; SALAZAR, V; ARIZNAVARRETA, C; VARA, E; TRESGUERRES, JAF (2004).
«Effect of rhGH on age related hepatocyte changes in old male and female
rats». Endocrine 25:33-39.

CASTILLO, C; SALAZAR, V; ARIZNAVARRETA, C; VARA, E; TRESGUERRES, JAF (2005a).
«Effect of GH and estrogen administration on hepatocyte alterations
changes in old ovariectomized female Wistar rats». Endocrine 26:11-18.

CASTILLO, C; SALAZAR, V; ARIZNAVARRETA, C; VARA, E; TRESGUERRES, JAF (2005b).
«Effect of melatonin administration on parameters related to oxidative
damage in hepatocytes isolated from old Wistar rats». J Pineal Research
38:240-246.

CERNADAS, MR; SANCHEZ DE MIGUEL, L; GARCiA-DURAN, M; GONZALEZ-FERNAN-
DEZ, F; MILLAS, I; MONTON, M; RoDRIGO, J; Rico, L; FERNANDEZ, P; DE FRru-
TOS, T; RODRIGUEZ-FEO, JA; GUERRA, J; CARAMELO, C; CASADO, S; LOPEZ-FARRE
(1998). «Expression of constitutive and inducible nitric oxide synthases in
the vascular wall of young and aging rats». Circ Res 83:279-286.

CHUNG, HY; Kim, HJ; Kim, KW; CHor, JS; Yu, BP (2002). «<Molecular inflam-
mation hypothesis of aging based on the anti-aging mechanism of calorie
restriction». Microsc Res Tech 59:264-272.

CoLLETTI, LM; REMICK, DG; BURTCH, GD, et al. (1990). «Role of tumor necrosis
factor-a in the pathophysiologic alterations after hepatic ischemia/reper-
fusion injury in the rat». J Clin Invest 85:1936-1943.

DE LA FUENTE, M; BAEzA, I; GUAYERBAS, N; PUERTO, M; CASTILLO, C; SALAZAR, V;
ARIZNAVARRETA, C; TRESGUERRES, JAF (2005). «Changes with aging in several
leukocyte functions of male and female rats». Biogerontology 5:389-400.

EscaMEz, G (1997).

Gao, S; L1, P; PanT, T; YANG, C (2003). «Cardioprotective effects of melatonin
on recovery of rat donor hearts after 12-hour preservation». J Huazhong
Univ Sci Technolog Med Sci 23:407-410.

GARcia, JJ; REITER, RJ; GUERRERO, JM; EscaMES, G et al. (1997). «Melatonin
prevents changes in microsomal membrane fluidity during induced lipid
peroxidation». FEBS Letters 408:297-300.

GaARcia, JJ; REITER, RJ; PIE, J, et al. (1999). «Role of pinoline and melatonin
in stabilizing hepatic microsomal membranes against oxidative stress».
Journal of Bioenergetic and Biomembranes 31:609-616.

GARCIA URENA, MA; CoLINA Rui1z-DELGADO, F; MORENO GONZALEZ, E; JIMENEZ
RoMERO, C; GARcCIA GARCIA, I; LoiNAZ SEGUROLA, C; GONZALEZ-PINTO, GOMEZ
SANz, R. (1998). «Hepatic steatosis in liver transplant donors common
feature of donor population?» World J Surg 22:837-844.

GHosH, S; May, MJ; Korp, EB (1998). «NF-kappa B and Rel proteins: evolutio-
narily conserved mediators of immune responses». Annual Rev Immunol
16:225-260.



ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA 413

GOMEzZ, CR; AcuNa-CasTiLLO, C; PEREZ, C, et al. (2008). «Diminished acute
phase response and increased hepatic inflammation of aged rats in respon-
se to intraperitoneal injection of lipopolysaccharide». J Gerontology A Biol
Sci Med Sci 63(12):1299-1306.

HArRMAN, D (1992). «Free radical theory of aging». Mutat Res 275:257-266.

HamirtoN, ML; VaN REMMEN, H; DRrRAKE, JA; YANG, H; Guo, ZM; KewrIrt, K;
WALTER, CA; RICHARDSON, A (2001). «Does oxidative damage to DNA increa-
se with age?» Proc Natl Acad Sci USA 98:10469-10474.

HAayvasHI, M; TOKUNAGA, Y; Funta, T; TANAKA, K; YAMAOKA, Y; Ozawa, K (1993).
«The effect of cold preservation onsteatotic graft viability in rat liver trans-
plantation». Transplantation 56:282-287.

HSU, YC; CHOU, TY; CHEN, CF, et al. (2008). «Rat liver ischemia/reperfusion
induced proinflammatory mediator and antioxidant expressions analyzed
by gene chips and real-time polymerase chain reactions». Transplantation
Proceedings 40:2156-2158.

HU, S; YIN, S; JIANG, X, et al. (2009). «Melatonin protects against alcoholic
liver injury by attenuating oxidative stress, inflammatory response, and
apoptosis». Eur J Pharmacology 616:287-292.

Inci, I; INci, D; DUTLY, A, et al. (2002). «Melatonin attenuates posttransplant
lung ischemia-reperfusion injury». Ann Thorac Surg 73:220-225.

JAESCHKE, H; FARHOOD, A; BAUTISTA, AP, et al. (1993). «Functional inactivation
of neutrophils with aMac-1 (CD11b/CD18) monoclonal antibody protects
against ischemia-reperfusion injury in rat liver». Hepatology 17:915-923.

KIM, SH; LEE, SM (2008). «Cytoprotective effects of melatonin against necro-
sis and apoptosis induced by ischemia/reperfusion injury in rat liver».
J Pineal Res 44(2):165-171.

KIREEK, RA; TRESGUERRES, ACF; CASTILLO, C; SALAZAR, V; ARIZNAVARRETA, C;
VARA, E and TRESGUERRES, JAF (2007). «Effect of exogenous administration
of melatonin and GH on prooxidant functions of the liver in aging male
rats». J. Pineal Research 42;64-70.

KirREEV, RA; TRESGUERRES, AF; VARA, E; ARIZNAVARRETA, C and TRESGUERRES,
JAF (2007b). «Effect of chronic treatments with GH, melatonin, estrogens
and phytoestrogens on oxidative stress parameters in liver from aged
female rats». Biogerontology 8:469-482.

KIREEV, RA; TRESGUERRES, ACF; GARciA, C; ARIZNAVARRETA, C; VARA. E; TRES-
GUERRES, JAF (2008). «Melatonin is able to prevent the liver of old castra-
ted female rats from oxidative and proinflammatory damage». J. Pineal
Research 45;394-402.

KIrReEv, RA; TRESGUERRES, ACF; GaARciA, C; BORRAS, C; ARIZNAVARRETA, C; VARA,
E; VINa, J; TRESGUERRES, JAF (2010). «Hormonal regulation of pro-
inflammatory and lipid peroxidation processes in liver of old ovariectomi-
zed female rats». Biogerontology 11:229-243.

KoNERvU, B; REDDY, MC; DE 1A TOoRRE, AN; PATEL, D; IpPoLITO, T; FERRANTE, RJ
(1995). «Studies of hepatic warm ischemia in the obese Zucker rat».
Transplantation 59:942-946.

Law, A; O'DONNELL, J; GAUTHIER, S; QUIRION, R (2002). «Neuronal and induci-
ble nitric oxide synthase expressions and activities in the hippocampi and
cortices of young adult, aged cognitively unimpaired, and impaired Long-
Evans rats». Neuroscience 112:267-275.



414 ANALES DE LA REAL

LENTScH, AB; YosHIDOME, H; CHEADLE, WG, et al. (1998). «Chemokine involve-
ment in hepatic ischemia/reperfusion injury in mice: roles for macrophage
inflammatory protein-2 and KC». Hepatology 27:1172-1177.

LENTSCH, AB; YosHIDOME, H; KaTo, A, et al. (1999). «Requirement for interleu-
kin-12 in the pathogenesis of warm hepatic ischemia/reperfusion injury in
mice». Hepatology 30:1448-1453.

LEON, J; AcUNA-CASTROVIEJO, D; EscaMES, G; TaN, DX; REITER, RJ (2005). «Me-
latonin mitigates mithocondrial malfunction». J Pineal Res 38:1-9.

LI, SQ; LIANG, LJ; HUANG, JF; LI, Z (2003). «Hepatocyte apoptosis induced
by hepatic ischemia-reperfusion injury in cirrhotic rats». Hepatobiliary Pan-
creat Dis Int 2:102-105.

MARSMAN, WA; WIESNER, RH; RoODRIGUEZ, L; BATTS, KP, et al. (1996). «Use of
fatty donor liver is associated with diminished early patient and graft sur-
vival». Transplantation 62:1246-1251.

MaTtA, M; DE LA BARRERA, P; FraGA, E; MONTERO, JL; Pozo, JC; RUFIAN, S; Pa-
DILLO, J; SOLORZANO, G (2004). «Impacto del sistema MELD en la seleccion
de candidatos para trasplante hepatico». Gastroenterol Hepatol 27(Suppl 4):
62-65.

MATESANZ, R; MIRANDA, B, editors (2004). «International figures on organ
donation and transplantation 2003». Transplant Newsletter, Council of
Europe 9:3-38.

MirANDA, B; CANON, J; CUENDE, N; GARRIDO, G; NAYA, MT; FERNANDEZ-ZINCKE, E
(2003). «Disparities in access to liver transplantation in Spain». Transplan-
tation 76:1398-1403.

MoENCH, C; UHRIG, A, LoHSE, AW; Ot1TO0, G (2003). «The role of monocyte
chemoattractant protein-1 in orthotopic liver transplantation». Transplanta-
tion Proceedings 35:1452-1455.

OKATANI, Y; WAKATSUKI, A; REITER, RJ, et al. (2003). «Protective effect of
melatonin against mitochondrial injury induced by ischemia and reperfu-
sion of rat liver». Eur J Pharmacol 469:145-152.

PARK, Y; HIROSE, R; COATNEY, JL, et al. (2007). «Ischemia-reperfusion injury
is more severe in older versus young rat livers». Journal of Surgical Re-
search 137:96-102.

PEREZ-MARTIN, M; SALAZAR, V; CASTILLO, C; ARIZNAVARRETA, C; AZCOITIA, I;
GARCIA-SEGURA, LM and TRESGUERRES, JAF (2005). «Estradiol and soy
extract increase the production of new cells in the dentate gyrus of old
rats». Exper Gerontology 40:450-453.

PiER, C; MARRA, M; MoRONI, F; RECcCHIONI, R; MARCHESELLI, F. (1994). «Melato-
nin: A peroxyl radical scavenger more effective than vitamin E». Life
Science 55:PL-271-PL-276.

REITER, RJ (1995). «Oxidative processes and antioxidative defense mechanisms
in the aging brain». FASEB Journal 9:526-533.

RUDIGER, HA; GRrAF, R; CLAVIEN, PA (2003). «Liver ischemia: apoptosis as a
central mechanism of injury». J Invest Surg 16:149-159.

«Select Committee of Experts on the Organisational Aspects of Cooperation
in Organ Transplantation. Council of Europe. Meeting the organ shortage:
current status and strategies for improvement of cadaveric organ dona-
tion». Madrid: ONT, 1996.

SELZNER, M; CLAVIEN, PA (2001). «Fatty liver in liver transplantation and sur-
gery». Semin Liver Dis 21:105-113.



ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA 415

SELZNER, M; SELZNER, N; JocHUM, W, et al. (2007). «Increased Ischemic Injury
in Old Mouse Liver: An ATP-Dependent Mechanism». Liver Transplantation
13:382-390

SEWERINEK, E; REITER, RJ et al. (1996). «Oxidative damage in the liver induced
by ischemia-reperfusion: protection by melatonin». Hepatogastroenterology
43:898-905.

SoHAL, RS; MoCKETT, RJ; OrRR, WC (2002). «Mechanisms of aging: an apprai-
sal of the oxidative stress hypothesis». Free Rad Biol Med 33:575-586.
TAN, DX; CHEN, LD; POEGGELER, B; MANCHESTER, LC; REITER (1993). «Melato-
nin: a potent, endogenous hydroxyl radical scavenger». Endocrine Journal

1:57-60.

TRESGUERRES, JAF; CaAsTILLO, C; SALAZAR, V; GARciA SEGURA, LM; VAR, E; DE
LA FUENTE, M; TRESGUERRES, ACF; ARIZNAVARRETA, C (2004). «Efecto de las
hormonas sobre el envejecimiento del Sistema Nervioso, el Sistema Inmu-
nitario y la piel en ratas». Anales de la Real Academia Nacional de Medicina
CXXI:157-179.

TROEN, BR (2003). «The Biology of aging». The Mount Sinai Journal of Me-
dicine 70:3-22.

TUNON, MJ; SAN MIGUEL, B; CRrEesPo, I, et al. (2011). «Melatonin attenuates
apoptotic liver damage in fulminant hepatic failure induced by the rabbit
hemorrhagic disease virus». J Pineal Res 50(1):38-45.

VAIRETTI, M; FERRIGNO, A; BERTONE, R et al. (2005). «Exogenous melatonin
enhances bile flow and ATP levels after cold storage and reperfusion in
rat liver: implications for liver transplantation». J Pineal Res 38:223.

YanG, ZF; HO, DW; NGAI, P, et al. (2007). «Anti-inflammatory properties of
IL-10 rescue small-for-size liver grafts». Liver Transplantation 13(4):558-565.

ZUNIGA, J; VENEGAS, F; VILLARREAL, M, et al. (2010). «Protection against in vivo
liver ischemia-reperfusion injury by -3 long-chain polyunsaturated fatty
acids in the rat». Free Radic Res 44(8):854-63.

INTERVENCIONES
Prof. Seoane Prado

La completa y didactica presentacion del Prof. Tresguerres me
sugiere dos cuestiones de caracter bioquimico: La primera se refie-
re al modo en que se valora el estrés oxidativo en los procesos con
y sin aportaciéon de melatonina, ¢se usan kits comerciales o se valo-
ran en funcién de moléculas como el malondialdehido? ;cémo se
cuantifica, por ejemplo, la hemooxigenasa 1 o la 6xido nitrico sin-
tetasa? En segundo lugar, resulta de gran interés el hecho de que
la melatonina resulte mas activa por via oral que parenteral y ello
sugiere que tal vez el verdadero reactante en los procesos estudia-
dos no sea la propia melatonina si no un posible metabolito gene-
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rado a partir de ella en el tracto digestivo. ¢Existe algiin dato en este
sentido?

Prof. Garcia-Sancho Martin

Le felicito por su interesantisima, brillante y didactica conferen-
cia y me permito hacerle dos preguntas y una consideracién:

Preguntas:

PRIMERA: ¢Se han hecho estudios de la eficacia de la melatonina
en otras situaciones clinicas de isquemia-reperfusién? Me refiero a
la reperfusiéon que tiene lugar tras un choque hemorréagico o un cho-
que séptico hipodinamico, cuando cesa el aumento de la resistencia
vascular periférica que como mecanismo defensivo intenta mantener
la presién arterial; o cuando en la isquemia intestinal, se establece
la fase de reperfusién después de resolver aquella bien sea, segin los
casos, mediante una embolectomia, una tromboendarteriectomia o
una reimplantacién de la arteria mesentérica superior, distal a la obs-
truccién, en la aorta,

SEGUNDA: El aumento de dialdehido-malénico ¢es un buen y fia-
ble marcador biolégico de isquemia intestinal? Si es asi seria muy
interesante como medio de diagndéstico e indicar la cirugia urgente
en casos de estrangulacién intestinal.

CONSIDERACION: Es mas correcto decir y escribir interleucina que
interleuquina; nunca debe usarse en esparfiol interleukina, que es una
traduccién inadecuada de la palabra inglesa interleukin.

Le reitero mi felicitacion.

Prof. Blazquez Fernandez

Mi maés sincera enhorabuena por la magnifica presentacién de
unos hallazgos que pueden considerarse como espectaculares, en la
accién inhibidora de la melatonina sobre la formacién de citocinas
implicadas en procesos inflamatorios y de deterioro celular.

En relacién con las ratas obesas Zucker, quiero recordar que
estos animales son resistentes a la acciéon de la insulina y que por
otra parte las secreciones y acciones biolégicas de las hormonas
pancreaticas, insulina y glucagén, estan moduladas por melatonina..
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Estos ultimos datos que fueron descritos por nosotros hace afios,
podrian explicar y realzar lo encontrado por ustedes. Por ello me
gustaria conocer si se han hecho o piensan realizar nuevas experien-
cias en esa direccion.

También quisiera conocer si los efectos de la melatonina presen-
tados en la sesién de hoy pueden ser potenciados por otros antioxi-
dantes.

Finalmente siento curiosidad por saber en que liquido biolégico
o muestras tisulares fueron determinadas las citocinas estudiadas.

Asimismo reitero de nuevo mis felicitaciones por el excelente tra-
bajo presentado.

CONTESTACIONES

Al Prof. Seoane: Muchas gracias por sus palabras. La valoracion
del estrés oxidativo se realiza mediante la medida, bien sea por ELI-
SA o por colorimetria del malondialdehido, y por PCR los enzimas
antioxidantes. Efectivamente, la mayor actuacién de la melatonina
por via oral parece indicar un mayor efecto de los metabolitos. Exis-
ten datos preliminares que lo confirman.

Al Prof. Garcia-Sancho: Muchas gracias por su felicitaciéon. Efec-
tivamente, se han estudiado los efectos de la melatonina en la isque-
mia reperfusién de otros érganos como el corazén o el cerebro. No
tengo datos del intestino con isquemia, pero si en el intestino de
animales viejos, donde también es capaz la melatonina de revertir la
accién prooxidante incrementada.

Probablemente el malonil dialdehido plasmatico no sea un buen
marcador. Si lo es en el tejido directamente.

Yo procuro utilizar interleuquina.

Al Prof. Blazquez: Gracias por su enhorabuena y sus preguntas.
No hemos investigado la resistencia a la insulina en las ratas Zucker.
Todas las muestras se han determiinado en el tejido hepatico. No
hemos comprobado si se puede potenciar el efecto con otros antioxi-
dantes.
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Resumen

La fibrilacién auricular se inicia con frecuencia en la auricula izquierda,
desde donde invade ambas auriculas produciendo un acortamiento no uni-
forme en la duracién de los potenciales de accién y de los periodos refracta-
rios auriculares. Nuestro estudio tenia como objetivo determinar si el remo-
delado eléctrico producido por la fibrilacién auricular crénica (FAC) produ-
ce cambios en las corrientes de potasio voltaje-dependientes que determinan
la duracién del potencial de accién y del periodo refractario entre la auricu-
la derecha e izquierda en pacientes en ritmo sinusal (RS) o con FAC. Las
corrientes se registraron utilizando la técnica del parche de membrana en su
configuracién de célula entera. Demostramos que, tanto en RS o durante la
FAC, existen en ambas auriculas tres tipos de células atendiendo a la corrien-
te repolarizante de potasio que predomina: la corriente transitoria Ca?*-inde-
pendiente sensible a 4-aminopiridina (I_,) y los componentes ultrarrapido
(I.,), rapido (I.) y lento (I, ) de la corriente que presenta rectificacién in-
terna. La FAC modifica de forma diferente estas corrientes en cada auricu-
la. La FAC reduce la I ; de forma mais marcada en la auricula izquierda que
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en la derecha, mientras que I se reduce de forma mas marcada en la au-
ricula derecha que en la izquierda. Sorprendentemente, la FAC producia un
marcado aumento de la I en ambas auriculas. Este aumento se acentuaba
por el isoproterenol y se bloqueaba con atenolol. Todos estos cambios pro-
ducen un acortamiento no uniforme de la repolarizacién auricular que faci-
lita la reentrada del impulso cardiaco y la estabilizacién de la arritmia.

Abstract

Atrial fibrillation starts in the left atrium and from there the activity in-
vades the atrial tissues and causes an inhomogeneous shortening the dura-
tion of atrial action potential duration and refractoriness. The purpose of this
study was to compare the voltage-dependent potassium currents in human
cells isolated from the right and left atria and to determine whether electri-
cal remodeling produced by chronic atrial fibrillation (CAF) differentially
affects voltage-dependent potassium currents involved in atrial repolarization
in each atrium as compared to sinus rhythm (SR). The currents were record-
ed using the whole-cell configuration of the patch-clamp technique. We found
that in atrial cardiomyocytes of patients both in SR and in CAF there are
three types of cells according to their main voltage-dependent repolarizing
potassium current: the Ca?-independent 4-aminopyridine sensitive component
of the transient outward current (I ) and the ultrarapid (I, ), rapid (I, ) and
slow (I.) components of the delayed rectifier current. CAF differentially
modified the proportion of these 3 types of cells on each atrium: CAF reduced
the I, more markedly in the left than in the right atria, while I was more
markedly reduced in the right than in the left atria. Interestingly, in both
atria, CAF markedly increased the I . This increase was enhanced by isopro-
terenol and suppressed by atenolol. These changes produce a non-uniform
shortening of atrial repolarization that facilitates the reentry of the cardiac
impulse and the perpetuation of the arrhythmia.

INTRODUCCION

En 1979 Gelbland y cols. (1) registraron en la auricula derecha
humana dos tipos de potenciales de accién con morfologias bien
dispares: unos que presentaban un pico prominente seguido de una
fase de meseta bien diferenciada y que corresponderian al tejido es-
pecializado de conduccién y otros que no presentaban estas carac-
teristicas y que corresponderian al musculo auricular propiamente
dicho (1). Posteriormente, se identificaron tres morfologias distintas
en los potenciales de accién registrados en cardiomiocitos aislados
de auriculas derechas humanas (2) y se demostré que el periodo re-
fractario auricular (PRA) humano era mas corto en la auricula iz-
quierda (AI) que en la derecha (AD) (3), lo que se atribuyé a que
existirian diferencias en la expresién de los canales a cuyo través se
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generan las corrientes que generan dichos potenciales de accién. Sin
embargo, estudios en los que se analizaba la expresién de los genes
que codifican las subunidades alfa y beta que constituyen los cana-
les i6nicos cardiacos no pudieron demostrar la existencia de tales
diferencias entre las AD y AI (4). Por otro lado, hasta la fecha no
disponemos de estudios en los que se comparen las posibles diferen-
cias existentes en las corrientes de salida de potasio entre los car-
diomiocitos aislados de las AD y AI humanas procedentes de pacien-
tes en ritmo sinusal (RS) y/o en fibrilacién auricular (FA).

La FA produce cambios importantes en la actividad eléctrica auri-
cular (remodelado eléctrico) que se caracterizan por un acortamiento
no uniforme de la duracién de los potenciales de accién (DPA) y del
PRA y una pérdida de la adaptacién de la DPA a los cambios en la fre-
cuencia (5). Estudios realizados en modelos animales y en pacientes
con FA crénica (FAC) han demostrado que existen diferencias en el
tipo de FA que se genera entre la AD y Al, observandose que la Al se
activa a frecuencias significativamente mas rapidas que la AD, algo que
es particularmente evidente en los pacientes con FA paroxistica (6-8).
Sin embargo, desconociamos si este remodelado eléctrico auricular
afecta de forma distinta a la AD y a la Al en los pacientes con FAC. Por
todo lo anterior, el objetivo de nuestro trabajo era estudiar y compa-
rar en cardiomiocitos auriculares aislados de las orejuelas de la AD y
de la AI procedentes de pacientes en ritmo sinusal (RS) y con FAC: 1)
la distribucién de los tipos celulares, y 2) los posibles cambios produ-
cidos por la FAC sobre cuatro corrientes voltaje-dependientes de sali-
da de potasio que determinan la repolarizacién auricular: la corrien-
te transitoria Ca’*-independiente sensible a 4-aminopiridina (4-AP) (I, ,)
y los componentes ultrarrapido (I ), rapido (1) y lento (I, ) de la
corriente que presenta rectificacién interna.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Investigacién
del Hospital Universitario Gregorio Maraién (CNIC-13) y se ajusta
a los principios de la Declaracién de Helsinki en lo relativo a la
investigacién con muestras humanas. Cada paciente recibi6, leyé y
firmé un documento de consentimiento informado dando su confor-
midad para la utilizacién de las muestras procedentes de su inter-
vencién en este estudio.
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Las muestras de AD y Al fueron obtenidas de pacientes en RS y
con FAC que iban a ser sometidos a cirugia cardiaca en el Hospital
Universitario Gregorio Marafién. Todos los pacientes incluidos en el
grupo FAC llevaban mas de 6 meses en FA cuando se produjo la
intervencién. Se utilizaron cardiomiocitos aislados de las orejuelas
de la AD y AI procedentes del un mismo paciente que se encontra-
ba en RS (n=26) o en FAC (n=15). No se apreciaron diferencias
en la edad, sexo, tipo de cardiopatia (valvular o isquémica), niveles
plasmaéticos de creatinina o fraccién de eyeccion del ventriculo iz-
quierdo entre los pacientes en RS o en FAC. La unica diferencia sig-
nificativa observada entre ambos grupos era el didmetro de la auri-
cula izquierda, que fue mayor en los pacientes en FAC (4.8 + 0.2 vs
4.2 + 0.3 cm, P<0.05).

1. Estudios electrofisioldgicos. Los cardiomiocitos auriculares se
aislaron segun técnicas descritas por nuestro laboratorio y las co-
rrientes auriculares humanas se registraron utilizando la técnica de
fijacién de voltaje en parche de membrana (patch-clamp) en su con-
figuracion de célula entera (whole-cell) (9-13). Las células se per-
fundian con una solucién externa cuya composicién era (mM):
NaCl 140, KCl 4, CaCl, 1, MgCl, 1, HEPES 10, glucosa 10, nifedipi-
na (1 pM) y atropina (1 pM) (pH 7.4 con NaOH). Las micropipetas
de registro, que presentaban una resistencia de punta inferior a 3.5
MQ, se rellenaron con una solucién interna con la siguiente compo-
sicién (mM): K-aspartato 80, KCI 42, KH,PO, 10, MgATP 5, fosfocrea-
tina 3, HEPES 5 y EGTA 5 (pH 7.2 con KOH). Los artefactos de co-
rriente capacitiva generados tras la aplicacién de pulsos desde —80
mV a —70 mV se registrardn a 50 KHz (filtrados a 10 KHz) para
calcular la capacitancia de la célula, la resistencia de acceso y la im-
pedancia de entrada. En miocitos de pacientes en RS los valores
medios del pico maximo de las corrientes de salida de K* a + 50 mV,
la resistencia de acceso y la capacitancia (C ) eran 1008.5 + 44.3
pA, 3.2+ 04 MQ y 72.3+4.0 pF (n = 121), respectivamente. En mio-
citos de pacientes con FAC los valores medios eran 691.5 + 50.1 pA
(P <0.001 vs. SR), 2.9 +0.6 MQ (P >0.05 vs. SR), and 98.5 + 5.5 pF
(n=62) (P<0.001 vs. SR), respectivamente. Por lo tanto, en estas
condiciones, los posibles errores de voltaje debidos a las resistencias
en serie eran minimos (<5 mV). Las corrientes se muestrearon
a 4kHz, se filtraron a la mitad de la frecuencia de muestreo y se
almacenaron en el disco duro de un ordenador para su posterior
analisis.
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2. Aundlisis de la expression del ARNm de los canales de potasio.
El ARN total fue aislado de orejuelas auriculares humanas proceden-
tes de 4 pacientes en RS y 4 con FAC siguiendo protocolos descri-
tos previamente (13). El ARN fue purificado de muestras de tejido
homogeneizadas utilizando el kit de RNeasy midi (Qiagen, Reino
Unido) y se cuantific6 mediante fotometria (A = 260 nm). La pureza
de las muestras se verificé con un NanoDrop 2000 (Thermo Scien-
tific, EEUU). La densidad de los productos de la PCR se cuantificé
por densitometria (Gel Logic 1500 Imaging System; Kodak, EEUU).
La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) mediante transcrip-
cién inversa (RT-PCR) se realiz6 utilizando el kit One-step RT-PCR
(Qiagen). Los oligonucleétidos especificos para la amplificacién par-
cial de los genes Kv4.3, Kv1.5, Kv7.1 (KvLQT1) y minK, gliceralde-
hido-3-fosfato deshidrogenasa y proteina cinasa C fueron sintetiza-
dos por Roche Diagnostics vis TIB-Molbiol, (Alemania).

3. Remodelado de la expresion del receptor adrenérgico [31. La RT-
PCR se realizé6 como acabamos de describir. El molde de ADNc ob-
tenido se someti6 a una PCR cuantitativa (qQPCR) en tiempo real
utilizando los kits Tagman-based ABI gene expresiéon y TagMan Fast
Universal PCR Master Mix (ABI) y un termociclador (StepOne real-
time thermocycler engine; ABI). Para el analisis de la expresién del
receptor [l-adrenérgico se utiliz6 el kit de expresién génica
hCG39839 de TagMan, especifico para este gen (ADRB1, Homo sa-
piens B1l-adrenoceptor, RefSeq: NM_000684.2), y se usé la expresion
del ARNr eucariético 18S como control endégeno para la normali-
zacién de la expresion. Los resultados se analizaron utilizando el
programa One-Step (ABI).

3. Andlisis estadistico. Los resultados se expresan como media +
ESM para un determinado nimero (n) de experimentos. Las com-
paraciones entre diferentes grupos de datos fueron realizadas me-
diante la prueba ¢ de Student no pareada o mediante un anélisis de
la varianza (ANOVA) de una via, seguido de un test de Newman-
Keuls. Las comparaciones entre las variables de categoria se reali-
zaron mediante el test exacto de Fisher. Se consideraron como sig-
nificativas aquellas diferencias cuyo valor de P resulté ser < 0.05.

RESULTADOS

1. Tres tipos de células auriculares. Para los experimentos elec-
trofisiolégicos se realizaron en 22 muestras de pacientes en ritmo si-
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nusal (RS) y en 11 procedentes de pacientes con FAC. La determi-
nacién de la capacitancia de la membrana nos permitié demostrar
que el tamafio medio de los cardiomiocitos obtenidos de la AD y Al
era mayor en los pacientes con CAF que en los que estaban en RS
(108.8 + 12.7 frente a 69.2 +6.4 pF y 116.7 + 7.9 frente a 68.0 +7.6
pF, n =120, respectivamente, P <0.001). Sin embargo, tanto en los
pacientes en RS como en los que se encontraban en FAC no obser-
vamos diferencias en la capacitancia entre los cardiomiocitos de Al
y los de AD (P > 0.05).

El primer hallazgo de este estudio fue que, tanto en RS como en
FAC, era posible distinguir tres tipos de células en la auricula hu-
mana atendiendo al tipo de corriente de salida de potasio predomi-
nante (figura 1). Aproximadamente, el 35% de los miocitos aislados
de la AT en pacientes en RS presentaban una corriente que presen-
taba una rapida activacién e inactivacién, por lo que la amplitud de
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FiG. 1: La fibrilacién auricular crénica modifica la distribucién de las corrientes que
determinan la repolarizacién auricular humana. AD/AIL: auricula derecha/izquierda. RS:
ritmo sinusal.
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la corriente registrada al final de un pulso de 250 ms de duracién
era ~20 % de la amplitud maxima. Ello claramente indicaba que la
principal corriente repolarizante durante la fase de meseta en estas
células era la corriente transitoria Ca?*-independiente sensible a
4-aminopiridinas (4-AP) denominada I ,. Sin embargo, la I, estaba
completamente ausente en el 20 % de las células, que presentaban
una corriente que se activaba muy rapidamente, pero que no se in-
activaba, por lo que la amplitud de la de la corriente registrada al
final de un pulso de 250 ms de duracién era ~85 % de la amplitud
maxima; en estas células la principal corriente repolarizante era la
I, (mantenida). Por dltimo, un 45 % de las células de la Al presen-
taba un patron intermedio. Es interesante sefalar que en pacientes
en RS no existian diferencias en la distribucién del tipo celular en-
tre la AD y la Al y que, en general, las células en las que predomi-
na la I  presentaban un menor tamafio que aquellas en las que pre-
dominaba I_ .

En pacientes con FAC se modificaba la distribucién del tipo de
células entre la AD y la Al. En la Al se producia una reduccién sig-
nificativa en el porcentaje de células en las que predominaba la I,
y aumentaba el porcentaje de células que mostraban un patrén in-
termedio; en la AD de los pacientes con FAC también disminuia sig-
nificativamente el porcentaje de células en las que predomina la I,
a la vez que aumentaba de forma significativa el porcentaje de cé-
lulas en las que predomina la I . Como consecuencia, en la FAC los
tipos celulares ya no se distribuian de forma uniforme en la AD y
en la Al. Ademas, se anulaban las diferencias observadas en la ca-
pacitancia, lo que indicaba que la FAC se asociaba a una hipertro-
fia de todas las células auriculares.

2. Corriente transitoria. En la AD, la amplitud I , era similar en
cardiomiocitos procedentes de pacientes en RS o en FAC (3.9 +0.9
PA/pF frente a 3.4 + 0.7 pA/pF, n= 16, P > 0.05), pero la I , disminuia
significativamente en la AI a potenciales positivos a -30 mV en pa-
cientes en FAC. Sin embargo, cuando analizdabamos la densidad de
la I, (normalizando la amplitud de la corriente por la capacitancia
de la células) en funcién del potencial de membrana en cardiomio-
citos de pacientes en FAC, ésta disminuia marcadamente en la AD
a potenciales de membrana > + 20 mV, mientras que en la Al esta
reduccién ya aparecia a potenciales de membrana > —20 mV. Sin
embargo, la FAC no modificaba la cinética-voltaje y tiempo-depen-
diente de la I
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Si ahora analizamos lo que sucede en cardiomiocitos cuando el
potencial de membrana alcanza los + 30 mV (potencial que se alcan-
za durante el potencial de accién cardiaco en condiciones fisiol6gi-
cas), demostramos que la FAC producia una marcada reduccién en
la amplitud de la I ; en las células de la AI, pero no en las de la AD,
y que disminuia de forma importante la densidad de la corriente en
ambas auriculas, aunque el efecto era mas marcado en la Al Por lo
tanto, la CAF producia la aparicién de diferencias en la amplitud y
densidad de la I , entre la AD y la AL

3. Corriente I, (mantenida). En SR, la amplitud y densidad de
la I eran mayores en los cardiomiocitos de la AD que en la Al (den-
sidad: 7.2 £ 0.7 frente a 5.5+ 0.7 pA/pF, respectivamente, n = 24,
P <0.05). En la Al, la amplitud de la I era similar en pacientes en
RS o con FAC, mientras que la amplitud de la corriente disminuia
marcadamente en la AD a potenciales positivos a —20 mV. Sin em-
bargo, en pacientes con FAC la densidad de la I disminuia signifi-
cativamente tanto en la AD como en la Al a potenciales positivos a
—10 y - 20 mV, respectivamente. Cuando analizabamos la amplitud
y densidad de la I a + 30 mV en cardiomiocitos procedentes de pa-
cientes en RS podemos ver que ambos pardmetros eran mayores en
la AD que en la AI; en miocitos de pacientes en FAC la amplitud de
la corriente disminuia sélo en la AD, pero no se modificaba en la
Al. Sin embargo, y posiblemente debido a la hipertrofia de las célu-
las auriculares, la FAC disminufa la densidad de la I de
forma similar en ambas auriculas. Es decir, que en pacientes con
FAC desaparecian las diferencias en la densidad de la corriente ob-
servadas en RS.

4. Aundlisis de los componentes de la I . La I no es una tnica
corriente i6nica, sino que es el resultado de la activacién de varias
corrientes idénicas (Itol’ L. I € IKS). Por tanto, nuestro siguiente
objetivo era identificar las corrientes responsables de la I en la AD
y en la AL La amplitud de la I, se determiné cuantificando los cam-
bios en corriente registrada en cardiomiocitos tratados con dofetili-
da (1 wmol/L), un bloqueante especifico y selectivo de la I_. Ello nos
permitié demostrar que la amplitud de la I era minima en ambas
auriculas en cardiomiocitos procedentes de pacientes en RS y que
no se modificaba por la FAC. A continuacién perfundimos las célu-
las con dos concentraciones de 4-aminopiridina (4-AP): a) 50 pmol/
L, que bloquea selectivamente la I, generada a través de los cana-
les Kv1.5 y b) 2 pmol/L, que bloquea, ademas, la I . (14). La admi-

tol
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nistracién de dosis bajas de 4-AP permiti6 demostrar que la I, _era
responsable de mas del 70 % de la amplitud de la I _ registrada y
que esta corriente era significativamente mayor en la AD que en la
Al. Con la dosis mas alta de 4-AP pudimos reconfirmar que en RS
la amplitud de la I, era mayor en la AD que en la Al y que la FAC
disminuia la amplitud de esta corriente sélo en la AD.

5. Corriente rectificadora tardia (I,.). El hallazgo mas sorprenden-
te fue que en cardiomicitos de pacientes en FAC perfundidos con 2
mmol/L de 4-AP la corriente registrada (insensible a 4-AP) al final
del pulso despolarizante era mayor en células de pacientes en FAC
que en los que estaban en RS y que este aumento aparecia en am-
bas auriculas por igual. Esta corriente era generada a través de un
canal de potasio voltaje-dependiente ya que se bloqueaba con tetrae-
tilamonio (un bloqueante inespecifico de los canales de potasio). De-
mostramos que esta corriente presentaba una cinética de activacién
muy lenta (t, =2.2 seg a + 60 mV), un punto medio de activacién
positivo (V, =+ 7.2 mV a 0 mV) y se bloqueaba con HMR-1556, un
bloqueante selectivo de la del componente lento de la corriente rec-
tificadora tardia o I (14). Por tanto, podiamos concluir que la CAF
aumentaba significativamente la amplitud y densidad de la I en
ambas auriculas, una corriente cuya amplitud era dificilmente detec-
table en cardiomiocitos auriculares de pacientes en RS.

6. Remodelado del ARNm. La FAC no modificaba los niveles del
ARNm de la subunidad alfa de los canales Kv1.5 (que generan la
I ), pero disminuia la de los canales Kv4.3 (que generan la I ) y
Kv1.7 (que generan la I, ). Por el contrario, el ARNm de MinK (la
subunidad beta de los canales que generan la I, ) aumentaba mar-
cadamente en la auricula de los pacientes en FAC con respecto a la
pobre expresién observada en las auriculas de pacientes en RS.

7. Regulacion de la I, por el tono simpdtico. Dado que la ampli-
tud de la I aumenta tras la activacién del tono simpético analizamos
los efectos del isoproterenol, un agonista de los receptores (1-adre-
nérgicos sobre la I registrada en miocitos auriculares procedentes
de pacientes en RS o en FAC. En pacientes en RS la amplitud de la
I, era muy baja en la Al y AD (0.2 + 0.03 pA/pF a + 30 mV, n = 16),
pero aumentaba marcadamente en pacientes con FAC (0.58 + 0.06 pA/
pF a + 30 mV; n =30, P <0.01). El isoproterenol aumentaba signifi-
cativamente la densidad de la I, en cardiomiocitos de pacientes en
RS, pero particularmente en pacientes en FAC. Es importante desta-
car que en las células de pacientes con FAC el aumento de la densi-
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FiG. 2: El isoproterenol aumenta la magnitud de la I registrada en cardiomiocitos

auriculares procedentes de pacientes en ritmo sinusal (RS) o con fibrilacién auricular

crénica. (A) Porcentaje de aumento de la I a +30 mV producido por isoproterenol en

cardiomiocitos procedentes de muestras de la orejuela de la auricula derecha (OAD) o

de la auricula izquierda (OAI). (B) Efecto del atenolol (1 pM), un bloqueante 31-

adrenérgico, sobre los efectos producidos por el isoproterenol. Cada barra representa
la media + EEM de mas de 8 experimentos.

dad de la I, que producia el isoproterenol era significativamente
mayor en los cardiomiocitos de la Al que en los de la AD (figura 2).
Este aumento de la I que producia el isoproterenol se suprimia con
atenolol.

Para analizar si este aumento se podria atribuir a que la FAC
produce un aumento en la expresién de receptores (31-adrenérgicos
a nivel auricular analizamos los niveles de ARNm de estos recepto-
res en la AD y la Al de pacientes en RS o en FAC. Pudimos com-
probar que la densidad de receptores 31-adrenérgicos aumentaba en
las muestras de los pacientes en FAC con respecto a las de los que
se encuentraban en RS. El ntumero de ciclos a los que se alcanzaba
los valores umbral correspondientes a los niveles de ARNm de los
receptores [31-adrenérgicos normalizados con respecto al ARNr 18S
(ACt), eran significativamente menores en las muestras de pacientes
en FAC que en las de los que se encuentraban en RS (n = 16). La con-
version de los valores de ACt en valores de diferencia relativa entre
las muestras demostraron que la expresién de receptores B1-adrenér-
gicos era un 27 % mayor en las muestras de FAC que en las de RS
y que el aumento de la expresién de los receptores 31-adrenérgicos
era significativamente mayor en la Al que en la AD (figura 2C).
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8. Repercusion funcional del aumento de la I, . Finalmente ana-
lizamos los efectos de la estimulacién de los receptores 1-adrenér-
gicos sobre los potenciales de accién registrados en cardiomiocitos
procedentes de pacientes en RS o en FAC. En cardiomiocitos de
pacientes en RS el isoproterenol prolongaba significativamente la
DPA medida al 20 % (DPA,), al 50 % (DPA_) y al 90 % (DPA,,) de
la repolarizacién. Por el contrario, en los cardiomiocitos de pacien-
tes en FAC el isoproterenol prolongaba significativamente la DPA,
pero acortaba la DPA, .

DISCUSION

Nuestros resultados demostraban que los miocitos de ambas au-
riculas procedentes de pacientes en RS o en FAC eran eléctricamente
heterogéneos. Tanto en RS como en presencia de FAC existian dife-
rencias en las corrientes que determinaban la repolarizacién auricu-
lar, pudiendo diferenciar tres tipos celulares, uno en el que predo-
mina la I, otro en el que predomina la Iy otro en el que ambas
corrientes participan en la repolarizacién auricular. En RS, la ma-
yoria de las células presentaban un patrén intermedio, siendo igual
la proporcién de células con patrén predominante de I, e I en
ambas auriculas.

Sin embargo, esta distribucién homogénea se rompe en la FAC,
de tal forma que aunque en ambas auriculas disminuye el porcen-
taje de células en las que predomina la I ,, esta reduccién se acom-
pafia de un aumento en el porcentaje de células con patrén inter-
medio en la Al y de un aumento en las células en las que la I
determina la repolarizacién en la AD. Ademds, la CAF produce otros
dos cambios importantes: 1) una hipertrofia de todas las células
auriculares y 2) un cambio en la distribucién de las corrientes que
determinan la repolarizacién auricular. Asi, la FAC reduce la ampli-
tud y densidad de la I , mas marcadamente en la Al que en la AD,
lo que se traduce en una mayor densidad de I, en el AD. Es decir,
que la FAC crea un gradiente en la densidad de la I, entre la AD y
la Al Por el contrario, la FAC promueve una marcada disminucién
de la amplitud y densidad de la I que es mas marcada en la AD
que en la Al, por lo que la FAC anula el gradiente existente en la
densidad de la I entre ambas auriculas. Sin embargo, pudimos
comprobar que la I, la principal corriente responsable de la repo-
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larizacién ventricular, jugaba un minimo papel en la repolarizacién
auricular, tanto en RS como en presencia de FAC. Todos estos cam-
bios demuestran que la FAC promueve la aparicién de diferencias
entre ambas auriculas en las corrientes que determinan la repolari-
zacién auricular, lo que se traduciria en un acortamiento no unifor-
me en la duracién del potencial de accién, que incrementaria la in-
homogeneidad en la repolarizacién auricular y facilitaria la reentrada
del impulso cardiaco.

Asumiendo que el remodelado eléctrico auricular es consecuen-
cia de la frecuencia de la activacién auricular (15), nuestra hipdte-
sis inicial era que el remodelado deberia ser mas marcado en la Al,
que presenta frecuencias mas altas en pacientes con fibrilacién au-
ricular paroxistica, que en la AD (7, 8). Sin embargo, nuestros re-
sultados sugieren que la FAC modifica de forma muy marcada las
propiedades electrofisiolégicas auriculares en ambas auriculas, que
se ven profundamente afectadas, pero de manera diferente. Este sor-
prendente resultado sugiere que otros factores, ademas del aumen-
to de la frecuencia de activacién, participarian en el remodelado
eléctrico auricular. Sin embargo, debemos sefialar que los cardiomio-
citos utilizados en este estudio procedian de pacientes con FAC, en
los que las frecuencias de activaciéon de la Al podrian no ser muy
distintas de las de la AD.

El hallazgo mas novedoso de nuestro estudio ha sido que en
ambas auriculas, la FAC aumenta la amplitud y densidad de una
corriente resistente a 4-aminopiridina, pero sensible a tetraetilamo-
nio, lo que confirma que se trata de una corriente de salida de po-
tasio. El estudio de las caracteristicas de la cinética de activacién de
esta corriente y su supresion por HMR-1556 nos permitieron demos-
trar que se trataba de la I . Este hallazgo es la primera demostracién
de que la FAC aumenta una corriente de potasio voltaje-dependien-
te. Hasta ahora, lo que se habia descrito es que la FAC incrementa
dos corrientes que presentan rectificaciéon interna, pero que son vol-
taje-independentes: la I, y corriente constitutiva I, , agonista-inde-
pendiente (16-18). La I es una corriente que presenta una cinética
de activacién muy lenta, razén por la que su papel es pequefio en
la repolarizacién auricular y/o ventricular en pacientes en RS. Sin
embargo, esta corriente se deactiva muy lentamente, por lo que a
frecuencia rapidas de estimulacién (p.ej. durante la FA) la amplitud
de la I aumenta de forma progresiva. Este aumento de la I po-
dria jugar un importante papel en el acortamiento de la DPA auri-
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cular que se produce en la FAC y promover la conduccién fibrilato-
ria (19). De hecho, se ha demostrado que el aumento de la I ace-
lera la frecuencia de circulacién de los rotores auriculares y facilita
la conduccién fibrilatoria (20). Por tanto, es razonable hipotetizar
que la inhibicién de la I podria ser una importante diana terapéu-
tica para cardiovertir a los pacientes que se encuentran en fibrila-
cién auricular de reciente comienzo o paroxistica a RS (19). De
hecho, la propafenona, farmaco que produce un bloqueo frecuencia-
dependiente de la I, es uno de los farmacos mas efectivos para la
cardioversiéon farmacolégica de la FA (19, 21). Por ultimo, quisimos
analizar si el aumento de la I, se asocia a cambios en la expresién
de sus subunidades constitutivas alfa (Kv7.1) y/o beta (MinK), ya que
hasta la fecha, los datos referentes a la expresién de Kv7.1 y MinK
han sido variables y contradictorios (15,21,22). Nuestros resultados
indican que la FAC produce una disminucién de Kv7.1 que se acom-
pafia de un marcado aumento de minkK.

Ademads, hemos demostrado que en los pacientes con FAC se
produce un aumento de la I, tanto en miocitos de la AD como de
la Al y que la estimulaciéon de los receptores Bl-adrenérgicos con
isoproterenol produce un aumento de la I, que es mucho mas
marcada en pacientes con FAC (~80 %) que en pacientes en RS
(~36 %). Igualmente, hemos demostrado que la FAC aumenta la ex-
presiéon del ARNm de los receptores (1-adrenérgicos, siendo este
aumento mayor en la Al que en la AD, lo que sugiere que estos
cambios forman parte del complejo remodelado que se produce en
la FAC.

La posible repercusiéon funcional del aumento de la I,y de su
modulacién a través de los receptores 1-adrenérgicos se estudié
analizando los efectos del isoproterenol en tejido auricular de pacien-
tes en RS o con FAC. Pudimos demostrar que en RS, cuando la
amplitud de la I,  es minima, el isoproterenol aumentaba la corriente
de entrada de Ca’* a través de los canales tipo-L (densidad de la I )
y prolongaba significativamente la DPA medida al 20 % (DPA,), al
50 % (DPA,) y al 90 % (DPA,) de la repolarizacién. Por el contra-
rio, en los cardiomiocitos de pacientes en FAC, en los que la densi-
dad de la I esta reducida en aproximadamente un 80 % (3), el iso-
proterenol acortaba la DPA,, incluso a frecuencias de estimulacién
bajas (1 Hz). Por lo tanto, es de esperar que en pacientes con FAC
la activacién simpdtica aumentara las diferencias existentes en la re-
polarizacién entre ambas auriculas debido a la mayor contribucién
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de la I a dicha repolarizacién en la auricula izquierda que en la
derecha.

Limitaciones del estudio. En primer lugar debemos senalar todas
las muestras utilizadas provenian de orejuelas auriculares que po-
drian no ser representativas de lo que sucede en el resto de la auri-
cula. En segundo lugar, el remodelado auricular podria haberse vis-
to influenciado por el tratamiento farmacolégico y/o la cardiopatia
subyacente de los pacientes incluidos en el estudio (11-13,15). Sin
embargo, esta limitaciéon se ha soslayado ya que no existian diferen-
cias entre los pacientes en RS o en FAC incluidos en este estudio
con respecto a edad o sexo, fraccién de eyeccién ventricular izquier-
da, presencia de valvulopatias y/o cardiopatia isquémica o el trata-
miento con beta-bloqueantes (52.0 % frente al 52.3 %). La tnica di-
ferencia era la presencia de un mayor didmetros auricular en los
pacientes con FAC. Por tanto, las modificaciones descritas en las
muestras de pacientes con FAC sélo pueden ser atribuidas a la FA.

CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en el que se demuestra que en RS existe
una marcada disparidad en las corrientes implicadas en la repolari-
zacién auricular en los cardiomiocitos auriculares y que estas dife-
rencias se acenttian en las procedentes de pacientes en FAC. La FAC
altera de forma marcada, pero distinta, las corrientes repolarizantes
de ambas auriculas, acentuando las diferencias interauriculares.
Ademds, esta es la primera demostracién de que la FAC aumenta la
I, un efecto que podria jugar un importante papel en el acortamien-
to de la DPA auricular y en la induccién/mantenimiento de la acti-
vidad fibrilatoria.

AGRADECIMIENTOS

Este proyecto se realizé gracias a las Becas concedidas por el
Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC-13), el Mi-
nisterio de Ciencia e Innovaciéon (SAF2008-04903) y el Instituto de
Salud Carlos III (Red HERACLES RD06/0009 and PI1080665 FEDER).



ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA 433

BIBLIOGRAFIA

10.

11.

12.

13.

14.

GELBAND, H; BusH, HL; ROSEN, MR, et al. (1972). «Electrophysiologic
properties of isolated preparations of human atrial myocardium». Circ
Res 30:293-300.

WANG, Z; FERMINI, B; NATTEL, S. (1993). «Delayed rectifier outward
current and repolarization in human atrial myocytes». Circ Res 73:276-
285.

PAPAGEORGIOU, P; MoNAHAN, K; BOYLE, NG, et al. (1996). «Site-dependent
intra-atrial conduction delay. Relationship to initiation of atrial fibrilla-
tion». Circulation 94:384-389.

GABORIT, N; LE BOUTER, S; Szuts, V, et al. (2007). «Regional and tissue
specific transcript signatures of ion channel genes in the non-diseased
human heart». J Physiol 582:675-93.

KOURLIOUROS, A; SAVELIEVA, I; KIOTSEKOGLOU, A, et al. (2009). «Current
concepts in the pathogenesis of atrial fibrillation». Am Heart J 157:243-
252.

SwarTz, MF; FINK, GW; Lutz, CJ, et al. (2009). «Left versus right atrial
difference in dominant frequency, K* channel transcripts, and fibrosis
in patients developing atrial fibrillation after cardiac surgery». Heart
Rhythm 6:1415-1422.

SANDERS, P; BERENFELD, O; HocINI, et al. (2005). «Spectral analysis iden-
tifies sites of high-frequency activity maintaining atrial fibrillation in
humans». Circulation 112:789-797.

ATIENZA, F; ALMENDRAL, J; JALIFE, J, et al. (2009). «Real-time dominant
frequency mapping and ablation of dominant frequency sites in atrial
fibrillation with left-to-right frequency gradients predicts long-term
maintenance of sinus rhythm». Heart Rhythm 6:33-40.

GOMEZ, R; CABALLERO, R; BARANA, A, et al. (2009). «Nitric oxide increases
cardiac I, by nitrosylation of cysteine 76 of Kir2.1 channels». Circ Res
105:383-392.

DELPON, E; CorDEIRO, JM; NUKEZ, L, et al. (2008). «Functional effects of
KCNE3 mutation and its role in the development of Brugada Syndrome».
Circ Arrhythm Electrophysiol 1:209-218.

BARANA, A; AMOROS, I, CABALLERO, R, et al. (2010). «Endocannabinoids
and cannabinoid analogues block cardiac hKv1.5 channels in a cannabi-
noid receptor-independent manner». Cardiovasc Res 85:56-67.
CABALLERO, R; DoLz-GAITON, P; GOMEZ, R, et al. (2010). «Flecainide in-
creases Kir2.1 currents by interacting with cysteine 311, decreasing the
polyamine-induced rectification». Proc Natl Acad Sci USA 107:15631-
15636.

CABALLERO, R; DE 1A FUENTE, MG; GOMEZ, R, et al. (2010). «In humans,
chronic atrial fibrillation decreases the transient outward current and
ultrarapid component of the delayed rectifier current differentially on
each atria and increases the slow component of the delayed rectifier
current in both». J Am Coll Cardiol 55:2346-2354.

TAMARGO, J; CABALLERO, R; GOMEZ, R, et al. (2004). «Pharmacology of
cardiac potassium channels». Cardiovasc Res 62:9-33.



434 ANALES DE LA REAL

15. MIcHAEL, G; Xi1a0, L; Qr1, XY, et al. (2009). «<Remodelling of cardiac repo-
larization: how homeostatic responses can lead to arrhythmogenesis».
Cardiovasc Res 81:491-499.

16. SarMAsT, F; KoLLI, A; ZAITSEV, A, et al. (2003). «Cholinergic atrial fibri-
llation: IK, ACh gradients determine unequal left/right atrial frequencies
and rotor dynamics». Cardiovasc Res 59:863-873.

17. BoscH, RF; ZENG, X; GRAMMER, JB, et al. (1999). «Ionic mechanisms of
electrical remodeling in human atrial fibrillation». Cardiovasc Res 44:121-
131.

18. DoOBREV, D; FRIEDRICH, A; VoIGT, N, et al. (2005). «The G protein-gated
potassium current IK, ACh is constitutively active in patients with
chronic atrial fibrillation». Circulation 112:3697-3706.

19. DELPON, E; VALENZUELA, C; PEREZ, O, et al. (1995). «Propafenone prefe-
rentially blocks the rapidly activating component of delayed rectifier K*
current in guinea pig ventricular myocytes. Voltage-independent and
time-dependent block of the slowly activating component». Circ Res
76:223-235.

20. MuNoz, V; GRzEDA, KR; DESPLANTEZ, T; et al. (2007). «Adenoviral ex-
pression of I, contributes to wavebreak and fibrillatory conduction in
neonatal rat ventricular cardiomyocyte monolayers». Circ Res 101:475-
483.

21. BRUNDEL, BJ; VAN GELDER, IC; HENNING, RH, et al. (2001). «Ion channel
remodeling is related to intraoperative atrial effective refractory periods
in patients with paroxysmal and persistent atrial fibrillation». Circulation
103:684-690.

22. Lai, LP; Su, MJ; LN, JL, et al. (1999). «Changes in the mRNA levels of
delayed rectifier potassium channels in human atrial fibrillation». Cardio-
logy 92:248-255.

INTERVENCIONES
Prof. Seoane Prado

Resulta evidente de su densa y didactica exposicién el ingente y
muy preciso trabajo experimental que ha realizado, que merece nues-
tra felicitacién. Mi pregunta es doble y se refiere precisamente a la
metodologia experimental: de un lado, el procedimiento empleado
para trabajar con células individuales en las medidas de corrientes
y potenciales eléctricos y, en segundo lugar, el modo de discriminar
para poder medir separadamente cada una de las diferentes corrien-
tes implicadas en la célula sin interferencia de las otras igualmente
presentes.
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Prof. Berrazueta

Enhorabuena, Prof. Tamargo, por la excelente presentacién con
la que como siempre nos ha deslumbrado con los resultados de sus
investigaciones y su claridad de exposicion.

Al hilo de los resultados que muestra de los cambios que acon-
tecen en los canales de Calcio, y que promueven una sobrecarga de
calcio cuando se establece la fibrilacién auricular, parece que podria-
mos deducir que el tratamiento tras la conversién de la fibrilacién
a ritmo sinusal, para estabilizar este ritmo, podrian ser los bloquea-
dores de los canales de calcio. Sin embargo para este fin, normal-
mente empleamos los antiarritmicos tipo II (betabloqueantes) o tipo
III (bloqueantes canales de potasio, como Amiodarona). ¢Deberiamos
emplear también los bloqueantes de Canales de Calcio (tipo IV) para
este fin y ampliar asi su uso de bloqueantes de la conduccién AV
en caso de FA crénica?
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Resumen

Se rehace un capitulo de la biografia de Gonzalo Rodriguez Lafora, su
breve y polémica etapa de vida académica: La provision del sillén vacante a
la muerte de Cajal, ignorada por sus bidgrafos y que se relata con documen-
tacién del Archivo de la Academia.

Abstract

A chapter of Gonzalo Rodriguez Lafora’s life is analyzed. His short but
controversial academic period (the renewal of Cajal’s chair in the Academy
after his death) widely ignored by his biographs, is studied, on the light of
documentation from the Archives of the Academy.

EL DOCTOR LAFORA

La biografia de Valenciano Gay4 (11) y la aportacién complemen-
taria de Gonzélez Moyéa (9) permiten recortar el recuerdo de su vida
a lo que de la misma puede ser ttil para entender el fugaz y esqui-
nado periodo de su vida como académico de nimero de la Acade-
mia Nacional de Medicina, tema no estudiado por sus biégrafos.

Gonzalo Rodriguez Lafora (1886-1971) realizé su formacién
médica en Madrid; rechazé el método de ensefianza de Amalio Gi-
meno en su catedra de Patologia General, fiel a la doctrina letamen-
diana, y su condicién de ‘estudiante rebelde’, como lo calific6 Ma-
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ranon, le vincula a la docencia de Juan Madinaveitia quien le pon-
dria en relacién con Simarro y més tarde con Nicolds Achtucarro, de
quienes obtuvo orientacién como investigador de la histopatologia
neuronal y su formacién de neuropsiquiatra. La Junta de Ampliacién
de Estudios le facilité completar su formacién en Alemania.

De regreso en Madrid, Lafora alcanzaria a ser principal represen-
tante de la Psiquiatria en el grupo integrante de la ‘generacién de
entreguerras’, que yo he propuesto llamar ‘generaciéon Marainén’, afec-
tada en su momento de mayor esplendor por la guerra civil que lle-
varia a bastantes de sus miembros a la expatriacién.

A su obra como investigador y a la labor clinica, Lafora incor-
pora un sostenido interés por muy dispares temas probleméticos en
la Espafia de su tiempo, recogidos en obras no médicas y una labor
periodistica en la que destacan sus colaboraciones en el diario ma-
drilefio El Sol, de la que ofrece relacién puntual la obra de Gonzalo
Moya.

Especial interés para entender lo singular de su breve vida aca-
démica tiene conocer las referencias que se han descrito como pe-
culiares de su temperamento; de ‘individualista’ y ‘polemista’ le cali-
fica Luis Valenciano y mas precisos aun son los datos que Gregorio
Marafién recoge en su contestacién al discurso de ingreso de Lafo-
ra en la Academia (8), donde hace alusién a su obsesiva propensién
a la polémica. La visita que hizo Rodriguez Lafora en mayo de 1963
a mi Departamento de Historia de la Medicina en la Universidad de
Salamanca, me deparé ocasién de confirmar aquellos rasgos de su
personalidad, no amenguados por el exilio y la edad.

Por sus preferencias politicas, Valenciano califica a Lafora como
‘liberal progresista’, que acoge con esperanza la proclamacién de la
Republica en 1931 y no cabe duda participé en el movimiento de
‘intelectuales al servicio de la Republica’ encabezado por Ortega y
Gasset, Marafién y el novelista Pérez de Ayala. Valenciano reprodu-
ce en su biografia de Lafora una carta suya de 6 de mayo de 1930
en la que le confiesa su confianza en la Republica, todavia esperan-
za que le impacienta por ‘su marcha a paso lento’.

Iniciada la guerra civil, Lafora mantiene su puesto profesional en
el servicio psiquidtrico del Hospital General; en octubre de 1936 se
traslada a Valencia, donde le seria encomendada la direccién de un
centro hospitalario militar. En mayo de 1938, segiin dato que figu-
ra en el expediente de su depuracién politica estudiado por Pérez
Pena (10), se traslada a Francia con un permiso militar y el mismo
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ano llega a México donde reanuda el quehacer asistencial y cientifi-
co hasta su retorno en 1947,

El proceso que se le incoa el 2 de marzo de 1940 en el Tribunal
de responsabilidades politicas (7, 10) se apoya en una denuncia de
la Diputacién provincial de Madrid de la que dependia su puesto
asistencial y el pertenecer a la ‘Asociaciéon de Médicos Liberales’. El
Tribunal procedié a una incautacién de sus bienes, imponiéndole
multa de 100.000 pesetas y ocho afios de inhabilitaciéon de ejercicio.
Indultado el 5 de marzo de 1948, se anula la sancién econémica y
la inhabilitacién profesional profesional y le son devueltos los bie-
nes incautados. Retorna a su plaza en el Hospital Provincial en 1949
y es jubilado al cumplir la edad reglamentaria.

EL ACADEMICO

En los anos veinte Rodriguez Lafora posee prestigio cientifico y
renombre profesional suficientes para aspirar al ingreso en la Real
Academia Nacional de Medicina. La ocasién surge en 1927 cuando
la muerte de Ricardo Pérez Valdés deja vacante un sillén en la Sec-
cién de Psiquiatria, Medicina Legal y Literatura médica. Aspiraron
al puesto académico con Lafora, César Juarros, psiquiatra con obra
literaria y Enrique Sufier, catedratico de Pediatria en la Facultad de
San Carlos. De lo que sucedié hice mencién en un articulo (6); ahora
haré referencia limitada a lo que afecté a Lafora.

La Seccién encomendé hacer el informe preceptivo a Valle Alda-
balde; su texto se puede considerar tnico en la historia de la Aca-
demia por su amplitud y el criterio que le gui6 en su redaccién. Con
precisién que quiso fuese exhaustiva, Valle Aldabalde desglosa los
méritos de los candidatos en cuatro apartados a los que otorga pun-
tualizacién individualizada y concede valor similar a méritos muy
dispares. Juarros encabeza tres de las puntuaciones, Lafora una y
Sufier ocupa en todas, el segundo puesto. Valle concluye el informe
proponiendo a César Juarros, decisiéon que suscriben los miembros
de la Seccién. La Junta de Gobierno, por votacién, desestima el in-
forme otorgando el sillén a Enrique Sufier. Lo que puede conside-
rarse sorprendente encuentra explicacién, a mi juicio, si se recuer-
da que en 1927 Sufier era Consejero de Educacién en el gobierno
personal de Primo de Rivera.

En 1930, en coyuntura politica bien distinta, ahora tras el falle-
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cimiento de Espina y Capo y el traslado de Enrique Sufier a Seccién
mas acorde con su especialidad, queda una vacante que permite a
Lafora reiterar su deseo de ingresar en la Academia, acompafiando-
le en este propésito Salvador Albasanz y Verdes Montenegro. Reali-
zada la valoracién de méritos, Angel Pulido, que preside la Seccién,
con asistencia de Nicasio Mariscal y César Juarros, que habia ingre-
sado finalizando el afo 1927, la Seccién emite el 25 de febrero de
1930 informe favorable a la candidatura de Lafora, criterio que ra-
tifica la Junta de Gobierno; su nombramiento lleva fecha de 25 de
febrero de 1930.

En aquella ocasién no se cumplié la norma estatutaria que im-
ponia secreto en las votaciones y de ello da constancia el que se
conserven en su expediente académico, escritos favorables a Lafora
de Codina Castellvi, Tello, Teéfilo Hernando y Sarabia y Pardo; fa-
vorable fue también el voto de Sanchez Covisa que lo remitié desde
Sevilla y el de Ramé6n y Cajal. El nombramiento fue resenado por
la prensa médica y Sanchis Banus publica el articulo ‘Lafora acadé-
mico’ en el periédico El Sol, en su numero de 9 de marzo.

Rodriguez Lafora retrasé el tramite de recepcién en la Academia
hasta 1933 y seria requerido a realizarlo en diciembre de 1932 y
febrero del siguiente afo. El discurso de Lafora sobre fisiologia y
patologia del suefio lo ley6 el 14 de mayo de 1933 y la preceptiva
respuesta de Gregorio Marafién ofrece un esclarecedor esquema de la
labor cientifica realizada por el nuevo académico incluyendo un jui-
cio certero de su talante, del que queda hecha la mencién oportuna.

Cuando Rodriguez Lafora realiza su incorporacién a la Academia,
la Institucién vivia ya inmersa en una grave crisis de enfrentamien-
to ideolégico, que aqui no es necesario analizar (5) y ante la que el
nuevo académico mantuvo actitud distante, pero que le iba a con-
ducir, cuando buscé imponer su criterio, a la renuncia voluntaria de
su puesto académico. No creo sea digresion ajena a los fines de este
estudio recordar como desde los mismos inicios del siglo era ope-
rante en la vida académica la influencia politica.

Responsabilidades ministeriales tuvieron dos Presidentes de la
Institucién Carlos Maria Cortezo y Amalio Gimeno; el primero reci-
bi6é de Alfonso XIII el Toisén de Oro y Gimeno, titulo de nobleza;
Enrique Sufier, queda indicado, se vinculé al régimen de gobierno
personal de Primo de Rivera y Gregorio Marafién, por una supues-
ta participacién en una conjura politica, seria sancionado por la
Dictadura econémicamente y sufriria pena de carcel.
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Iniciada la década de los anos treinta la instauracién de la Re-
publica alimenté nuevos y dispares movimientos politicos; disturbios
estudiantiles, particularmente graves en la Facultad de San Carlos,
fraccioné su claustro de profesores y su pertenencia, en buen ntme-
ro, a la Academia, explica afectaran al quehacer de la Institucién, y
testimonios de esta realidad figuran en actas de la Junta de Gobier-
no y en el periodismo médico.

Particularmente propicias a la manifestacién de aquellas divergen-
cias fueron las sesiones en las que se dirimian por votacién nom-
bramientos académicos; ofrecen ejemplos la controversia que desa-
t6 cuando tuvo que emitirse opinién en la designaciéon de Gregorio
Marafién para la catedra de Endocrinologia en 1931; dos afios mas
tarde en la eleccién como académico de Enriquez de Salamanca y
al siguiente afio la del ministro de la Republica José Giral. Hecho
significativo del nuevo clima académico, cuya motivacién no ha
quedado aclarada, es la sorprendente renuncia de Cortezo a los ho-
nores que la habia otorgado la Academia, incluyendo el abandono
de su sillén académico. Estos hechos no solo permiten conocer la
particién ideolégica del cuerpo académico, pues componen el tras-
fondo que ayuda a entender lo que sucedi6 en la Academia al con-
vocarse la plaza que dejaba vacante la muerte de Ramoén y Cajal.

Sera en aquella ocasién cuando Rodriguez Lafora rompa su ac-
titud indiferente ante la vida académica para protagonizar el mas
grave suceso vivido en toda la historia de la Institucién al patroci-
nar la candidatura de Pio del Rio-Hortega. Lo llevé primero a dar
publicidad a acusaciones en buena medida carentes de fundamento
con ulterior participaciéon en una lamentable disputa a la que puso
término abandonando la Instituciéon antes de cumplirse los dos afios
de su ingreso en la misma. Si ahondamos en las motivaciones de lo
que sucedié en el otonio de 1934, hay que valorar con el enfrenta-
miento de fidelidades ideolégicas, los rasgos temperamentales de
Lafora, recordados por sus bidgrafos.

LA HERENCIA DE CAJAL

La muerte de Ramén y Cajal en octubre de 1934, abre la maés
grande crisis vivida por la Academia, la que iba a conducir a Lafo-
ra al abandono de la Institucién. Antes de finalizar el mes desde el
fallecimiento de Cajal, ya se conocen oficiosamente los candidatos
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a ocupar el sillén que quedaba vacante y Rodriguez Lafora suscita
la polémica con un articulo en Diario de Madrid, en su nimero de
31 de octubre, titulado ‘Academia de Medicina. La sucesién de Ca-
jal’. Su texto lo consagra a defender la labor investigadora de Rio-
Hortega, que aspira, con el apoyo de su firma, ser su sucesor en la
Academia.

Dos partes, bien definidas, integran el articulo; la primera es un
reproche anticipado a los que estd convencido van a negar su voto
a quien considera verdadero continuador de la linea investigadora de
Cajal y Achucarro, y alude, como posibles motivaciones, ‘desavenen-
cias y rencillas personales’; ‘de algunos, afiade, les conociamos, con
estupor, no serles simpéatico Del Rio’.

El criterio de Lafora, fruto del apasionamiento a que le llevé la
vehemencia, rasgo de su temperamento, le inspira la segunda parte
del articulo, de mayor gravedad, pues en ella hace anuncio, no de-
fendible, de una critica que amplia a la totalidad del cuerpo acadé-
mico. Se hace conveniente reproducir en su integridad esta parte del
articulo pues ayuda a entender los duros reproches que se hicieron
a Lafora en la sesién de la Junta de Gobierno convocada para pro-
ceder a elegir el sucesor de Cajal. Esto es lo que escribe Lafora alu-
diendo a ‘la deuda de honor para los hombres que se sientan en la
Academia de Medicina... el reconocer y premiar la labor de un
auténtico hombre de ciencia... un verdadero discipulo de Cajal’. Y re-
mata asi su diatriba: ‘Déjese para esos pobres de espiritu que han
penetrado en la Academia por puertas excusadas y mediante vergon-
zosos compadrazgos politicos el bochorno de no votarle’.

Tres dias mas tarde se convocé la Junta de Gobierno para cum-
plimentar el tramite de presentacién de candidatos (2). Asistieron 32
académicos que conocieron los nombres de quienes optaban al si-
ll6n vacante y sus valedores: Pero Ara (Enriquez de Salamanca), Pio
del Rio-Hortega (Gonzalo Rodriguez Lafora) y José Maria Villaver-
de (Antonio Simonena). El Presidente no admitié debate anuncian-
do nueva convocatoria para el dia 5.

Esta segunda sesién (2), cuya transcripcién ocupa 10 folios en el
libro de Actas, ofrece el testimonio de un largo y tumultuoso deba-
te, inico en la historia de la Academia, en el que los 32 académi-
cos asistentes, delegaron formular las acusaciones en Enrique Sloc-
ker, Santiago Carro y Antonio Maria Cospedal; defendi6é a Lafora
Gregorio Maranén. Amalio Gimeno, que presidia, intervino cuando
Lafora insinué una critica a la actividad de la Institucién. Prueba
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evidente de la trascendencia de lo sucedido la ofrece la decisién de
Nicasio Mariscal, secretario de la Institucién, de confirmar la infor-
macién obtenida por los taquigrafos con solicitud, a quienes inter-
vinieron, de texto escrito que ratificara sus exposiciones orales. Aque-
lla peticién solo obtuvo respuesta de Gregorio Marafnon.

Resueltos los asuntos de tramite el debate soslayo lo que era tema
de la convocatoria, la eleccién, por votacién, de nuevo académico,
para centrarse en el contenido del articulo de Lafora publicado en
el Diario de Madrid. Exigieron lectura de su texto varios académicos
y la autorizé el Presidente tras solicitar ‘calma y mesura’, consejo que
no seria atendido. Se hace preciso recoger lo fundamental del con-
tenido del acta siguiendo el orden de las intervenciones.

Enrique Slocker, portavoz de un amplio grupo de académicos,
criticos con el articulo de Lafora, exigié de su autor una rectifica-
cién, que es solicitada por Santiago Carro para que ‘zanje este des-
graciado incidente’, afirmando que solo ‘un estado de apasionamien-
to’ pudo conducir a Lafora ‘a dar publicidad en un diario politico,
a conceptos que atentan contra el prestigio corporativo y la hono-
rabilidad de los académicos’.

A las intervenciones de Slocker y Carro respondié Gregorio Ma-
rafién, quien tras reconocer que su criterio, con respecto a Rodri-
guez Lafora, coincidia con los formulados, declara mostrarse confor-
me con el fondo ‘intelectual’ del articulo de Lafora y expresa su
preocupacién por el mantenimiento de ‘un cuidado exquisito en la
seleccién de los nuevos académicos’, opinién que suponia aceptar la
posibilidad de que tal ‘cuidado’ no siempre fue atendido. Marafién
aclara su criterio ante lo que realmente debia debatirse, al afirmar
que ‘el Dr. del Rio-Ortega (sic) seria un candidato admirable para
ocupar la vacante que dejé don Santiago Ramén y Cajal’; reconoce
Marafién ‘vehemencia’ en el articulo de Lafora pero supone que en
el ‘no quiso ofender a ninguno de los Srs. Académicos ni emitir jui-
cio que pudiera redundar en desprestigio de nuestra Corporacién’ y
pide a Lafora atienda a la rectificacién que se le pide ‘como medio
de evitar decisiones de académicos perplejos’.

Lo que no esquiva Maranoén es exponer, con meridiana claridad,
lo préximo que se hallaba de lo expresado con crudeza por Lafora;
asi creo que ha de entenderse esta afirmacién suya: ‘por mi parte
quiero declarar que al leer el articulo del Dr. Lafora, no me senti
ofendido ni molesto por su declaracién de que pueda haber Acadé-
micos que entraron en la Corporacién por votaciones irregulares y
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apasionadas. Yo no me creo en este caso y no tengo que darme por
aludido’.

Esta defensa de Lafora hecha por Marafién buscé rebatirla el
cuarto académico que participa en el debate, Antonio Maria Cospe-
dal, quien acierta al sefialar que en la fecha de publicacién del arti-
culo de Lafora, no habian sido presentados en la Junta los aspiran-
tes ni oficialmente conocidos sus valedores ni por supuesto haberse
celebrado la preceptiva votaciéon. Lo que sigue del parlamento de
Cospedal viene a reconocer un grave defecto en la valoracién de can-
didatos, al afirmar que todo aspirante a la condicién de académico
era considerado capacitado para cualquiera de las Secciones de la
Institucion, lo que suponia conceder valor diriase universal a su for-
macién profesional o cientifica.

Este es el nucleo del criterio de Cospedal: ‘un sillén vacante pue-
de ser ocupado por cualquier candidato que la Academia elija para
ocuparlo... sin tener en cuenta cual sea su especializacién en Medi-
cina’, y conmina a Lafora, lo que no se atrevieron a solicitar ni Sloc-
ker ni Carro, que citase ‘con sus hombres propios a los Académicos
pobres de espiritu que han penetrado en la Academia por puertas
excusadas y mediante vergonzosos compadrazgos politicos’.

Buscando poner término a un enfrentamiento que debié pensar
podia agravarse, el Presidente invita a Lafora a que ‘Tectifique’ el
contenido de su articulo del Diario de Madrid. En su respuesta, Ro-
driguez Lafora, ofrece la rectificaciéon que se le solicita afirmando no
ha tenido intencién de ofender en su articulo a la Academia ni a sus
miembros’, pues habia sido su intencién ‘senalar los grandes méri-
tos que concurren el Sr. Rio-Hortega (sic) y manifestar ‘la injusticia
que se cometia al no elegir a dicho Sr. para sustituir a don Santia-
go Ramoén y Cajal’.

En este punto de su intervencién, Lafora dio un giro inesperado
a su defensa formulando ahora nueva acusacién, que ya carecia de
relaciéon con lo que estaba siendo tema de debate. ‘No estd confor-
me, apunta ahora, con la marcha corporativa de la Academia... que
estuvo a punto de tomar otros rumbos mas acertados con la anti-
gua Junta Directiva’, opinién en la que se atisba el recuerdo de una
maniobra con la que algunos académicos habian pretendido conse-
guir, vulnerando una norma estatutaria, un tercer mandato para la
presidencia de Sebastidn Recasesns.

Amalio Gimeno, que como Presidente se habia mantenido distan-
te en la disputa, responde a esta directa critica a su mandato con
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dureza: ‘La Junta, le recuerda a Lafora, se ha limitado en todo tiem-
po a cumplir con todas aquellas cosas a que los Estatutos y Regla-
mento interior le obligan’, y afiade este justo reproche recordandole
a Lafora ‘su apartamiento sistematico a toda labor de la Academia
[lo que era cierto] y que ha motivado que hasta la misma Presiden-
cia haya tenido que dirigirse a él, recordandole cuales eran sus de-
beres como académico’.

De nuevo Gregorio Maranén se considera obligado a reconducir
la controversia ‘visto el giro que... ha tomado la discusién y mas
todavia por el que seguramente tomara’; Santiago Carro se muestra
‘absolutamente conforme’ con la propuesta pero recordando que ‘la
rectificacion del Dr. Lafora habra de hacerse con la misma publici-
dad que tuvo el articulo que la motiva’. Puso remate a la sesién la
reiteracion de Rodriguez Lafora de hacer la rectificaciéon que se le
pedia pero afiadiendo lo que seguramente nadie esperaba: ‘desde
aquel momento, dejaba de pertenecer a la Academia».

La sesién concluye sin designar el sucesor de Cajal, acto que se
celebré el 17 de noviembre (2), iniciado con el obligado recuento de
asistentes, 33 en total; votaron por escrito 7 académicos, entre ellos
Maranén y el propio Lafora, a quien se consider6é conservaba atn
sus derechos académicos por no haber ratificado por escrito su di-
misién. La Academia otorga el silléon vacante por la muerte de Ca-
jal a José Maria Villaverde con veintiin votos, doce fueron favora-
bles a la candidatura de Rio-Hortega y los restantes Pedro Ara.

El destino de los tres candidatos fue bien distinto. El asesinato
de Villaverde en el verano de 1936 truncé su incorporacién a la
Academia; Pedro Ara conseguiria el ingreso en la Institucién en 1936,
y a Rio-Hortega la guerra le llevé a un voluntario exilio, pero su
nombre seguia siendo repudiado cuando la Academia reanuda su
actividad en 1940. En 1945, y en dos ocasiones, el Ministerio de
Asuntos Exteriores informé a la Academia sobre los éxitos alcanza-
dos por Rio-Hortega en ciclos de conferencias dados en Hispanoamé-
rica, pero aquellas noticias solo encontraron esta displicente respues-
ta de la Junta Directiva: ‘el Dr. del Rio no es académico y esta fuera
de Espana por desafecto al Movimiento Nacional’.

Gregorio Marafién, cuando todavia estaba vivo el recuerdo del
aspero debate que precedié al nombramiento del sucesor de Ramoén
y Cajal en la Academia, en el mes de diciembre de 1934, responde
a una carta del doctor Slocker, que solicitaba su voto para la can-
didatura de Vallejo Nagera, con esta rotunda negativa: ‘no me pare-
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ce oportuna su candidatura en el momento actual por dos razones:
la primera porque ya hay en la Academia exceso de neurdlogos y la
segunda y la mdas importante, es el significado partidista acusadisi-
mo del Dr. Vallejo Néagera, objecién que igualmente extenderia a
quien fuese declaradamente masén o socialista’ esta carta, fechada
el 4 de diciembre es testimonio del amargo recuerdo que dejé en Ma-
rafién el rechazo de la Academia de Rio-Hortega y la razén parti-
dista que guié las decisiones de la Institucién.

LA ULTIMA BATALLA

Lafora cumple la promesa hecha a la Junta de Gobierno de pu-
blicar en el Diario de Madrid su rectificacién, que aparece el 11 de
noviembre con el titulo ‘Por que no se eligié al doctor Rio-Hortega
en la vacante de Cajal’ y en el que repite el error ya cometido en su
articulo anterior al dar por realizado un tramite académico, la elec-
cién de quien sucederia a Cajal, acto que no tuvo lugar hasta la
sesién del dia 17.

En este segundo articulo mezcla el arrepentimiento: lamento la
vehemencia al escribirlo (el de 31 de octubre), pues no deseaba ofen-
der a personas particulares’, con una reiteracién de lo dicho en la
desgraciada sesién de la Junta de Gobierno de 5 de noviembre, pues
al hacer ahora referencia a la misma alude ‘a la minoria retardata-
ria e indiferente, preocupada solo de acrecentar sus influencias po-
liticas y sociales’, lo que realmente supone confirma anteriores acu-
saciones al grupo de académicos ‘que se dejaba guiar por influencias
politico-religiosas’, con el afiadido de su propdésito de llevar a cabo
una ‘protesta publica y enérgica contra la forma ligera con que la
Academia decide’, y descontando miembros ‘de enorme valia’ en la
misma, la juzga ‘pobre y anodina’.

El articulo repite su decisién de renuncia al puesto académico
notificada por carta a Nicasio Mariscal: ‘mi dimisién [le escribe] de
académico tiene caracter irrevocable’; ‘recabo mi libertad de accion
[le afiade] para hacer publica critica sobre las actividades de la Aca-
demia’ (1). La respuesta de la Institucién la recibe en oficio de 27
que recoge la resolucién adoptada por la Junta de Gobierno el dia
23; la carta de Mariscal concluye con la peticién de que remita a la
Secretaria la medalla ‘que reglamentariamente obra en su poder’.

Este acuerdo de la Junta de Gobierno no le impidi6é, queda re-
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cordado, participar en la votacién, derecho que le fue notificado por
el Presidente (1). En una reunién posterior de la Junta de Gobier-
no (2), la de 23 de noviembre, retorna el tema de la decisién de La-
fora, repitiéndose la clara divisién existente en el cuerpo académi-
co, pues mientras Tomas Maestre propone su aplazamiento a la
dltima sesién del afio, Santiago Carro defiende su aceptacién. El
temor a que se repitiese lo vivido el dia 5, indujo al Presidente a
imponer la votacién, con el resultado que era previsible. Se abstu-
vieron Maestre, Diaz del Villar, Rodriguez Pinilla y Fernandez Sanz,
y por sus cargos Amalio Gimeno y Nicasio Mariscal. No asistieron
a la Junta los académicos, tan sefialados por sus opiniones sobre el
tema en disputa, Marafon, Pittaluga, Tello, Cardenal y Sanchez-Co-
visa, entre otros.

Los sucesos vividos en sede académica en el transcurso del mes
de noviembre, dada la personalidad cientifica de Rio-Hortega, sus-
citaron comentarios contradictorios en los dos mas leidos periédicos
médicos, Gaceta Médica Espatiola y El Siglo Médico; la primera, en
su nimero de diciembre, mostré prudencia al reconocer en la ‘fuer-
te polémica entre académicos’ una expresién del clima de apasiona-
miento del que queda ya hecha referencia; El Siglo Médico dejé tras-
lucir, en su comentario, opinién acorde con su linea ideolégica. La
gravedad de lo sucedido la reconocen ambos periédicos por haber
llegado a suscitar ‘estado de prensa’, es decir su difusién en el pe-
riodismo politico.

Que se dieron muestras de apasionamiento lo confirman no po-
cos comentarios, y un buen ejemplo lo ofrece el doctor Nogueras
cuando al referirse al homenaje a Rio-Hortega y Lafora, del que aho-
ra se hard comentario, escribié que en lugar de apartar a Del Rio ‘a
la paz de su laboratorio’, para mejor protegerlo, sus partidarios hi-
cieron ‘tacto de codos para defender a uno de su cuenta masénica
que expende el prestigio y la sabiduria en la profesién médica y de
cuyo cacicato madrilefio no es este el momento de hablar’.

Partidarios y amigos de Rio-Hortega y Lafora organizaron el
homenaje que era previsible con un banquete en el Hotel Ritz el 19
de noviembre; de el se hizo difusién en la prensa diaria, destacando
El Sol y Diario de Madrid, que alabaron ‘la actitud decidida y enér-
gica de Rio-Hortega y Lafora’. La relacién de firmantes del home-
naje reuine sectores profesionales y culturales muy significados y bas-
ta para reconocerlo hacer mencién de algunas firmas. Del ambito
académico figuran los nombres de Teéfilo Hernando, Sanchez-Covi-
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sa, Pittaluga y el psiquiatra Fernandez Sanz; la ausencia del nom-
bre de Gregorio Marainén, defensor de la candidatura de Del Rio-
Hortega en la Academia, se puede entender por la actitud distante
que quiso mantener ante la ruptura del espiritu de concordia tradi-
cional en la vida institucional.

La Medicina no académica tuvo presencia en el homenaje con la
asistencia, entre otros, de Varela Radio, Fernando de Castro y José
Maria Sacristan. Represent6 a la alta cultura el historiador Américo
Castro y al mundo literario Azorin, Pio Baroja, Valle-Inclan, Ramén
Gomez de la Serna y Federico Garcia Lorca; préximos al mundo
politico estaban en el homenaje Araquistain y Alvarez del Vayo y los
médicos vinculados a la politica Negrin y Marcelino Pascua. Nom-
bres que creo también merecen ser recordados, son los de Fernando
Vela, Corpus Barga, Cipriano Rivas Cherif y el caricaturista Bagaria.

Habl6 en el acto, con el homenajeado, entre otros, Valle Inclan.
El texto de la interpretacién de Lafora lo reprodujo El Sol en su
namero de 20 de diciembre, y no desperdicié la ocasiéon de repetir
lo expuesto en su articulo en Diario de Madrid. Fue dura su requisi-
toria a la Academia y suyo es el texto que alude a las ‘eminencias
incompetentes’ que elevadas a puestos de responsabilidad padecen
complejo de inferioridad y temerosos de quedar en la sombra, se
niegan a reconocer el mérito de los hombres de valor...; hombres
incapaces y cucos a los que han caido prematuramente en una de-
crepitud espiritual’.

Un hecho tuvo especial repercusiéon en la vida académica, que
ahora solo puede ser objeto de mencién, aunque sus consecuencias
tuvieron largo recorrido; Carlos Jiménez Diaz, en 1934 académico
correspondiente, llamado a ser de nimero en la primera ocasién en
que hubiera sillén vacante, asistié al homenaje y su identificacién
con Pio del Rio-Hortega le llevé a hacer renuncia de la categoria aca-
démica que ostentaba; la Academia realizé sucesivos intentos para
conseguir retornase a la Institucién, pues habia creado una incémoda
situacién a la Academia, que no se lograria vencer hasta 1956.

El abandono de la Academia por Lafora dio origen a un ultimo
episodio. Iniciado el mes de diciembre, en su primera sesién (2), se
presentaron candidatos para la plaza que dejé vacante Rodriguez
Lafora; Enrique Slocker propuso al psiquiatra Vallejo Nagera, Vicente
Gimeno a Victor Maria Cortezo y Leonardo de la Pefa a Pedro Ara.
Gustavo Pittaluga suspendié aquella tramitacién apoyandose en una
disposicién transitoria de los Estatutos, pero la votacién llegé a rea-
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lizarse en la dltima sesién del afio (2), siendo elegido Victor Maria
Cortezo.

Resta por recordar, en este examen de la fugaz presencia de
Rodriguez Lafora en la Academia, su pretensién de hacer realidad
el examen critico de la vida institucional reiteradamente anticipado
en textos que ya han sido objeto de referencia. Hay que anticipar el
fracaso de su resultado y el decepcionante ambito de la vida acadé-
mica que eligié. Cuando cabia esperar que su critica se orientase,
como anticipé, al propio desarrollo del quehacer académico, ahon-
dando en su denuncia al criterio de eleccién de miembros estable-
cido en los Estatutos, Lafora se limit6 a reclamar de la Secretaria
documentos referidos la gestién econémica.

Este episodio final de su relaciéon con la Academia queda atesti-
guado en una correspondencia mantenida con Nicasio Mariscal, se-
cretario perpetuo. Una carta de Lafora de noviembre de 1934 (2)
denuncia que en la Memoria correspondiente a 1933 no figuraba
relacién de ingresos y gastos, y escribe sobre ello en su carta: ‘deseo
hacer un andlisis lo mas objetivo posible de la obra de la Academia
en los dos afios de mi permanencia como académico’. La respuesta
de Mariscal (2) hace referencia a lo estipulado en el articulo 32 de
los Estatutos y le aclara que la presentacién de informacién econé-
mica se realizaria en la primera sesién del afio académico 1935 y que
un extracto de la misma le fue remitido a todos los numerarios.

La respuesta de Lafora fue inmediata (1) y en ella informa a Ma-
riscal que en sus dos afios de académico no le habia llegado infor-
macién alguna como tampoco los discursos inaugurales y le afiadia
lo que puede considerarse como una amenaza ante lo que conside-
raba obstaculos legalistas a derechos que le otorgaba su condicién
de académico: ‘creo que serd peor que V. insista en esa actitud, en
vez de permitir el examen libre de los presupuestos’, y afiade: ‘no voy
a rebuscar, como V. parece suponer, imaginarias inmoralidades ad-
ministrativas...; mi finalidad... es muy otra, y tenga por seguro que
podré realizarla extraoficialmente si me lo propongo’. Ante aquella
respuesta y su implicita amenaza, Mariscal consider6 debia notificar-
lo a la Junta Directiva (2), la que daria respuesta que puso término
a la reclamacién de Lafora. Mariscal trasladé la resolucién de la Di-
rectiva en carta (1) a la que pertenece este texto: ‘La Junta acordé
ratificar cuanto el Sr. Secretario perpetuo contesté a Vd.’

No hay referencia alguna en el expediente administrativo de Ro-
driguez Lafora que permita suponer mantuviera ulteriores exigencias
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0 que estas se orientasen a campos distintos de la vida institucional
de la Academia. Resulta triste este amargo final a la presencia de
Gonzalo Rodriguez Lafora en la Institucién, siendo una de las per-
sonalidades mas representativas de la ‘generacién’ Maranén. La gue-
rra civil, que ya se intuia como epilogo de enfrentamientos politicos
trasladados al ambito académico, alej6 a Lafora de Espafia y a su
regreso su corta vida académica era ya retazo de un pasado hecho
historia.
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INTERVENCION DEL PROF. SANTIAGO MARTINEZ-FORNES

Al comienzo de su Conferencia, excelente por la documentacién
que aporta y por el riguroso analisis de la misma, define muy acer-
tadamente la personalidad del Prof. Lafora afirmando que «tuvo una
vida azarosa».
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Yo —que tuve el privilegio de conocerle— comprobé que en la
distancia corta era una persona bondadosa, siempre que no se to-
casen determinados temas.

En las distancia larga surgia siempre la polémica de su Jefatura
del Servicio de Psiquiatria en el Hospital General, el Sillén de la Real
Academia y la primera Catedra de Psiquiatria en Espafa creada para
el Prof. Vallejo Néjera.

Su «vida azarosa» irrumpié en la Psiquiatria nacional como un
potro desbocado.

La Sociedad esparfiola contemplaba aténita el triste espectiaculo de
«guerra civil» entre muy ilustres personalidades que tenian por ofi-
cio —precisamente— devolver la libertad interior, el control de emo-
ciones y pasiones, ensefiarnos a saber estar y cuidar el respeto al otro.

Trasladando —incluso— a toda la sociedad esta terapia.

En el daltimo Congreso Mundial de Psiquiatria que presidié el
Prof. Llavero, con las aguas ya algo maés tranquilas, pero con la
amenaza de que un pequefio grupo muy radicalizado de Psiquiatras
leyese un Manifiesto condenando a los Psiquiatras rusos que —se-
gun ellos— ingresaban a algunos disidentes ideolégicos para trata-
miento psiquiatrico.

El Prof. Llavero me rogé —con dos dias de anticipacién— que
pronunciase unas amables palabras de despedida.

Amables fueron pero no pude resistir la tentaciéon de sefnalar el
peligro de convertir el «<ODIUM THEOLOGICUM>» de los tiempos de
SERVET y LUTERO en «ODIUM PSIQUIATRICUM>».

En mis largos e imborrables didlogos con don Pedro Lain —pa-
drino de mi hija Alba— siempre tuve el pélpito de que el escandalo
con el que la Sociedad Espaifiola contemplaba el escenario de los
grandes Maestros de la Psiquiatria —por otro lado, insignes Intelec-
tuales— fue determinante para que el Maestro Lain abandonase su
vocacién primera de Psiquiatria para dedicarse por entero al culti-
vo de la Historia de la Medicina, de la Ciencia y de la Filosofia, que
tanto ha contribuido al prestigio intelectual de Espaiia.

Por delicadeza nunca intenté salir de dudas.

Este mes —junio 2011— hace 10 afios que fallecié6 don Pedro
Lain.

Hagamos nuestros los versos que me dedicé Jorge Luis Borges
para aliviar mi luto.

«Eres nube, eres mar, eres olvido.
Eres, también, aquello que has perdido».






CELULAS TUMORALES CIRCULANTES (CTC):
UN NUEVO MARCADOR DE EFICACIA
EN EL TRATAMIENTO QUIMIOTERAPICO
DEL CANCER COLORRECTAL METASTASICO

CIRCULATING TUMOR CELLS: A NEW EFFICACY
MARKER IN THE TREATMENT OF METASTATIC
COLORECTAL CANCER

Por el Excmo. Sr. D. EDUARDO Diaz-RUBIO GARCiA

Académico de Nuimero

Resumen

El desarrollo de metéstasis en el cancer colorrectal es el resultado de un
proceso complejo al final del cual las células cancerosas se desarrollan en
organos a distancia. La penetraciéon de las células tumorales en la circula-
cién es un hecho clave en dicho proceso por otro lado comun para todos los
tumores. La deteccién de las células tumorales circulantes (CTC) en sangre
periférica puede tener interés clinico en tres aspectos: 1) como evidencia de
una diseminacién, y por tanto como un marcador de recurrencia, 2) como
factor de riesgo en la progresién y por tanto como indicador de mal pronés-
tico, y 3) como marcador predictivo de respuesta al tratamiento.

Abstract

Colorectal cancer metastasis is the result of several interacting processes
at the end of which cancer cells survive in distant organs. Penetration of
primary tumor cells into blood is central to the whole phenomenon of me-
tastasis and is a common step in all cancer types. The detection of circula-
ting tumor cells (CTC) in peripheral blood of patients with colorectal cancer
could have clinical usefulness in three aspects: 1) as evidence of early dis-
semination, and then as a risk factor of clinical recurrence, 2) as a relevant
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risk factor for metastatic progression and worse prognosis, and 3) as predic-
tive marker of response to treatment.

INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad caracterizada porque en su evolu-
cién el tumor primario acaba desarrollando metastasis a distancia en
diferentes 6rganos, siendo esta la causa de la mayoria de los falleci-
mientos. Para que lo anterior se produzca es preciso que las células
tumorales desprendidas del tumor primario entren en la circulacién
sanguinea desde donde son distribuidas a los pulmones, higado,
huesos, etc. A estas células tumorales se las denomina Células Tumo-
rales Circulantes (CTC) y a aquellas que consiguen llegar a los 6rga-
nos a distancia células tumorales diseminadas (CTD). Si las células
circulan en la sangre en micro-émbolos se las conoce como CTM (1).

Aunque las CTC son conocidas desde hace muchos afios (2) no
ha sido sino hasta hace muy poco tiempo cuando gracias a las
modernas técnicas de deteccién y cuantificaciéon se les ha prestado
atencion.

Para que estas células se desprendan del tumor primario y entren
en la circulacién deben ganar funciones y para ello deben sufrir una
transformacion epitelio-mesénquima (EMT) durante la cual pierden
marcadores epiteliales (como la cadherina), adquieren propiedades y for-
mas de células mesenquimales, presentan mayor movilidad y capacidad
de invasién, y migran en los vasos sanguineos como CTC (3-6).

Por otro lado diversos estudios han mostrado claramente que el
nivel de las CTC en sangre se correlaciona directamente con la su-
pervivencia libre de progresién (SLP) y con la supervivencia global
(SG) en el cancer de mama (7-10), cancer préstata (11-16) y cancer
de colon (17-20). Todo ello conlleva que su determinacién en el con-
texto clinico puede ser de utilidad no sélo como factor pronéstico
de la enfermedad sino también como factor predictivo de la respues-
ta a los tratamientos quimioterapicos.

TECNICAS DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE LAS CTC

La deteccién de las CTC en sangre periférica se ha basado en el
analisis de marcadores superficiales que dichas células expresan o en
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el estudio de su cédigo genético. En cualquier caso requiere utilizar
métodos que presenten una alta sensibilidad y especificidad. En rela-
cién a la sensibilidad es preciso tener presente que en 1 ml de san-
gre puede haber solo unas pocas CTC, frente a 10 millones de leuco-
citos y 5 billones de eritrocitos. En cuanto a la especificidad es
necesario evitar confusiones con células no tumorales lo que puede
llevar a errores de interpretacién. Los métodos utilizados son los
denominados indirectos (inmunomediados y moleculares) y los direc-
tos (analisis histopatolégico y anélisis genémico). Cada una de ellas
tiene sus ventajas y sus limitaciones (21-22).

Técnicas Indirectas

Las técnicas indirectas mas utilizadas han sido fundamentalmente
dos: las basadas en métodos inmunomediados de células previamente
enriquecidas por separacién inmunomagnética, o por métodos fisicos
(separacién por gradiente de densidad y separacién por filtracién) y
las realizadas por analisis moleculares de PCR (PCR-RT) (1, 21).

En el primer caso, los métodos inmunomediados conllevan dos
fases diferenciadas: la fase de enriquecimiento y la fase de deteccién
de las CTC.

El enriquecimiento por métodos fisicos aunque utilizado no ha
sido validado suficientemente. En el caso de la separacién por gra-
diente de células mononucleadas diversos «kits» (Lymphoprep y On-
coQuick) permiten separar por centrifugacién los eritrocitos, neutré-
filos, gradiente densidad, células mononucleadas y plasma, si bien la
migracién de las CTC desde el gradiente de densidad al plasma con-
tamina los resultados. En cuanto a la filtracién utiliza membranas
de policarbonato que elimina las células mas pequenas como son las
células sanguineas.

La separacién inmunomagnética es la mas utilizada y concreta-
mente el sistema CellSearch de Veridex.

El método «Cell Search» de Veridex.—El sistema denominado Cell-
Search (Veridex, Raritan, NY) esta basado en la utilizacién de técni-
cas de bandas inmunomagnéticas que utilizan anticuerpos frente a
moléculas de adhesién celular de tipo epitelial (EpCam), de modo
que sélo las células que presentan dichas moléculas son separadas
(fase de enriquecimiento). Posteriormente con el «CellSpotter Analy-
zer» se afiaden varios reactivos fluorescentes para identificar que
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dichas células presentan ntcleo (con DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenil-
indol), y anticuerpos frente a las citoqueratinas 8, 18 y 19 (para
demostrar que son de naturaleza epitelial). Ademas se hace una se-
leccién negativa afiadiendo CD45 para identificar los leucocitos. El
observador puede asi a través de una pantalla de ordenador diferen-
ciar segun las tinciones y formas las células candidatas a ser CTC.
Allard y cols (23) evaluaron la precisién y reproducibilidad de este
nuevo sistema de deteccién. Realizaron el aislamiento y cuantifi-
caciéon de las CTC en sujetos sanos y establecieron la deteccién de
> 2CTC en 7,5 ml de sangre como anormal. Por otro lado nosotros
hemos podido demostrar que no existe un ritmo circadiano (24) en
la produccién de células circulantes tumorales, lo que sin duda fa-
cilita la toma de muestras a cualquier hora del dia.

El sistema CellSearch ha sido validado por varios centros en Es-
tados Unidos y Europa (25). Un estudio reciente mediante esta téc-
nica ha mostrado que la deteccién de células circulantes tumorales
en sangre periférica de cancer de mama, permite predecir el inter-
valo libre de progresién y la supervivencia global, asi como la res-
puesta al tratamiento antineoplasico hasta 3-4 semanas tras el ini-
cio de éste (7-10). Resultados muy similares han sido encontrados
en el cancer de préstata (11-16) y en el cancer de colon (17-20). Por
otro lado se ha demostrado que el sistema CellSearch tiene una alta
precisién con una elevada concordancia entre centros, lo que le
posiciona como una técnica semiautomatica, estandarizada y repro-
ducible que actualmente esta aprobada por la FDA para la deteccién
de células tumorales circulantes en cancer de mama, colon y pros-
tata (25, 26).

Una de sus notables ventajas es que la determinacién de las CTC
puede ser realizada con un tnica extraccién de sangre periférica
(s6lo 7.5 ml de sangre) y que se dispone de 72 horas para su anali-
sis. Como contrapartida este sistema es caro tanto en su adquisicién
como en su mantenimiento, precio de los «kits», y personal necesa-
rio, el cual debe estar perfectamente entrenado.

Desde un punto de vista técnico su mayor critica reside en que
los anticuerpos utilizados intentan identificar las células de natura-
leza epitelial, pero las CTC pueden haber perdido dichas caracteris-
ticas en la transicién epitelio-mesénquima (3-6). Por otro lado no
todas las CTC son capaces de generar metastasis. En resumen que
puede haber falsos positivos y falsos negativos. Finalmente afiadir
que en los tumores diseminados tan sélo el 30-60% (dependiendo del
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tipo de tumor) de los pacientes presentan CTC en sangre periférica.
Para solucionar estas limitaciones ya han comenzado estudios con
este sistema incorporando nuevos marcadores (14) que puedan de-
finir con mayor precision las caracteristicas de las células que que-
remos determinar. Entre ellos estan el Her2, ER, AR, PTEN, EGFR,
IGFR, MET, AKT, ERK, VEGFR, etc.

El método indirecto de la RT-PCR

La deteccién de CTC por PCR convencional de la reverso trans-
criptasa (RT-PCR) analiza genes especificos de células epiteliales y
tejidos: tipo CEA, y CK 19 o 20. Su ventaja es la alta sensibilidad y
la alta especificidad de los genes estudiados. Sus limitaciones vienen
dadas porque: 1) destruyen las CTC y no se pueden contar, 2) la elec-
cién del transcrito de RNA es dificil, 3) puede haber falsos positi-
vos por contaminaciéon (DNA genémico vs cDNA) y 4) por las dificul-
tades que aparecen a la hora de hacer una seleccién adecuada de los
marcadores de mRNA (1, 21, 22, 27). No obstante puede tener un
gran valor si en el futuro se caracterizan bien los marcadores a uti-
lizar para identificar no solo las CTC sino incluso las «stem cells»
tumorales como mas adelante se comenta.

Técnicas directas

Los métodos directos intentan identificar y diagnosticar las CTC
utilizando andlisis histopatolégicos o analisis del genoma celular
(FISH, CGH, analisis de mutaciones). Por el momento plantean cier-
tas dificultades al carecer de marcadores con sensibilidad y especi-
ficidad suficiente, pero indudablemente tienen un gran potencial. La
utilizacién de plataformas de microfluidos (el «chip de CTC») podria
ser una elegante y eficaz tecnologia si bien necesita una amplia va-
lidacién para su utilizacién en el contexto clinico (21).

EL CANCER COLORRECTAL METASTASICO (CCRm)

El cancer colorrectal (CCR) constituye hoy en dia un importante
problema epidemiolégico de modo que cuando se analizan conjunta-
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mente hombres y mujeres se convierte en la primera causa de céncer
en Espana. Segin la Agencia Internacional frente al Cancer (informe
Globocan de la WHO) su incidencia en nuestro pais fue de 20.948 ca-
sos para el ano 2008, lo que produjo 11.655 muertes en ese afio.

La quimioterapia del CCR incluye la utilizacién de farmacos «cla-
sicos» como el 5-Fluorouracilo, la Capecitabina, el Oxaliplatino y el
Irinotecén, y los mas modernos agentes basados en dianas molecu-
lares. Estos ultimos pueden estar dirigidos frente a las células tumo-
rales, concretamente frente el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), como es el caso del Cetuximab y del Panitumu-
mab, o frente a células estromales responsables de la angiogénesis
mediante el bloqueo del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) como el Bevacizumab (28). Hoy por hoy el tinico marcador
predictivo introducido en la clinica es la mutacién del KRAS, de
modo que solo los pacientes que tienen un KRAS no mutado pue-
den ser tratados con farmacos anti-EGFR. Adicionalmente se estan
estudiando otros marcadores de la via EGFR, como el BRAF, PI3K,
PTEN, AKT, los ligandos epirregulina y amfiregulina y la expresién
del nimero de copias del EGFR, si bien todos ellos estan en el con-
texto de la investigacién (29).

Mas alld del KRAS (cuando se utilizan farmacos anti-EGFR), hoy
por hoy no sabemos predecir los pacientes que van a responder. Asi
por ejemplo mientras en algunos la posibilidad de obtener una res-
puesta es muy elevada (por encima del 80%), con supervivencias por
encima de los 2 afios, y un claro beneficio clinico, con opcién de se-
gunda y tercera linea, e incluso la posibilidad de un rescate quirtar-
gico; en otros es dificil obtener una respuesta, el tiempo a la pro-
gresién y la supervivencia son cortos y desarrollan toxicidad. De lo
anterior se deriva la necesidad de hacer una seleccién adecuada de
los pacientes, que por el momento estd basada en la pericia clinica
y en la experiencia.

Es preciso tener presente que en el CCR metastético, los moder-
nos tratamientos de quimioterapia junto a las nuevas dianas no solo
aumentan la supervivencia y la calidad de vida, sino que en muchas
ocasiones permiten integrar una cirugia de las metéstasis que pue-
den deparar excelentes resultados a largo plazo; pero al mismo tiem-
po son farmacos enormemente caros y que pueden tener efectos
secundarios severos, por lo que una seleccién adecuada de pacien-
tes aumentaria la eficacia y la eficiencia.
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LAS CTC Y EL CCR

Desde una perspectiva clinica, la deteccién de las CTC en cén-
cer colorrectal (CCR) puede tener importancia pronéstica y ayudar
a los clinicos en las decisiones terapéuticas (valor predictivo), ya que
la presencia de las CTC puede representar un indicador temprano de
recaida o de enfermedad diseminada.

Cancer Colorectal metastatico (CCRm)

Allard y cols (23), analizaron la presencia de las CTC con el sis-
tema «CellSearch» en voluntarios sanos, en pacientes con enferme-
dades no malignas y enfermedades malignas, pudiendo establecer que
la presencia de >2 CTCs se encontraba solo presente en los casos
con tumores epiteliales malignos y que esto ocurria en el 30% de los
pacientes con cancer colorrectal avanzado.

Utilizando el mismo sistema, Cohen (30) observé que la cuanti-
ficacién de CTC > 2 en la sangre estaba presente en el 31% de los
pacientes con CCRm, observando un descenso de las mismas tras el
tratamiento quimioterapico. El propio grupo de Cohen y cols (30) de-
mostré la utilidad de este método en 50 pacientes con CCR avanza-
do, de los cuales en 17 se dispuso de tejido fresco para poder compa-
rar las CTC con las caracteristicas de las células tumorales «in situ».
Este estudio es esencial ya que demostré que las CTC pueden ser
aisladas y contabilizadas. Estos estudios seminales dieron pasos a
otros mas amplios que se comentan a continuacién.

Un estudio posterior (17, 18, 31) fue realizado de manera multi-
céntrica y prospectiva en un grupo heterogéneo de 430 pacientes con
CCRm que estaban siendo tratados en primera, segunda y tercera
linea de quimioterapia. Encontré que en un 26% habia mas de 2
CTC (>3 CTC) y demostré que el nivel de las CTC antes del trata-
miento y en diversos momentos en la evolucién era un factor pro-
néstico independiente para la SLP (4.5 m en los que tenian > 3CTC
frente a 7.9 meses cuando tenian <3CTC) y para la SG (9.4 meses
frente a 18.5 meses respectivamente). El estudio multivariable que
incluyé la edad, el «performance status», la linea de tratamiento y
el tipo de quimioterapia confirmé el valor de un nivel de corte de
>3 CTC. Por otro lado los pacientes que conseguian tras la quimio-
terapia normalizar la cifra de CTC tuvieron una mejor SLP y SG que
los que no lo hicieron.
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En nuestro laboratorio hemos podido confirmar que el sistema
Veridex es una tecnologia sencilla y reproducible (32). Nosotros he-
mos estudiado la correlaciéon entre variables clinicas y patolégicas
con las CTC (20) en 97 pacientes con CCR y en 30 voluntarios sa-
nos. Dado que el estudio de Allard (23) habia establecido que los
voluntarios sanos no presentaban > 1 CTC consideramos como pun-
to de corte >2 CTC, valor que confirmamos en nuestra cohorte de
voluntarios sanos. Se encontré una elevacién de las CTC por enci-
ma del punto de corte elegido en 34 de los 94 pacientes (36.2%), y
no se encontré correlacién alguna con la localizacién del tumor pri-
mario, el aumento del CEA, el nivel de LDH o el grado de diferen-
ciacién. Por el contrario si hubo correlacién con el estadio de la
enfermedad (21 % en estadio II, 24% en estadio IIl y 61 % en esta-
dio IV, P = 0.0005).

El estudio CAIRO 2, realizado en Holanda (Tol (19), investigé el
valor de las CTC con el sistema «CellSearch» en 467 pacientes con
CCR avanzado tratados en primera linea con quimioterapia y agen-
tes bioldgicos. Las CTC se analizaron de manera basal y en diferen-
tes momentos del curso del tratamiento y los pacientes fueron es-
tratificados para el anédlisis de las CTC en dos grupos: nivel bajo de
CTC <3 y nivel alto de CTC > 3. En 129 pacientes (29%) se encon-
tré un nivel alto de CTC y en ellos se objetivé disminucién estadis-
ticamente significativa en la SLP y en la SG tanto en los anélisis de
determinacién basal como durante el tratamiento. Pudo demostrar-
se ademas su correlaciéon con la respuesta medida por las técnicas
de imagen como el TAC, mostrandose que la utilizacién conjunta de
ambas era superior a cada una de ellas utilizada por separado.

En el grupo Espafiol TTD (Tratamiento de Tumores Digestivos)
(33) hemos llevado a cabo un analisis de las CTC con el sistema
«CellSearch» en pacientes tratados segun el protocolo MACRO (34)
con quimioterapia tipo XELOX + bevacizumab. Se obtuvo una mues-
tra sanguinea de 180 pacientes en el momento basal, tras el tercer
ciclo y a la progresién. Se hizo un analisis de corte de >3 CTC y
otro de >2 CTC. En un 47 % de los casos se objetivo unas CTC > 3,
cifra algo superior a la comentada en los estudios previos, lo que
puede estar en relacién con las caracteristicas de los pacientes o a
una interpretacion mas afinada por parte de nuestros investigadores.
Confirmamos igualmente su correlacién con la SLP y la SG (33).

Por ultimo sefialar que un meta-analisis (35) realizado sobre 36
estudios que incluian 3094 pacientes con cancer colorrectal en di-
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versos estadios (desde estadio I a estadio IV) el nivel de CTC en
sangre periférica (analizado por diversas tecnologias) se relacionaba
con la supervivencia libre de recurrencia (HR =3.24) y la SG
HR = 2.28). Por el contrario no se encontro relacién cuando la de-
terminacién se llevaba a cabo en la médula 6sea o en la sangre me-
sentérica o portal.

Cancer Colorrectal localizado

En el CCR localizado se ha demostrado (por RT-PCR) que la pre-
sencia de CTC es un factor predictivo de recurrencia en pacientes
operados de un tumor primario (36). Asi el estudio de Allen-Mersh
analiz6 en 196 pacientes con CCR por RT-PCR la expresién de
mRNA para el CEA y la citoqueratina 20 en la sangre antes y des-
pués de la cirugia de reseccién del tumor primario. Encontré una
baja probabilidad de recurrencia para el subgrupo de pacientes con
ganglios linfaticos negativos, llamando la atencién sobre su posible
utilidad para excluir el tratamiento adyuvante con quimioterapia. Sin
embargo otros estudios utilizando la RT-PCR no han sido capaces
de encontrar un valor pronéstico (37, 38). Las discrepancias de lo
anterior pueden ser debidas a diversos factores: un tamafo muestral
pequerio, falsos positivos, mRNA derivado de CTC apoptéticas o
necréticas, expresion de citoqueratinas por el tejido tumoral, etc.
(39). Ademas esta tecnologia presenta importantes problemas de re-
productibilidad.

Un reciente estudio (27) ha analizado por RT-PCR el nivel de
mRNA en sangre mediante marcadores genéticos tipo CEA/CK19-20/
CD133. Se incluyeron 735 pacientes con estadios A, B y C de Dukes
(420 de manera retrospectiva y 315 de manera prospectiva). La SLP
y la SG fueron peores en los pacientes con marcadores positivos
(p < 0.001) en los estadios B y C, pero no en los estadios A. Ademas
el andlisis multivariable demostré su valor independiente. Dado que
el marcador CD133 se relaciona con las células madre del CCR, el
valor de la RT-PCR podria ser superior a la técnica «CellSearch», que
en definitiva separa por moléculas EpCAM las cuales podrian per-
derse en la transicion epitelio mesénquima.

Por dltimo el grupo espafiol TTD conjuntamente con la RTICC
(Red de Centros de Cancer) ha analizado el nivel de las CTC en 500
pacientes con estadio III con el objetivo de establecer una correla-
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cién con la SLP y la SG para conocer su potencial como predictivo
de la necesidad de una quimioterapia adyuvante. Sus resultados se
esperan para dentro de dos afios.

EL CONCEPTO DE «STEM CELLS»: ¢;Cambian las cosas?

Durante muchos afios se ha sostenido que las células tumorales
eran el resultado de una proliferacion desmesurada celular con
motivo de mutaciones que generaban una alteracién en la sefaliza-
cién celular por activaciéon de oncogenes y la supresién de genes
supresores. De esa manera las células malignizadas daban lugar a
células hijas que a su vez se dividian; generando primero el tumor
primario y posteriormente las metéstasis a distancia. Sin embargo y
a pesar de que se han desarrollado tratamientos especificos frente a
las mas importantes vias de senalizacién los resultados obtenidos han
sido mediocres. Incluso aunque en la enfermedad diseminada se
puedan obtener en algunos casos respuestas brillantes con la quimio-
terapia, estas suelen ser de corta duracién y generalmente destina-
das al fracaso a corto, medio o largo plazo. Por otro lado los teji-
dos son sometidos a las 6rdenes de la renovacién tisular, de modo
que incluso admitiendo que las células tumorales maduras se pue-
den dividir, en pocos dias o semanas, desaparecerian.

Todo lo anterior, junto a las evidencias preclinicas en tumores
animales y la caracterizacién molecular de las células tumorales, ha
llevado a la teoria de que las células responsables del desarrollo tu-
moral maligno son las células madre o «stem cell» (3, 40). El por-
centaje de estas células es pequefio, menor del 1% de las células de
un tejido o del seno de un tumor. Estas células estan sometidas a
una organizacién jerarquica de modo que dan lugar a células pro-
genitoras que a su vez se pueden dividir en células proliferativas
rapidas y finalmente en células diferenciadas. Lo anterior se ha com-
parado a un arbol (41), donde la base del tronco serian las células
madre. Estas células son muy pocas y se dividen raramente, y cuan-
do lo hacen se dividen en dos células: una que sera a su vez célula
madre (autorrenovacién) y otra que actuard como amplificadora
(divisién asimétrica). Estas ultimas células corresponden a las ramas
del arbol, se dividen rapidamente, de manera simétrica y sus célu-
las hijas dan origen a mas ramas del arbol. Finalmente las células
ultimas son las diferenciadas y corresponden a las hojas del arbol y
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salvo raras ocasiones (por ejemplo los hepatocitos) no se dividen
(neuronas, leucocitos, epitelio intestinal, etc). Finalmente se caen las
hojas lo que equivale a la apoptosis celular. Mientras que las hojas
de un arbol se caen una vez al afio; los tejidos y por tanto las célu-
las se renuevan en dias o semanas por lo que las mutaciones que
estas células han adquirido se pierden.

De este modo una masa tumoral estaria constituida por un 99 %
de células maduras (proliferativas rapidas o diferenciadas), sensibles
a la quimioterapia, pero incapaces de generar células madre o pro-
genitoras. Por el contrario las células madres (1%) son en su mayo-
ria quiescentes (en GO), inmortales, capaces de autorrenovarse, tie-
nen expansion clonal, adquieren nuevas mutaciones, tienen gran
capacidad metastatica, potencial de multiples linajes diferenciadores
y lo mas importante son resistentes a la quimioterapia y a la radio-
terapia. De lo anterior se desprende que las CTC que tienen capaci-
dad de producir metéstasis deberian ser células madre. Por lo tanto
es critica su identificacién, y para ello los marcadores a utilizar
deberian ser no tanto los relacionados con células epiteliales exclu-
sivamente, sino con células progenitoras. En este sentido se ha su-
gerido que un marcador tipo CD44 puede ser de interés, si bien plan-
tea el inconveniente de que este marcador es compartido por las
células madre hematopoyéticas. Por el contrario el marcador CD133
se encuentra en células madre de numerosos 6rganos pero no en las
sanguineas. Su utilizacién conjunta con otros marcadores para cito-
queratinas (CK) y para antigeno carcinoembrionario (CEA) tiene un
enorme potencial (4). Por otro lado cabe esperar que las técnicas de
«microarrays» y la proteinémica puedan definir firmas genéticas que
permitan identificar estas células en el futuro. En las CTC y por ende
en las CTD lo importante son las mutaciones (acumulaciones) que
se van adquiriendo poco a poco y por supuesto el microambiente
estromal: teoria sobre las semillas (seeds) y el terreno (soil).

Un reciente estudio llevado a cabo en Japén (27) ha mostrado
una interesante correlaciéon entre los niveles de mRNA de CEA/CK/
CD133 medidos por RT-PCR y la supervivencia libre de enfermedad
y SLP y la SG en pacientes con estadios B y C de cancer colorrec-
tal. Su papel pronéstico estd fuera de toda duda, si bien en el futu-
ro deberd analizarse su papel discriminador para decidir la utiliza-
cién o no de una quimioterapia adyuvante.

La identificacién de las «stem cells» como directoras de orquesta
y como responsables del proceso neoplasico y de la diseminacién,
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abre nuevas vias de enfoque diagnéstico y terapéutico del cancer. Cu-
riosamente las vias de sefializacién responsables de las caracteristicas
de las «stem cells» han sido hasta ahora pocos exploradas. Entre ellas
incluyen las vias Hedghog, Notch, PTEN, BMI-1, WNT y p53 (40).

CONCLUSIONES

En conclusion, puede afirmarse que la determinacién de las CTC
tiene utilidad para establecer el pronéstico en la enfermedad avan-
zada y que divide claramente los pacientes en grupos con evolucién
diferente tanto en la posibilidad de obtener una respuesta a la qui-
mioterapia como en la supervivencia libre de progresién y en la
supervivencia global. También se configura como valor predictivo, si
bien en el futuro debe establecerse su utilidad para aconsejar un
cambio de quimioterapia cuando tras un tratamiento estindar no se
ha conseguido descender el nimero de las CTC. Su valor en la eva-
luacién de la respuesta es complementario con las pruebas de ima-
gen e incluso puede ser mas precoz para la valoracién de la efica-
cia (la persistencia de las CTC elevadas indicaria resistencia al
tratamiento). También serd preciso establecer si esta correlacién se
mantiene en el grupo de pacientes en los que puede integrarse una
cirugia de metéastasis hepaticas.

En cuanto a la enfermedad localizada (estadios II y III) su papel
pronéstico parece evidente, si bien serd preciso clarificar si sirven
para discernir qué pacientes van a recibir un tratamiento adyuvante.

De todas las técnicas utilizadas para la determinacién de las CTC
la tnica estandarizada y ademads aprobada por la FDA es el sistema
«CellSearch (Veridex)». Entre sus limitaciones se encuentra por un
lado que sélo el 25-40% los casos presenta de entrada una elevacién
de las CTC. Lo anterior indica que es muy probable que los siste-
mas actuales de medida no detecten todas las CTC con potencial
metastatico, a lo que hay que afiadir que también es posible que
existan falsos negativos. A su pesar creemos que su valor en la cli-
nica hace aconsejable su utilizacién, y desde luego que deberia ser
empleado en todos los ensayos clinicos en los que se evaliien nue-
vos farmacos.

Por dltimo en el futuro se hace necesario investigar nuevos mar-
cadores de las CTC, especialmente los relacionados con las células
madre del cancer.
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INTERVENCIONES

Prof. Félix Pérez y Pérez

En primer lugar felicitar efusivamente a nuestro conferenciante

por su brillante exposicién.

Entiendo que la identificacién de células tumorales en sangre,

representa un avance impresionante por dos motivos:

— la referida presencia, desde el punto de vista cuantitativo sig-

nifica virulencia y por tanto peligrosidad del tumor, y en se-
gundo lugar, el incremento, mantenimiento o disminucién de
las mismas, nos permite evaluar la eficacia del tratamiento.
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Prof. Seoane Prado

El exquisito trabajo analitico realizado, con la deteccién de 3 a
5 células tumorales circulantes, merece mi felicitaciéon y sugiere dos
preguntas. En primer lugar: ¢hasta que punto el trabajar con tan
bajos nimeros permite una extrapolacién estadistica de los resulta-
dos? Por otra parte ¢cabria trabajar en una identificacién mas pre-
cisa del tipo de CTC de cara a una mejor selecciéon del tipo de qui-
mioterapia apropiado para cada paciente?

Por ultimo, y de gremio a gremio, agradezco como quimico a los
oncélogos que sean los Unicos especialistas que usan el uso del tér-
mino Quimioterapia, cuando en realidad sustancias quimicas son
todos y cada uno de los farmacos de que dispone la medicina en
cualquiera de sus especialidades».

Prof. Garcia-Sancho

Me levanto para felicitarle por su magnifica exposicién y la cali-
dad e interés de su contenido.

Los cirujanos, al operar tumores colorrectales, desde hace afios
practicamos la técnica «non-toach», es decir procuramos manosear
y exprimir lo menos posible el tumor y hacemos la ligadura tempra-
na de las venas de drenaje del segmento digestivo a resecar. El ob-
jetivo, al menos teérico, es impedir el paso de células tumorales
desprendidas del tumor a la circulacién y evitar asi las posibles
metastasis a distancia. ¢Es acertada esta hipotesis?

Con la nueva tecnologia para la deteccién de células tumorales
circulantes, ¢considera interesante realizar el procedimiento duran-
te la operacién con fines predictivos, en caso de positividad, de qué
pacientes pueden ser tributarios de desarrollar metéstasis?

Reitero mi felicitacién por su conferencia.

Prof. Blazquez

Coincido con los comparfieros que me han antecedido en el uso
de la palabra, en los elogios a la charla que acabamos de escuchar,
lo cual no es extrafio si tenemos en cuenta las anteriores brillantes
intervenciones del Prof. Eduardo Diaz Rubio.
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La clasificacién de los tumores se ha llevado a cabo tradicional-
mente de acuerdo con criterios anatomopatolégicos y asi continua-
ra en el futuro, pero en la actualidad también se podrian tener en
cuenta otras consideraciones como la expresién de mutaciones o la
presencia de proteinas anémalas que aportan nuevas informaciones
sobre las caracteristicas y malignidad de los tumores. Dado el interés
que esto tiene me gustaria conocer si en las células tumorales circu-
lantes que han estudiado se podria analizar también los parametros
citados, con objeto de obtener una caracterizacion més profunda.

Por otra parte los procedimientos utilizados para la identificaciéon
y caracterizacién de células cancerosas circulantes, pienso que tam-
bién podrian ser tenidos en cuenta para la valoracién de células
madres o troncales tras estimulos a agresiones en las que sea nece-
saria su diferenciacién.

Finalmente reitero mis felicitaciones por su excelente presen-
tacion.

Prof. Garcia Sagredo

Quiero unirme a la felicitacién unanime por la brillante descrip-
cién de una técnica util y elegante.

En la década de los 90, los genetistas empezamos a utilizar di-
ferentes técnicas de aislamiento de células muy poco frecuentes como
las fetales en el torrente sanguineo de una mujer embarazada. Des-
pués de improbos esfuerzos e ingentes inversiones con resultados
bastante desalentadores, hemos pasado a la deteccién de ADN libre
fetal en plasma materno que puede ser mas eficiente y barato. Mi
pregunta va en este sentido, ¢se han realizado estudios de ADN li-
bre tumoral en paralelo a la determinacién de células tumorales cir-
culantes? ¢Podria ser un futuro biomarcador?

Muchas gracias.

Prof. Dr. Oscar Valtueiia Borque

Desde la modestia de mis conocimientos sobre el cancer me pa-
rece una obviedad felicitar al Prof. Diaz Rubio por su magnifica con-
ferencia y prefiero decir con toda sinceridad: Muchas gracias, Pro-
fesor Diaz Rubio!
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En todo caso a mi me gustaria saber a qué edad cronolégica y
en relacién con la deteccién del cancer comienzan a aparecer las
células tumorales circulantes.

Una vez mas, muchas gracias.

Prof. Julio Mayol

«Primero quiero felicitar al Profesor Diaz-Rubio por su presen-
tacién, que como se ha dicho, ha sido brillante. Pero sobre todo,
quiero agradecerle el liderazgo que ha ejercido para introducir y de-
sarrollar esta tecnologia en el Hospital Clinico San Carlos, lo que nos
va a permitir contestar a algunas de las preguntas que ha planteado
el Profesor Garcia Sancho. Pero mis dos preguntas son muy especi-
ficas:

1. Tal como nos ha contado con el modelo de las células ma-
dre tumorales, ¢tendria interés determinar la presencia de estas cé-
lulas madre tumorales, que expresen el marcador CD133, en sangre?

2. Muchos pacientes con cancer colorrectal estadio IV con en-
fermedad confinada al higado son remitidos a cirugia para la resec-
cién de las metastasis. Sin embargo, s6lo conseguimos superviven-
cias a cinco afios en el 25-30% de los pacientes. ¢Podrian las CTCs
ayudarnos a seleccionar a pacientes para la reseccién de las metés-
tasis?».

PALABRAS FINALES DEL SR. PRESIDENTE

Muchas gracias a los dos conferenciantes en el dia de hoy. El Dr.
Diaz-Rubio demuestra sin duda la importancia de la incorporacién
de un sillén de oncologia a la Academia, de la cual ha estado huér-
fano seguramente a lo largo de toda su historia puesto que ha ha-
bido muy pocas personas que han mostrado predileccién desde los
sillones por el mundo de la oncologia hasta que se ocupé por él.
Creo que él nos viene trayendo una cantidad de problemas, que va-
mos conociendo poco a poco, que nos va abriendo los ojos, que nos
va poniendo de manifiesto ademdas también cémo la similitud que
se hace de la palabra céancer con muerte es algo totalmente desfasa-
do, como la prudencia que él ha manifestado del trabajo, que le
cuesta hablar de curacién a los oncélogos, o al menos a él, como
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ha hecho referencia y cémo siempre en todas las estadisticas y en
todos los porcentajes que pone, y seguramente todos los oncélogos,
nunca ponen el 100% sino como hemos visto en algunos de ellos
ponen hasta el 95%. Es decir, es una prudencia que nos habla de
la progresién tan importante que esta teniendo hoy dia el desarro-
llo de la oncologia. La oncologia se ha desarrollado mucho no sola-
mente como €l ha dicho muy bien en la conferencia de hoy, por las
disponibilidades terapéuticas que han ido cambiando, sino sobre todo
por el diagnéstico de la enfermedad, que no solamente es més pre-
coz sino que es mucho mas fino. Hoy lo que él ha presentado tanto
de las células tumorales circulantes como el K-ras y la combinacién
de ambas, nos hablan de esa finura y él hace también una autocri-
tica importante de las limitaciones que tienen estas determinaciones
de células circulantes, como todavia continua en el terreno experi-
mental y como lo deseable seria que pasaran al terreno clinico siem-
pre y cuando los resultados que se obtuvieran con ello fueran resul-
tados fiables y no siempre con esa prevencién tan importante que
él nos ha manifestado. Creo que en cualquier caso hay que felicitarle,
hay que animarle a que siga en este importante estudio y que nos
vaya trayendo a la Academia cudles son los resultados, las nuevas
aportaciones y los nuevos resultados desde el punto de vista terapéu-
tico que se obtienen con este factor tan importante predictivo como
son las células tumorales circulantes en combinacién con algunos
marcadores tumorales como el K-ras.

Por otra parte la conferencia del Prof. Sanchez Granjel ha sido
también magnifica, él dice «es la dltima conferencia que doy en la
Academia». Permitame Prof. Sdnchez Granjel que lo dude. El tiem-
po que el Prof. Sanchez Granjel viene estando con nosotros siempre
viene manifestando que su estado fisico de alguna forma empeora
y cada vez le cuesta mas trabajo desplazarse de Salamanca aqui, de
venir, de preparar cosas, sin embargo la verdad es que viviendo cer-
canamente con el Prof. Sanchez Granjel en la Junta Directiva, uno
realmente queda asombrado por sus ganas de colaboracién, su en-
trega a la Academia y de seguir trabajando. Creo que para él, nun-
ca la Academia ha sido algo asi como un honor sino como un com-
promiso y un trabajo, y realmente es digno de todo encomio y
reconocimiento, que una persona, como €l dice con sus limitaciones
fisicas, que aunque las tiene, porque €l lo manifiesta y hay que creer-
le, sin embargo la manifestacion intelectual que hace continuamen-
te es tremenda, su colaboracién siempre esta dispuesta, ha transfor-
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mado la Biblioteca, colabora continuamente en el Boletin, colabora
con la Junta Directiva, colabora en todos los Grupos de Trabajo en
que se le mete, y viene desde Salamanca aqui a dar una conferen-
cia tan importante como la de hoy. Por tanto no creo, D. Luis, que
sea la ultima, eso dice usted hoy, seguramente mafiana estd prepa-
rando otra cosa como muy bien ha dicho. A mi juicio esta tocando
en los ultimos afios, después de haber escrito esa magnifica «Histo-
ria de la Academia», una Historia que parece muy densa, y que lo
es realmente, pero que ahi esta todo, salvo los afios que habldbamos
de oscuridad que hacia referencia también el Prof. Gonzélez de Po-
sada en una de sus conferencias, él esti rescatando una enorme
cantidad de cosas. Y ha rescatado hoy algo que por otra parte era
sabido y yo creo que lo importante y aqui hay la diferencia entre un
historiador y simplemente los que en un momento de nuestra vida
podemos ser aficionados, cémo €l hace primero un escenario de cual
es la situacién de lo que va a contar y él ha escenificado muy bien
cual era esta Academia, esta en la que estamos porque ya existia
fisicamente, y estos sillones ocupados por otros Sefores Académicos
y cual era el escenario de un determinado ambiente politico que se
vivia en Espafia y el ambiente politico que se vivia en la Academia,
y como todo estaba condicionado de alguna forma por personas de
un enorme prestigio profesional y cientifico en su momento, la
medicina de entonces no era como la medicina de ahora. Es abso-
lutamente incomparable, por entonces la referencia en todo era la
Real Academia, y hoy dia son otros lugares, otros foros de encuen-
tros, sociedades cientificas, congresos, etc. Aqui era donde existia el
debate y era gente muy importante desde el punto de vista cientifico
y a su vez también, como él ha explicado muy bien, gente muy in-
fluyente en la sociedad, tanto el ambito politico como en el ambito
social. Ha dicho que habia senadores, habia diputados, habia gente
que estaba metida en la politica y a su vez también eran escucha-
dos, hubo hasta Presidentes del Gobierno, por lo tanto el escenario
que habia era un escenario tremendamente pernicioso para cualquier
situaciéon como la que él ha contado cuando se quedaba una plaza
vacante, y seguramente en esta plaza vacante por la importancia de
esta plaza, que era la que ocupaba Ramoén y Cajal, pues seguramente
hay una historia, y hay unas actas verdaderamente exuberantes, pero
posiblemente esto estaba pasando en otras muchas vacantes que se
iban produciendo. La personalidad de Lafora, que él también ha
explicado y también el Dr. Martinez-Fornés, era una persona de al-
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guna forma que buscaba el enfrentamiento, que de alguna forma
buscaba la autoexclusion, es decir era una persona que rapidamen-
te buscaba el enfrentamiento y esto realmente en un ambiente aca-
démico que seguramente era crispado por todo el ambiente politico
y por la diversidad del pensamiento politico ademas que habia den-
tro de la Academia, uno se explica perfectamente todo aquello que
pasé. De todas formas como ha dicho Gonzalez de Posada, que todo
aquello que pasé nos debe de servir de reflexién, para pensar en el
presente y trazar el futuro. También yo creo que lo que es impor-
tante que reflexionemos puesto que los Académicos de Numero so-
mos aquellos que nos encerramos en votaciones y tenemos que to-
mar decisiones en cuanto a aquel voto que depositamos, es que al
final uno se queda con su propia conciencia y el voto que uno tie-
ne, por mucho que le hayan presionado, es el voto de uno, y esa es
la grandeza y en todo caso cuando no ocurre asi, la miseria del ser
humano. Por lo tanto todos los que tenemos la obligacién de depo-
sitar un voto en cualquier lugar de nuestra sociedad y en nuestro dia
a dia y concretamente en nuestra Academia tenemos una enorme
responsabilidad, que de alguna forma con la semblanza que nos ha
hecho hoy de Lafora el Prof. Sdnchez Granjel nos pone de manifiesto
que el papel que tenemos que cumplir va mucho mas alla del papel
por el cual podamos influirnos externamente. Y sin més, agradecien-
do de nuevo a los dos intervinientes en el dia de hoy, se levanta la
Sesién.
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Resumen

La utilidad terapéutica de la vitamina D se ha visto ampliada en los ulti-
mos afios, en los que se ha reconocido la existencia de receptores nucleares
especificos para la misma en muy numerosos y diversos tejidos. Trastornos
musculares, y procesos oncolégicos, cardiovasculares y autoinmunes se han
visto beneficiados con su empleo profilactico.

Abstract

During the last years vitamina D receptors have been found in a vast
number of tissues and cell types. In paralel, the therapeutic utility of vita-
mina D has expanded to the prophylaxis of muscular, oncologic, cardiovas-
cular and autoinmmune disorders.

I. Adn cuando la vitamina D de origen vegetal, a partir del er-
gosterol, ha estado presente durante millones de afnos en algunas
fitoplantas y diatomeas, su conocimiento y aplicaciones en la prac-
tica clinica ha sido relativamente reciente. De manera especifica, su
utilizacién por parte de los médicos ha venido estando circunscrita
a la profilaxis y al tratamiento del raquitismo, y al tratamiento del
hipoparatiroidismo y del seudohipoparatiroidismo.

Efectivamente, durante mucho tiempo, las acciones biolégicas
conocidas de la vitamina D se referian, practicamente de modo ex-
clusivo, al metabolismo calcio-fosférico. Se sabia que la vitamina
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promovia la absorcién del calcio a nivel intestinal, con lo que la cal-
cemia se elevaba y se frenaba la accién de las paratiroides. En su
deficiencia, la reducida absorcién del calcio deprimia sus niveles ex-
tracelulares, de lo que se seguia una defectuosa mineralizaciéon del
hueso; de otra parte, la hipocalcemia suscitaba un hiperparatiroidis-
mo secundario, responsable, a su vez, de una desmineralizacién del
hueso existente y de una hipofosfatemia que contribuia con la hi-
pocalcemia a la defectuosa mineralizacién senalada.

II. Mas si casi hasta la fecha actual los precedentes problemas
han sido los tinicos contemplados respecto de la vitamina D, en la
actualidad, las cosas han cambiado de manera radical. Y ello, por
dos circunstancias fundamentales:

1.* Porque se ha demostrado que existe una auténtica pandemia
de hipovitaminosis D.

2.» Porque se ha demostrado que existe una distribucién casi
universal de receptores para la vitamina D: en intestino, ri-
fién, linfocitos T y B, monocitos, musculo liso y estriado, ce-
rebro, endotelio, etc.

Con respecto a lo primero, no existe ninguna duda. Se han rea-
lizado estudios epidemiolégicos en infinidad de paises desarrollados
y los resultados han sido unanimes. Los porcentajes de poblacién
deficiente son diferentes. Oscilan entre un 22% y un 57% (1, 2, 3),
aunque en algunas zonas septentrionales, al final del invierno, la
proporcién puede alcanzar hasta el 80%.

De dos formas llega la vitamina D al ser humano. Por via diges-
tiva con algunos alimentos que la contienen, como son los aceites
de higado de algunos pescados, como el bacalao o el hipogloso, y
en menor proporcién en el huevo, en la leche y en algunos otros
pescados (salmoén, sardinas, caballa, etc.). En cualquier caso y con
las dietas habituales en las sociedades occidentales, la adquisiciéon de
vitamina D por ésta via es poco menos que despreciable, a menos
que se enriquezca su contenido con la adicién a la leche o a los
cereales 0 a zumos, etc. con cantidades mas o menos grandes de la
vitamina. Mucha mayor importancia tiene la sintesis de la vitamina
D en la piel de las personas. Su precursor inmediato es el 7-dehi-
drocolesterol (provitamina D); situado abundantemente en la dermis
e hipodermis, absorbe la radiacién ultravioleta B con longitudes de
onda entre 290 y 315 nm; tras su absorcién, se produce la rotura en
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su anillo beta, formandose previtamina D3, metabolito termodinami-
camente inestable que rapidamente se isomeriza a vitamina D. Este
proceso viene a durar entre uno y medio a dos dias. Debe, finalmen-
te, senalarse que la exposicién a la luz solar nunca genera cantida-
des de vitamina D susceptibles de provocar una intoxicacion.

Formada en la piel o absorbida por via digestiva, la vitamina es
transportada por una proteina (DBP) o por quilomicrones, y llevada
hasta el higado, donde una 25-hidroxilasa la va a convertir en 25-
hidroxi-calciferol (25-OH-D). Esta sustancia, biolégicamente inerte, y
cuya vida media es de unas 3 semanas, es la forma principal bajo
la cual es transportada por la sangre (normalmente a concentracio-
nes entre 30-60 ng/ml; se considera que hay insuficiencia con nive-
les entre 20 y 30 ng/ml y deficiencia si son inferiores a 20 ng/ml) y
depositada en reserva en el higado y en el tejido graso. Para su con-
versiéon en un producto activo necesita una segunda hidroxilacién,
que se producird de manera principal en el tabulo renal por la ac-
cién de una 1-alfa-hidroxilasa, que terminard por convertir aquella
en 1,25-dihidroxicalciferol (1,25(OH),vitD); presente en la sangre a
concentraciones normales entre 25-26 pg/ml, tiene una vida media
de 4 a 6 horas, y es el producto vitaminico realmente activo. Es
interesante tener presente que la parathormona incrementa su sin-
tesis a partir del 25-OH-D.

Durante mucho tiempo se habia supuesto que las poblaciones
europea y norteamericana, bien alimentadas y protegidas, no presen-
taban deficiencia vitaminica; se habia llegado a ésta falsa conclusién
debido a que los métodos aplicados para la valoracién de la situa-
cién no eran los adecuados: tales han sido las determinaciones de
la calcemia, que no se corresponden con los niveles de vitamina D,
dado que en situaciones de discretos déficits, el hiperparatiroidismo
resultante normaliza los niveles de calcio en sangre. Tampoco fue-
ron mas utiles los estudios sobre los niveles plasmaticos de la
1,25(0OH),vitD, ya que se presumia que si estos eran normales debe-
ria existir una suficiente cantidad de vitamina D, y ello tampoco era
cierto, pues el hiperparatiroidismo que puede existir en la deficien-
cia, estimula la 1-hidroxilacién de la escasa 25-OH-D que pueda
haber. En la actualidad se acepta en forma definitiva que el tinico
parametro que define la normalidad o carencia en vitamina D de un
individuo dado, es la 25-OH-D.

En el origen de la deficiencia que venimos sefialando intervienen
diversas circunstancias, pero todas ellas referidas a una deficiente



482 ANALES DE LA REAL

radiacién cutdnea. Variadas motivaciones existen: escasa e inadecua-
da radiacién solar, pigmentacién cutdnea, aplicacién de cremas pro-
tectoras frente a la irradiacién sobre la piel, defectuosa sintesis vi-
taminica.

La escasa e inadecuada radiacién solar es indudablemente la
causa mayor. Durante el invierno, y en los paises septentrionales, las
horas de sol son limitadas, e interferidas a menudo por nieblas y
humos industriales, ademas de que por el frio ambiental las gentes
permanecen con frecuencia muy poco tiempo al aire libre. Por otra
parte, debe tenerse presente que en tales épocas del afio las radia-
ciones llegan a la corteza terrestre con una gran inclinacién, lo que
determina que aquellas deban atravesar en mayor longitud esa im-
portante capa de ozono que envuelve la tierra, y en la cual la radia-
cién ultravioleta es absorbida. La importancia de este hecho es gran-
de. Tanto que en estudios hechos en Boston (a 42,2 grados N) nada
de vitamina D se sintetiza en la piel pese a recibirse la luz solar en
dias sin nubes, desde el mes de noviembre hasta el mes de febrero;
a su vez, en Edmonton (a 52 grados N) sucede lo mismo desde oc-
tubre a marzo. De modo opuesto, cuando estos mismos estudios se
han llevado a cabo en latitudes entre 18 y 33 grados N, la sintesis
de vitamina D tiene lugar incluso en la mitad del invierno. Sin em-
bargo, también en verano, y en regiones meridionales, puede produ-
cirse el mismo problema, aunque por motivos distintos; en ellas, y
por el calor, es frecuente que las gentes solamente salgan al exterior
en las horas muy primeras del dia o al atardecer, momento en el
que, igualmente, los rayos solares llegan a la superficie terrestre con
una gran inclinacién.

La pigmentacién cutdnea es otro factor limitante. Protege la piel
y evita que la radiacién sintetice la vitamina. Es bien conocido que
las gentes de piel oscura sintetizan mucha menos vitamina que las de
piel clara. De donde se desprende que las primeras, especialmente en
los paises nérdicos, sufran de modo mas importante las deficiencias.

La aplicacién de cremas protectoras de la piel es otro aspecto a
tener en cuenta. Cuando se utilizan las de méaximo nivel, la sintesis
de vitamina puede llegar a ser nula, pese a estar expuesto el indivi-
duo al sol.

Finalmente, debe consignarse la situacién de los ancianos, muy
especialmente expuestos a las consecuencias de la deficiencia vita-
minica. Son malos formadores de vitamina D. Existen observaciones
en las que se ha constatado que para idéntico grado de irradiacion,
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la sintesis de vitamina D por parte de individuos de entre 77 y 82
afos de edad es la mitad de la que se produce en sujetos de entre
8 y 18 afios de edad (4).

Por lo que se refiere a la segunda circunstancia anteriormente
referida sobre nuestros actuales conocimientos, es decir, sobre la
ubicuidad de los receptores de la vitamina D (RVD), lo que primero
que debe manifestarse es que ello nos ha proporcionado nuevos
puntos de vista sobre la vitamina D, lejos de sus funciones sobre el
metabolismo calcio-fosférico. Fundamental a este respecto ha sido la
demostracién de que muchas células poseedoras de receptores expre-
san 1-alfa-hidroxilasa, capaz de convertir localmente la 25-OH-D en
el principio activo 1,25-(OH),vitD. De ésta forma, se ejerce una ac-
cién local, autocrina o paracrina, sobre los RVD intranucleares, bien
distinta de la exclusivamente endocrina anteriormente atribuida (5).
Los resultados de ésta interaccién atn no son del todo bien conoci-
dos, pero si vamos sabiendo muchas de sus consecuencias, las cua-
les son extraordinariamente importantes.

III. Desde hace muchos afios era conocido que los nifios defi-
citarios en vitamina D, y que sufrian raquitismo, presentaban sinto-
mas debidos a hipotonia muscular que se manifestaba, a veces, por
patologia respiratoria y mas frecuentemente por una marcha algo
anadeante, por dificultades para subir escaleras, etc., y a menudo
también por dolor musculo-esquelético. Si los rasgos clinicos eran
muy sugestivos de deficiencia de vitamina D, todo quedaria refren-
dado cuando se demostré que a nivel de los musculos estriados y
también en los lisos existian RVD. Estos receptores, y bajo la influen-
cia de la 1,25(OH),vitD, eran determinantes de acciones autocrinas
y paracrinas responsables de la contraccién muscular normal, de pro-
cesos de miogénesis, de proliferacién, de diferenciacién y de apop-
tosis celular. De otra parte, es interesante destacar que en estudios
anatémicos verificados en enfermos con osteomalacia, deficitarios en
vitamina D, se ha evidenciado una atrofia de las fibras musculares
de tipo II; y tiene una gran importancia la observaciéon de que en
el caso de movimientos rapidos para restaurar un equilibrio perdi-
do, las fibras de tipo II son las que primeramente se reclutan para
tales acciones.

Considerando los hechos precedentes, la frecuencia con que en-
tre la gente mayor existe un déficit de vitamina D, y lo comunes y
graves que son las caidas entre ellos, se comprende que se haya
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prestado atencién a la posible influencia preventiva de la vitamina
D en tales accidentes. Y los resultados han sido enormemente esti-
mulantes. De una parte, se ha comunicado que mujeres de mas de
65 afios con concentraciones de 25-OH-D < 10 ng/ml no solo tienen
un mayor riesgo de perder masa y fuerza muscular, sino que tam-
bién han mostrado una mayor frecuencias de fracturas de fémur por
caidas. Pero es que, de otro lado, se ha observado que cuando se pro-
porcionan suplementos de vitamina D a la gente mayor disminuye
en ella positivamente el nimero de caidas en una proporcién que va-
ria, segiin los trabajos publicados, de entre un 20% y un 50 %, cuan-
do se compara el grupo de sujetos suplementados con otro grupo al
que se administré un placebo (6). El tema es particularmente inte-
resante si se considera que estos sujetos que caen con frecuencia son,
al tiempo, osteoporéticos, como consecuencia de su déficit en vita-
mina D y su secundario hiperparatiroidismo. De manera general se
considera que, para disponer de una buena salud esquelética, cual-
quier persona debe tener una tasa de 25-OH-D superior a 30 ng/ml,

Igualmente es interesante considerar, en referencia a las relacio-
nes entre la funcién muscular y la vitamina D, lo que se ha obser-
vado entre los atletas de élite. Desde hace ya tiempo, se habia ob-
servado que los rendimientos de los atletas eran superiores durante
los meses de verano que en los de invierno, pese a mantener el
mismo régimen de entrenamientos, si bien estos ultimos se llevaban
a cabo durante el invierno en instalaciones cerradas; y fue por ello,
por lo que en diversos paises se procedié a proporcionar radiacio-
nes ultravioleta a los atletas, observandose que tras su aplicacién su
fuerza y velocidad se incrementaban de manera significativa.

Por dltimo, creemos de gran interés referir las observaciones rea-
lizadas sobre la relaciéon entre mialgias musculo-esqueléticas y vita-
mina D. Hay ya numerosos estudios, todos ellos concordantes, en el
sentido de que los pacientes con mialgias son deficitarios en vitamina
D con gran frecuencia (hasta en un 93% de los pacientes en alguna
serie) (7). Muy curiosos son igualmente los llevados a cabo en suje-
tos sometidos tratamiento con estatinas; muchos de estos manifies-
tan mialgias que incluso les llevan a interrumpir sus tratamientos,
dédndose la circunstancia de que un niamero elevado de los mismos
(alrededor del 64 %), son deficitarios en vitamina D. De gran impor-
tancia ha sido comprobar que cuando tales individuos han sido su-
plementados adecuadamente con la vitamina, no solo las mialgias
han desaparecido, sino que han podido proseguir su terapia con esta-



ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA 485

tinas sin que se reanudasen los problemas (8). Por todas éstas ob-
servaciones es por lo que en la actualidad se recomienda que todos
los pacientes afectos de mialgia, especialmente si se comprueba que
son deficitarios en 25-OH-D, sean adecuadamente suplementados.

IV. No es conocido el por qué de las acciones ventajosas de la
vitamina D sobre el sistema cardiovascular, pero si sabemos, a tra-
vés de muy numerosos estudios epidemiolégicos, que la deficiencia
vitaminica se asocia a una mayor frecuencia de angina, de infarto
y de ictus. Asi lo han comunicado Wang y col. en un estudio lleva-
do a cabo a lo largo de mas de 5 afios en sujetos con niveles de 25-
OH-D inferiores a 30 ng/ml (9), e igualmente Kendrick y col. (10) en
un grupo de individuos con valores por debajo de 20 ng/ml. Y no
solamente esto, sino que, como podria esperarse, ha sido también
demostrado que entre los niveles de vitamina D y los factores de
riesgo cardiovascular existe una relacién inversa (hipertensién, dia-
betes, obesidad e hipertrigliciridemia) (11). A este respecto son in-
teresantes los estudios NHANES (12, 13) realizados en un numero
importante de adolescentes, en los que se constaté que los bajos
niveles de 25-OH-D estaban asociados con un mayor riesgo de hi-
pertension (se cree que aquella tiene un efecto regulador negativo
sobre el sistema renina-angiotensina) (14), hiperglucemia (esta de-
mostrado que la vitamina tiene una relacién positiva con la sensi-
bilidad a la insulina) (15) y sindrome metabdlico. El nivel medio de
25-OH-D oscil6 entre 15,5 ng/ml y 28 ng/ml, y se observé que quie-
nes estaban en el cuartil mas bajo (<15 ng/ml) tenian una probabi-
lidad 2,36 veces mayor de tener un tensién arterial elevada, 2,54 ve-
ces mayor de tener hiperglucemia y 3,99 veces mayor de tener
sindrome metabdlico, que los que se encontraban en el cuartel su-
perior (>26 ng/ml).

Finalmente, y todavia en relacién con el sistema cardiovascular,
se han realizado algunas otras interesantes constataciones. Tales han
sido el haber hallado por algunos autores una relacién positiva en-
tre los bajos niveles de 25-OH- vit D y calcificacién de las arterias
coronarias (16), y el que la mortalidad de los sujetos trasplantados
de corazén es significativamente mayor en el primer afo tras el tras-
plante, cuando son deficitarios en la vitamina (17).

V. Desde un punto de vista completamente diferente fueron
interesantisimos los trabajos iniciales de Swartz en el cancer de pros-



486 ANALES DE LA REAL

tata. Fue en sus células donde pudo demostrar por vez primera que
ellas expresaban 1-alfa-hidroxilasa, y que activaban el 25-OH-D con-
virtiéndolo en 1,25(OH),vitD. Posteriormente, se observé que este
mismo hallazgo se hallaba presente en otras células cancerosas del
colon y de la mama, asi como en células normales. A partir de aqui
se llegé al convencimiento de que la vitamina D ejercia unas impor-
tantisimas acciones autocrinas sobre el desarrollo celular (18, 19). En
efecto, la 1,25(0OH),vitD bloqueaba la multiplicacién celular, inte-
rrumpiendo su ciclo divisorio entre las etapas G1 y S, evitando la
sintesis de ADN, en realidad, evitando su duplicacién.; de este modo,
se producia un acumulo de células en fase G1, mientras que se re-
ducia el nimero de las que habitualmente existen en fase S. De otra
parte, existen también datos que indican que es muy probable que
exista otro bloqueo en el ciclo celular, este entre las fases G2 y M,
es decir, entre la preparacién de la divisién celular y la mitosis pro-
piamente dicha. De ésta forma, la 1,25(OH),vitD controla y limita a
nivel local la proliferacién celular. Ademas de éstas acciones, se
observé que, igualmente, facilitaba la diferenciacion celular al tiem-
po en que regulaba la apoptosis.

Con toda esta nueva informacién, que naturalmente aparecia
como tipicamente antitumoral, se emprendio, o mejor dicho, se con-
tinué con mayor empeifo con investigaciones epidemiolégicas orien-
tadas a conocer la relacién que podria tener la disponibilidad de
vitamina D con el cédncer. Existian trabajos antiguos, nada menos
que de 1941 (Apperly), en los que se referia que la mortalidad por
cancer era sensiblemente superior en aquellas personas que habian
recibido poca radiacién ultravioleta, y sobre ello se insistié con
mayor fundamento a finales del siglo por Garland en varios traba-
jos (20, 21), manifestando que el hecho era sobre todo evidente en
los casos de céncer de colon, de préstata y de mama. Esta lista se-
ria ampliada poco después por Grant (22) a muchas otras localiza-
ciones (vejiga, eséfago, vesicula, estémago y recto, entre otros); se
anadia que entre la poblacién de color la frecuencia de la mortali-
dad era también superior a la de la raza blanca, pensando que esto
se encontraria en relacién con la menor sintesis de vitamina D por
parte de la raza negra.

Mas, considerando que lo que hace la radiacién ultravioleta es
sintetizar vitamina D en la piel, se emprendieron a continuacién
estudios mucho mas precisos en los que se procuré establecer si
existia relaciéon entre la incidencia y mortalidad por cancer y los
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niveles plasmaéticos de vitamina D . Fueron los mas importantes los
llevados a cabo por Giovannucci y col (23), quienes en una amplisi-
ma muestra concluyen que la incidencia total de cancer es un 17 %
inferior cuando se aumentan en 10 ng/ml los niveles de 25-OH-D, y
en el conjunto de los cénceres la mortalidad es inferior a un 29 %.
De un modo particular esta relacion fue especialmente significativa
en lo que se refiere a los canceres colorrectal, pancreatico, esofagi-
co, oral y faringeo. Datos diferentes fueron los mas recientemente
aportados por Freedman y col (datos del estudio NHANES III) (24):
manifiestan que con respecto a la mortalidad global por cancer no
existe relacién entre ella y los niveles de 25-OH-D; sin embargo, y
por lo que se refiere a los canceres colorrectal y de mama si que
observaron una manifiesta diferencia en la mortalidad entre quienes
tenian unos niveles normales de 25-OH-D y aquellos que los tenian
claramente inferiores. Por su parte Pilz y col. (25), en 2009, refie-
ren que sobre un total de mas de 3.000 sujetos controlados durante
casi 8 afos, la mortalidad por céncer fue un 55% inferior en los
individuos cuyos niveles de 25-OH-D se encontraban en el cuarto
cuartil comparados con los sufridos por los que se hallaban en el
primer cuartil. Interesante a destacar es que en la mayoria de los
estudios que han analizado el tema suelen coincidir en que efecti-
vamente con la radiacién ultravioleta y con la vitamina D los ries-
gos se reducen, pero esta reduccién es mayor en lo que se refiere a
mortalidad que a incidencia.

Otro enfoque diferente del problema ha sido el de analizar si con
suplementos de vitamina D diariamente suministrados, se reducen los
riesgos de incidencia y de mortalidad. A tales efectos, se han hecho
diversos estudios prospectivos sobre grupos importantes de mujeres
a quienes a unas se les administraron 400 U diarias de vitamina D,
mientras que a otras se les daba un placebo. No se observaron re-
sultados positivos. Si, en cambio, los consiguieron otros autores
cuando la cantidad de vitamina D que se proporcioné fue del orden
de las 1.100 U diarias; es el caso de Lappe y col. (26) quienes trata-
ron a mas de 1.000 mujeres menopatsicas con una sal de calcio y
1.100 U diarias de vitamina D durante cuatro afios. El riesgo de in-
cidencia de céncer en el grupo tratado se redujo hasta en un 60%
cuando se compararon los resultados con un grupo control que ha-
bia recibido un placebo.

Analizando el conjunto de las observaciones realizadas hasta la
fecha parece que, efectivamente, existe una proteccién ejercida por
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la vitamina D sobre la incidencia de cancer. En las distintas publi-
caciones se manifiesta que con niveles elevados de 25-OH-D, la in-
cidencia de cancer se reduce entre un 17% y un 60%. No obstante,
hay autores que consideran que aunque todo este tipo de resultados
parecen como muy verosimiles, les falta atin consistencia para ser
aceptados de forma definitiva.

VI. El descubrimiento en los afos finales del pasado siglo de
que también en los linfocitos CD8, CD4, macréfagos y células den-
driticas existian RVD, hizo suponer que la vitamina D contribuiria
de forma importante en la modulacién del sistema inmune. Parale-
lamente a estas sospechas se puso de manifiesto que muchos de los
individuos que desarrollaban enfermedades autoinmunes eran defi-
citarios en vitamina D. Estos fueron los estimulos para que se em-
prendieran estudios diversos de laboratorio en los que se puso de
manifiesto que la 1,25(0OH),vitD disminuia la proliferacién celular de
Th1, la produccién de interfer6n gamma y de I1-2 e II-5 (27, 28);
experimentalmente, se consider6 que la disminucién de la Il-2 era
uno de los efectos mas consistentes de la 1,25(OH),vitD y que inter-
venia de forma mas decisiva en la reduccién de la mortalidad en
ratones a los que se habia hecho enfermar de procesos autoinmu-
nes. Asi mismo se constaté que existia bajo el influjo de la vitami-
na una reduccién en el factor de necrosis tumoral, circunstancia que
disminuia la importancia de los fenémenos inflamatorios. Por lti-
mo, y también relevante en relacién con estos hechos fue el descu-
brimiento de que en la carencia vitaminica se producia una dismi-
nucién de la respuesta de hipersensibilidad diferida al dinitrobenceno
en ratones (29).

En el plano ya de la clinica humana, y en relacién con las en-
fermedades autoinmunes, son numerosas las aportaciones realizadas.

Asi, por ejemplo, y con respecto a la diabetes tipo 1, es muy im-
portante el papel que desempefia la vitamina D en su prevencion:
Hypponen y col. han sefialado, a través de un amplio estudio en
nifios finlandeses, que cuando se proporcionan 2.000 U de vitamina
D a los nifios durante el primer afio de vida, el riesgo de sufrir pos-
teriormente una diabetes tipo 1 se reduce en un 80% (30).

Otras interesantes contribuciones han sido las efectuadas a pro-
posito de la esclerosis multiple (EM), entidad en la que su condicién
de enfermedad autoinmune se halla bien establecida. La utilidad de
este ejemplo queda ampliada por el hecho de disponerse de un
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modelo experimental en el ratén, la encefalomielitis autoinmune
(EAI) provocada al inyectarle una proteina de tipo mielinico, y que
resulta muy similar en muchos aspectos a la EM.

Epidemiolégicamente, y desde hace ya bastantes afios, se habia
observado que la EM tenia una prevalencia que se relacionaba muy
estrechamente con la habitabilidad de las gentes en latitudes muy
septentrionales y con el nimero de horas de radiacién solar existen-
tes en los meses invernales (31). Mucho mas recientemente, y de
gran interés, fueron los estudios llevados a cabo por Auer y col. (32),
en Alemania, quienes practicando RM con gadolinio en pacientes con
EM encontraron que el nimero de lesiones activas era muy superior
en los meses de primavera que en los del otofio; estas observacio-
nes quedaron complementadas con otras llevadas a cabo por Embry
y col. (33) , quienes vieron que las variaciones estaciénales se halla-
ban inversamente relacionadas con los niveles plasmaticos de 25-OH-
D de los pacientes.

De otra parte, y en el plano experimental, Munger y col. sumi-
nistraron 1,25(0H),vitD a ratones a los que posteriormente inyecta-
ron proteina mielinica a fin de provocar EAI. Los animales tratados
no desarrollaron la enfermedad. Pero ademas, en otros lotes de ani-
males hechos enfermar de EAI, si en el momento de empezar a
manifestar los primeros sintomas eran tratados con 1,25(0OH),vitD
estos desaparecian, pero volvian a reaparecer tan pronto se interrum-
pia el tratamiento (34). En la interpretacién de estos hechos se con-
sidera que son fundamentales algunas de las circunstancias antes
referidas: inhibiciéon de la produccién de Thi, 11-2,II-5, interferén
gamma y FNT.

Los mismos autores de estas experiencias llevaron a cabo un
estudio prospectivo en cerca de 100.000 mujeres valorando el efecto
de suplementos de vitamina D sobre la incidencia de EM. Llegaron
a la conclusién de que el riesgo de padecer la enfermedad se redu-
ce en un 40% cuando se ha utilizado un suplemento vitaminico D
(debe senalarse que los autores emplearon un producto polivitami-
nico, lo que reduce la fiabilidad de la experiencia).

VII. Hemos visto como la disponibilidad de cantidades adecua-
das de vitamina D es un parametro importante para prevenir y ain
tratar no pocas situaciones patoldgicas.

Durante muchos afios se consider6 a la vitamina D poco menos
gue una sustancia Gnicamente precisa para los nifios a quienes se
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les suministraba como preventiva o como terapia frente al raquitis-
mo. Tradicionalmente se recomendaba proporcionar diariamente a
los nifios 400 U, y se procuraba que los padres fueran constantes en
su administracién. No obstante, las frecuentes negligencias induje-
ron a practicar una profilaxis silenciosa. Se procedié, especialmente
en el Reino Unido, a enriquecer en vitamina D numerosos produc-
tos destinados al consumo infantil (leche, zumo de naranja, cerea-
les, etc.). Su eficacia fue notoria, pero pronto se observaron efectos
indeseables. Se produjo una auténtica epidemia de hipercalcemias
que, inicialmente, fueron calificadas de idiopéaticas, pero que muy
pronto fueron correctamente interpretadas: se habian excedido en la
fortificaciéon de los alimentos. Tampoco fue mejor recurso ante la
negligencia la utilizaciéon de las llamadas dosis masivas de vitamina
D (600.000 U de vitamina D). Suministradas a los nifios, una vez al
mes, por mucha gente fueron, asimismo, frecuente origen de impor-
tantes intoxicaciones: hipercalcemia, hipercalciuria, anorexia, estre-
fiimiento, poliuria, etc. El temor a estos cuadros hizo que las Socie-
dades Cientificas aconsejaran durante algtin tiempo que se redujeran
las dosis de todo tipo de la vitamina hasta una media de 200 U dia-
rias. Desafortunadamente, estas recomendaciones coincidieron con
un renovado impulso en pro de la lactancia materna, y dado que en
la leche de mujer el contenido de vitamina D es muy pobre, volvie-
ron aparecer leves formas de raquitismo. Ello, principalmente, indujo
a prestigiosas sociedades cientificas (Lawson Wilkins Pediatric En-
docrinology Society) a recomendar que se volviera de nuevo a la
dosis de las 400 U/d.

En otro orden de cosas, y por lo que se refiere a la gente mayor
que, como hemos visto, es deficitaria con frecuencia en vitamina D,
se aconsejé por parte de la National Academy of Sciences de USA
que los individuos por encima de los 50 afios, recibieran diariamente
entre 400 y 600 U (35); a dia de hoy, sin embargo, existe consenso
respecto a que aquellas personas mayores que viven en regiones poco
soleadas durante el invierno las dosis deben elevarse hasta 800 U/d
y atn a 1.000U/d si se desea que mantengan unos niveles de 25-OH-D
superiores a 30 ng/ml. De hecho, y en algunos meta-analisis que se
han efectuado (36), se reconoce que cuando las acciones preven-
tivas sobre las caidas y fracturas se han llevado a cabo con dosis
inferiores a las 800 U/d, no se han obtenido resultados positivos.
Si, en cambio, cuando se han aplicado dosis de 1.100 U/d. En cual-
quier caso, este aumento de las dosis carece de relevancia en lo que
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a posible intoxicacién se refiere; hoy en dia se acepta que dosis de
2.000 U/d, e incluso superiores, son perfectamente toleradas sin
signos de intoxicacién (35). Parece que ésta empieza solamente
a producirse cuando la tasa plasmatica de 25-OH-D supera los
88 ng/ml.

La importancia de mantener unos niveles normales de 25-OH-D
ha sido repetidas veces subrayada, y tanto se considera asi, que ya
son varios los expertos que recomiendan que aquellos sean valorados
anualmente por toda persona mayor, prefiriéndose ésta determina-
cién, como mas valiosa, a la comunmente realizada de la colestero-
lemia.

Un aspecto diferente al uso de las dosis preventivas, seria el de
sus posibles acciones terapéuticas. No vamos a referirnos a su empleo
en el caso del raquitismo o del hipo y pseudohipoparatiroidismo,
cuya importancia, dosis y utilidad se hallan perfectamente contras-
tadas. Nos referimos a los posibles beneficios que podrian derivarse
de su aplicacién en procesos tumorales y autoinmunes. En ambos
casos, pero sobre todo en los canceres, su utilidad podria ser mani-
fiesta. Sucede, sin embargo, que las dosis para ello necesarias alcan-
zarfan antes sus efectos téxicos que los oncoldégicamente rentables.
Y es por ello por lo que se estan realizando grandes esfuerzos mo-
dificando la férmula de la vitamina D para tratar de obtener un
derivado que reuniera los requisitos de ser tan eficaz como inofen-
sivo. Hasta la fecha no se ha conseguido (37).
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INTERVENCIONES
Prof. Seoane Prado

La excelente y muy didactica ponencia del Prof. Casado suscita,
junto a sus interesantisimas conclusiones, una pregunta de caracter
meramente matemaético. Al indicar que el 80% de la poblacién esta
por debajo de los niveles normales de vitamina D, ¢cudl es el nivel
que se considera «normal» estadisticamente, dado que la casi totali-
dad de la poblacién estaria por debajo?

Muchas gracias».
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Prof. Pérez Pérez

La vitamina D ha sido siempre considerada como un factor de
virilidad y estimulo sexual; de tal manera, que en los animales do-
nantes de esperma a través de mi larga experiencia como director
de Centros de inseminacién artificial, administrabamos vitamina C
para mejorar la calidad del eyaculado, y la vitamina D para conse-
guir elevar el tono y la actividad sexual de los animales donantes.

De otra parte, en los colectivos sometidos a singular actividad
(heliofania, tiempo de exposicién a la luz ultravioleta), con el refe-
rido efecto se incrementa la actividad sexual.

En los tratamientos del raquitismo con vitamina D hay que te-
ner en cuenta el efecto virilizante de esta vitamina.

En consecuencia, la vitamina D ha de considerarse como factor
estimulante de la virilidad.

Prof. Rubia Vila

Quiero agradecer al Prof. Casado de Frias su elegante e intere-
sante conferencia. Me ha llamado la atencién la ubicuidad de los
receptores para la vitamina D y quisiera preguntarle si se sabe dén-
de estan localizados en el Sistema Nervioso Central. Si mal no re-
cuerdo, el cerebelo tiene también receptores para esta vitamina, lo
que podria explicar la hipotonia en la avitaminosis D, aparte de la
afeccién local en los musculos posturales.

Prof. Blazquez Fernandez

Creo que ha sido muy afortunada la eleccién que ha hecho de
la vitamina D como tema de su excelente conferencia. Son muchos
los aspectos relacionados con esta vitamina que aparecen dia tras dia
y apoyan su participacién en distintos procesos fisiopatolégicos.

Condicionada por el tiempo en que fue descubierta recibié la
denominacién de vitamina D, que posiblemente en la actualidad
hubiera recibido el nombre de hormona D, teniendo en cuenta que
como estructura quimica y por su mecanismo de accién se asemeja
mas a una hormona esteroidea. Asimismo sus propiedades hormona-
les se hubieran relacionaoos con los derivados hidroxilados de la
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vitamina D3: 25 hidroxi-colecalciferol producido en higado y el 1,25
dihidroxicolecalcifero formado en rifién, siendo éste ultimo el que
tiene mayor actividad biolégica.

Dada la importancia de la vitamina D3 en diferentes procesos, se
incluye como suplemento en muchos alimentos, como por ejemplo
la leche. Por ello sorprende que se descubran tantas deficiencias de
la vitamina D3 a pesar de los aportes que se realizan. Como conse-
cuencia de esto mi primera pregunta va dirigida a conocer si estas
deficiencias pueden estar relacionadas a distintas alteraciones en el
metabolismo de la vitamina D3 en relacién a cada una de las hidroxi-
laciones o bien a otras causas que puedan desencadenar resistencia
a la accién de los derivados hidroxilados de la vitamina D3, como
ocurre con otras hormonas.

Otra pregunta va encaminada al conocimiento del posible papel
de estos derivados hidroxilados durante el desarrollo, especialmente
en el periodo embrionario. Mucho se sabe de las hormonas durante
la vida adulta pero mucho menos en la vida intrauterina, donde jue-
gan papeles muy importantes.

De nuevo mi felicitacién por su extraordinaria presentacion.

Prof. Alonso Fernandez

Felicitacion efusiva al Prof. Enrique Casado por haber destaca-
do con maestria singular el salto de la proyecciéon de la importan-
cia de la vitamina D en el biberén del nifio a su fundamental inte-
rés en la alimentacién y el estilo de vida del anciano.

Por mi parte quisiera plantear dos cuestiones; la primera de ellas,
es que los dolores ocasionados por las estatinas también podrian
deberse a la movilizacién de mecanismos biolégicos depresivos, en-
tre ellos el cuadro de la fibromialgia, ya que se ha constatado que
la administracion de estos valiosos fArmacos, bien sea como un efec-
to secundario o por el descenso brusco o demasiado intenso de la
tasa de colesterol global, estid expuesto a la incidencia de cuadros
depresivos o actos suicidas.

En este sentido, convendria llamar la atencién de su falta de
inocuidad para frenar la aplicacién abusiva, ya que muchos enfer-
mos con tasas de colesterol global cerca del minimo, entre 160 y 170,
siguen tomando estatinas «a todo pasto».

La otra cuestién se refiere a mi interpretacién de atribuir la
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mayor parte de la caida de los ancianos a un fallo de la coordina-
cién visuomotora o a un déficit cognitivo, y en este sentido es pro-
bable que resulte conveniente integrar el marcador del calcio con la
indagacién de una tasa excesiva de homocisteina o deficitaria de
vitamina B12 o 4cido félico.

Prof. Oscar Valtueiia

Yo deseo participar en el coloquio de la Conferencia del Prof.
Casado de Frias en primer lugar para agradecerle su magnifica pues-
ta al dia sobre la vitamina D, a cuya deficiencia ha calificado de
pandemia y entre sus consecuencias inmediata el raquitismo.

A este respecto recuerdo con nostalgia por los afnos pasados, pues
entonces fui el mas joven de los Consultores espafnoles de la OMS,
cémo tanto la OMS, como la FAO y la UNICEF, ya fuera en el bac-
kground que me hicieron antes de volar a carios paises francéfonos
africanos insistieron tanto o mas que en la necesidad de impulsar
las vacunaciones y en el cambio del tipo de alimentacién infantil,
constituida la mayoria de las veces por carbohidratos de plantas
vegetales, en complementar la alimentacién con dosis cotidianas de
vitamina D.

En un principio como quiera que los nifios africanos completa-
mente desnudos estaban expuestos a un alto grado de insolacién, me
parecié una medida un tanto caprichosa. Pero cuando llegé la esta-
cién de las lluvias, con tres o cuatro meses sin que se viera que
penetraba un solo rayo de sol por las lluvias tropicales y la espesa
vegetacion, cuando los niflos no podian salir de sus chozas y hasta
cambiaba la geografia natura de las regiones, es cuando pude dar-
me cuenta que la deficiencia de vitamina D en los paises tropicales
es una auténtica pandemia, de acuerdo con la magnifica exposicién
del Prof. Casado.



LA REUTILIZACION DE AGUAS RESIDUALES
REUTILIZATION OF WASTEWATER

Por el Excmo. Sr. D. FraNcisco GONZALEZ DE PosADA
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Resumen

Se aborda el problema de la reutilizacién de aguas residuales, con carac-
ter general y visién global, sin pormenores cientificos (fisicos, quimicos y
biolégicos) y técnicos, en el contexto de la grave situacién que padece la
humanidad por la extendida escasez de agua, en cantidad y calidad.

Abstract

The problem of the reutilization of waste water is dealt with, in general
and with a global vision, without scientific (physical, chemical and biologi-
cal) or technical details, in the context of the serious situation that humani-
ty suffers due to the widespread water shortage in quantity and quality.

En el Discurso de ingreso en esta Real Academia Nacional de
Medicina (1998) se establecieron los fundamentos de nuestra concep-
cién acerca de los ambitos disciplinares —raices, contenidos y pers-
pectivas— de la Arquitectura Sanitaria y de la Ingenieria Sanitaria.

Objetivos de esta comunicacién pueden considerarse: una aproxi-
macién al estado de la cuestién de la reutilizacion de aguas residua-
les con una descripcién somera de la problematica existente sefialan-
do la actualidad e importancia del tema. No se pretende hacer un
estudio pormenorizado de los proyectos y descripcién de las corres-
pondientes obras de ingenieria sanitaria ni tampoco de los procesos
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fisicos y quimicos en uso y en perspectivas. Mas bien, sobre un tras-
fondo de temas generales, se destaca la necesidad de tomar concien-
cia acerca de los conflictos que tiene hoy la humanidad en su rela-
cién con el agua: medidas de ahorro, basqueda de nuevas fuentes,
potenciacién de la reutilizacién.

En consecuencia, y en resumen: 1) Visién general de la proble-
matica actual en torno al agua; 2) Mas llamada a la conciencia que
dedicacién intrinseca a los temas concretos directos de ciencia y
técnica; y 3) Establecer un marco de referencia para comunicacio-
nes futuras de contenidos precisos cientifico-técnicos.

1. CONSIDERACIONES INTRODUCTORIAS
1.1. «Salud humana y disponibilidad de agua»

A modo de punto de partida se utiliza aqui, como introduccion,
y en forma de resumen, una primera relacion de ideas expuestas en
un trabajo anterior (2002) que concluia en forma de metafora ma-
tematica expresando la salud humana como funcién de unas varia-
bles consideradas fundamentales de la forma siguiente:

a) Si se refiere a la sociedad, con la expresién genérica de ‘sa-
lud humana’:

Salud humana = f (aire, agua, alimentacién, medicamentos),
b) Si se refiere a una persona, con la expresién ‘salud personal’:
Salud personal = f (genética, ambiente),

de modo que la genética representa el parametro intrinseco de un
ser humano concreto y el ambiente integra los parametros extrinse-
cos actuales principales: agua, aire, alimentacién y medicamentos del
entorno geografico y social de la persona.

El problema general de la «salud humana y disponibilidad de
agua» asi como numerosos subproblemas se insertan en el ambito
de la «<Medicina preventiva y Salud social».

Con referencia al agua, la relaciéon de agua y vida permitié des-
tacar tres ideas fundamentales. Primera: a la luz de los conocimien-
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tos actuales, todo parece indicar que en el agua tuvo lugar el ori-
gen de la vida en la Tierra. Segunda: el agua, constituyente bésico
de los seres vivos. Y tercera: el agua desemperfia un papel fundamen-
tal en el metabolismo de los seres vivos.

La ecuacién basica expresa que la salud humana depende del
agua, marco propio y principal de la Ingenieria Sanitaria (1998). En
este contexto se destacaban (2002) otras cuantas ideas. Primera: el
agua, estrictamente necesaria para vivir. Segunda: el agua es muy
abundante en la Tierra ... pero en los océanos y mares donde es sa-
lada. Tercera: en los continentes el agua natural (no salada) hoy se
presenta como escasa y estd mal distribuida. Cuarta: el problema de
la disponibilidad. Y quinta idea: la ingenieria sanitaria como medio
de solucién, planteando dos grandes cuestiones: 1) el abastecimien-
to de agua con el correspondiente tratamiento; y 2) la depuracién
de las aguas residuales.

Estas ideas se utilizaron como elementos de reflexiéon y debate
(2007a) en el I Seminario de Estudio «Acqua: Fons Vitae» organiza-
do por la Real Academia de Cultura Valenciana y la Fundacién
«Agua y Progreso». En este marco de ideas pueden citarse también
las relevantes acciones de nuestro compaiiero Federico Mayor Zara-
goza (1999 y 2010).

1.2. Agua y aire, aire y agua: de bienes inagotables y gratuitos
a bienes economicos

El agua y el aire han sido considerados en la larga historia de
la humanidad como bienes inagotables y gratuitos, mucho mas el aire.
Las poblaciones se establecian en lugares con agua dado que en
todos habia aire. Pero en nuestra actual etapa histérica se presen-
tan paraddjicamente tan abundantes (en cantidad) como escasos (en
la calidad requerida en los lugares requeridos); por eso son ya am-
bos auténticos bienes econémicos. Y aqui mucho mas el agua. La
salud humana aunque no sélo depende del agua, como se ha indi-
cado, si depende de ella de modo estrictamente necesario, de su
disponibilidad y de su calidad.

Por lo que respecta al aire he dedicado una atencién especial a
su estudio y destacado su importancia en la Arquitectura como exi-
gencia para la salud (1998). Durante unos diez afios se ha desarro-
llado como curso de doctorado en la Universidad Politécnica de
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Madrid y en la Real Academia Nacional de Medicina con el patro-
cinio del Instituto de Espafa. Y con este trasfondo se ha organiza-
do un reciente Ciclo de conferencias sobre «Arquitectura Sanitaria»
(2011). Asi hemos relacionado de manera especial el aire con la
Arquitectura y el Urbanismo.

El agua ha constituido el nicleo de la Ingenieria Sanitaria y
aqui nos encontramos. Era abundante, relativamente gratis o muy
barata, para todos, de sobra, regalo de la Naturaleza. Pero aquellos
tiempos se acabaron. Y no hace tanto de ellos en casi todas partes
y casi siempre. El agua es un recurso imprescindible para la vida.
El reconocimiento de esta realidad lleva implicito el derecho uni-
versal de acceso al agua y al saneamiento. La primordial cues-
tién es su disponibilidad. En los «Objetivos de desarrollo del Mile-
nio» del afio 2000, relacionados directamente con el agua, reducir a
la mitad el porcentaje de personas sin acceso al agua y al saneamien-
to, parece ser, con la incertidumbre inherente a cualquier proyeccion,
segun el dltimo informe disponible, que el primero podra cumplirse
en torno al afio 2015 pero de ninguna manera el relativo al sanea-
miento pese a su gran incidencia sobre la salud. La ley espafola de
Aguas de 1879 ya destacaba el caracter de bien piblico.

El 28 de julio de 2010, la Asamblea General de la ONU apro-
b6 la Resolucién 64/292 que establece que la Asamblea General:

1. Reconoce que el derecho al agua potable y al saneamiento es
un derecho humano esencial para el pleno disfrute de la vida
y de todos los derechos humanos.

2. Exhorta a los Estados y las organizaciones internacionales a
que proporcionen recursos financieros y propicien el aumen-
to de la capacidad y la transparencia de tecnologia por me-
dio de la asistencia y la cooperacién internacionales, en par-
ticular a los paises en desarrollo, a fin de intensificar los
esfuerzos por proporcionar a toda la poblacién un acceso eco-
némico al agua potable y al saneamiento.

El aire y el agua, Arquitectura Sanitaria e Ingenieria Sanitaria,
constituyen piezas capitales de la Medicina Preventiva y de la Salud
Publica.
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1.3. Acerca de la historia del agua en el siglo XX: de ‘hulla
blanca’ a ‘oro azul’

Para una valoracién adecuada del problema que atosiga a una
parte importante de la humanidad parece conveniente por mediacién
de las metaforas ‘hulla blanca’ y ‘oro azul’ comprender facilmente el
proceso del papel del agua desde comienzos del siglo XX a comien-
zos del XXI (2007b).

En el gozne de los siglos XIX a XX el agua era abundante, muy
abundante para la satisfaccion de las necesidades de la humanidad
de la época en lineas generales. Tanto que constituyé la fuente de
energia basica para la exigente produccién de energia de la crecien-
te revolucién industrial de esta etapa de la humanidad: la energia
hidroeléctrica como sustituta del carbén: la «hulla blanca», limpia,
abundante y barata. Todavia en los afios 60 cuando acabé la carre-
ra de Ingenieria de Caminos, Canales y Puertos y me integré en el
Laboratorio de Hidraulica del Centro de Estudios Hidrogréaficos, la
revista considerada de maximo prestigio era «La Houille Blanche»,
referencia mundial.

Asi la «hulla blanca» (limpia) podia retirar el carbén —«hulla ne-
gra» (sucia)— y constituirse en primordial fuente de energia tras los
progresos en las turbinas. No s6lo daba de beber sino que aportaba
para la época grandes cantidades de energia.

Hoy el agua se ha convertido en «oro azul», es escasa, cara, vy,
mas aun, causa de guerras presentes y de las que se vislumbran para
el futuro.

Esta es una de las caracteristicas de la historia humana del si-
glo XX a la que no se concede la importancia que tiene: el transito
de bien abundante, barato y utilizable en cantidad y calidad para
produccién de energia a bien escaso, caro y soélo utilizable como
fuente de extrema calidad («centrales de punta» se les llama) en la
produccién de energia dentro de las denominadas renovables. El ac-
ceso al desarrollo de unos y el creciente desarrollo de otros pone de
manifiesto la necesidad de recursos hidricos adicionales.

En la actualidad, en sintesis apretada y a modo de resumen de
ideas basicas, pueden establecerse las siguientes.

Primera. El agua es condicion esencial para la vida.

Segunda. El agua es indudablemente un bien econdmico y social.

Tercera. El acceso al agua potable es un derecho fundamental, por
serlo el derecho a la vida, ya que ésta es indisociable del agua: «el
agua es vida».
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Cuarta. El agua es una exigencia ética.

Quinta. El agua es una necesidad urgente para la vida de nume-
rosas personas.

Sexta. El agua es un desafio histérico en la actualidad para la
humanidad.

2. UNAS NOTAS ACERCA DEL ABASTECIMIENTO DE AGUA

El proceso general de la problematica del agua en el ambito de
la ingenieria integra, en sintesis, los siguientes pasos: recoger, acu-
mular, conducir (canales, acueductos, trasvases), distribuir, usar,
depurar, regenerar, reutilizar, ... y producir (desalar, etc.).

2.1. Las respuestas tradicionales de abastecimiento de agua

La disposiciéon de agua en los tiempos mas recientes no ha exi-
gido el establecimiento de la vida en las orillas de un rio con cau-
dal suficiente para toda la poblacién y de manera estable. El agua
no es un recurso que esté inmediatamente accesible en la practica,
y menos en paises como Esparfia con escasa e irregular disponibili-
dad de recursos hidricos; siempre son necesarias infraestructuras
para satisfacer nuevas necesidades. La ingenieria civil supo resolver
el problema del abastecimiento a las ciudades mediante el aprove-
chamiento de las aguas superficiales y de las aguas subterraneas de
manera eficaz.

Por lo que respecta a las aguas superficiales el problema se re-
solvia mediante la construccién de presas en cerradas adecuadas
constituyendo embalses de captacién y acumulacién. Estos podian
tener usos diversos, prioritariamente para consumo humano, uso
agricola o produccién de energia hidroeléctrica.

La garantia de adecuada potabilidad exigié estaciones de trata-
miento y depésitos a la entrada de las ciudades para su distribucién
por la red urbana. A fin de cuentas, obras de captacién, regulacién,
canalizacion, acueductos, etc. He tenido la oportunidad profesional
de participar en numerosos de estos eventos de ingenieria hidrauli-
ca: presas de El Pardo en el rio Manzanares para regulaciéon de ave-
nidas y control del caudal del rio en Madrid; de Riafio, para rega-
dio y produccién eléctrica; de Anarbe, para abastecimiento de agua
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a San Sebastidn; de El Gergal, para abastecimiento a Sevilla; encau-
zamientos de los rios Tajo en Aranjuez y del Llobregat y Noya en
Martorell; recrecimiento de las presas de Izndjar y de Bolarque; en
ésta aliviadero y central reversible, en el origen del trasvase Tajo-
Segura; presas en los grandes embalses del rio Nizao en la Republi-
ca Dominicana: Valdesia y Hatillo; Torre de Compensaciéon de Ma-
jadahonda para el abastecimiento a Madrid, Sistema Oeste; Canal de
El Vellon; etc.

Mediante pozos y estaciones de bombeo se utilizan las aguas
subterraneas que tras un adecuado tratamiento pueden también in-
troducirse en la correspondiente red hidraulica urbana de distribu-
cién.

Quizas sélo quede en esta introduccién senialar que el tratamiento
de estas aguas potables, anterior a su distribucién para el consumo,
es de diferente naturaleza al de las aguas residuales, objeto primor-
dial de esta comunicacién. E indicar que complemento esencial del
abastecimiento es el saneamiento.

2.2. La problematica actual: escasez en cantidad y calidad

El agua, sustancia vital para la humanidad, se ha convertido en
un motivo de preocupacién mundial en las dltimas décadas. El in-
cremento demografico, la industrializacién de los paises mas desa-
rrollados, la creciente contaminacién, las variaciones climéticas y las
practicas ineficaces de la gestiéon del agua, ha dado lugar a situacio-
nes de pronunciado desequilibrio en el balance hidrico en determi-
nadas zonas pobladas del planeta, especialmente en aquellas regio-
nes aridas o semiaridas.

La escasez de agua en el mundo es un problema y su consumo
en las zonas industrializadas crece a pasos agigantados. Esta situa-
cién obliga a la obtencién de agua potable por distintas vias.

El creciente descenso del volumen por persona y de la calidad
de las reservas existentes de agua, junto a los principios aceptados
de la conservacién del medio ambiente a través de un desarrollo
sostenible, ha dado lugar al planteamiento de soluciones alternati-
vas que puedan paliar el déficit de recursos naturales directos de
agua dulce: el problema de maxima actualidad de la escasez, en
cantidad y calidad.
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2.3. Unas respuestas actuales para el abastecimiento

Haré referencia a tres tipos posibles de soluciones muy diversas
entre si y todas objeto de enormes controversias desde diferentes
perspectivas. Los problemas del agua estian unidos al del desarro-
llo sostenible en el planeta. El actual calentamiento global, expre-
sado usualmente con la versién débil de cambio climatico, modifica
la disponibilidad y las necesidades de agua.

Primera. Una solucién tradicional pero de problematica actuali-
dad es la denominada trasvases entre cuencas, problema que en el
caso de Espafia se ha agravado enormemente con la creacién del
‘estado de las autonomias’ y de importante transferencia de compe-
tencias sobre el agua a las mismas. Los trasvases constituyen, sin
ningin género de dudas, en determinados casos obviamente, una
adecuada solucién. (El caso més significativo en la actualidad en
Esparia es el discutido trasvase del Ebro, de tal manera que se le dice
no, no sélo en Aragén sino también en Cataluna, donde se acepta
como elemental el trasvase desde el Rédano hasta Barcelona). Trans-
ferencias de caudales entre ambitos diversos, cuencas distintas e
incluso distantes. En todo caso, los trasvases exigen la construccién
de grandes infraestructuras de transporte de agua.

Segunda. La desalacién de agua de mar, proceso iniciado en
Espafa para Lanzarote por mediacién de nuestro amigo y compa-
fiero Manuel Diaz Rijo (2007). Solucién indiscutible en casos como
los de una isla desértica. Otro problema es hasta cuanto (exceso de
poblacién, consumo de energia, etc.) hay que desalar.

Tercera. Producir agua dulce de la niebla para lo que existen
tecnologias disponibles y a precios razonables.

Cuarta. De apariencia disparatada y aiin no puesta en practica es
el transporte de gigantescas masas de hielo desde la Antértida,
por ejemplo, al Yemen y Arabia Saudita o al Sahara.

Y quinta. La regeneracion de aguas residuales para su reutili-
zacion.

2.4. La respuesta alternativa asumida como solucion actual de
caracter general

Con la expresién ‘caracter general’ se pretende abarcar el «en
todas partes siempre» (paises desarrollados y en vias de desarrollo
y estructuralmente no sélo coyunturalmente).
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En resumen, las necesidades actuales de agua de abastecimiento
conducen a las siguientes conclusiones.

Primera. Hay poca cantidad de agua para las necesidades del
mundo moderno.

Segunda. Hay mucho que trabajar —gastar adecuadamente—
para disponer de agua de calidad suficiente para la salud.

Tercera. Necesidad de proyectos relativos a que la poca cantidad
pueda reutilizarse mediante los procesos de depuracién y regenera-
cién por las condiciones medioambientales y el desarrollo sostenible.

Y cuarta. Ante la escasez existente debe recurrirse a la reutili-
zacioén.

3. DEPURACION Y REGENERACION DE AGUAS RESIDUALES
3.1. De residuo a recurso

Se ha senalado como problema de méaxima actualidad la escasez,
en cantidad y calidad, del agua. En estudios de prospectiva suele
considerarse que para el ano 2050 vivirian en las ciudades de paises
en desarrollo casi 3.000 millones de personas mas que ahora y que
debido a esta presién demografica unida a los efectos del calenta-
miento global més de 1.000 millones sufririan escasez de agua; y en
esto de ordinario no se abordan ni el problema de la calidad ni el
de las infraestructuras necesarias para el suministro. Asi, se ha puesto
sobre el tapete mundial el problema de la regeneracién y de la pos-
terior reutilizacién de las aguas residuales no sélo como una posible
respuesta sino como la solucién. Esta con caracter general debido
también a las exigencias medioambientales, de modo que se comple-
mentaria en determinados lugares con una necesaria desalacién.

En el desarrollo de lo que ahora se inicia, aunque existe una
amplia bibliografia que ofrece matices diferenciadores, soy deudor
principal de mi amigo y colega Sebastian Delgado Diaz (2009) de
quien selecciono ideas, estructura y bibliografia basica.

Con la consideracién de nuevo recurso, las aguas residuales
regeneradas, debidamente gestionadas, ofrecen un futuro prometedor
en un marco de desarrollo sostenible mediante un uso racional y
eficiente del agua. Asi, el reto de la sostenibilidad mediante la rege-
neracion de las aguas residuales y su reutilizacién constituye un tema
de creciente actualidad. De esta manera se ha establecido como al-
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ternativa viable, dadas las dificultades de diversos tipos de las res-
tantes alternativas —trasvases, desalacién, transporte de masas de
hielo—, la reutilizacion de las aguas residuales, una vez regeneradas
y adecuadas al uso o destino final.

A modo de noticia histérica, establecida ya con la consideracion
actual del agua residual como recurso, en vez de residuo, su practi-
ca comienza hacia 1960, en los Estados Unidos, con la puesta en
marcha de un proyecto de gran alcance de reutilizacién planificada,
destinado a la recarga de acuiferos en California con agua residual
regenerada, pero teniendo en cuenta que deben utilizarse tecnologias
avanzadas de tratamiento del agua para garantizar la ausencia de
riesgos de contaminaciéon en las masas acudticas de los acuiferos
recargados.

Se considera que un proyecto de regeneracién de aguas residua-
les exige dos requisitos basicos.

Primero. La definicién de los niveles de calidad adecuados a los
usos que se le vaya a dar al agua regenerada.

Segundo. El establecimiento de los procesos de tratamiento para
alcanzar los limites de calidad para cada uno de los usos previstos.

En la figura 1 se representa la calidad relativa de las aguas na-
turales, potables y residuales, y los niveles conseguidos en funcién
de su tratamiento.

Los procesos de tratamiento de las aguas residuales han logrado
importantes avances en los tltimos afos en los que se ha aumenta-
do apreciablemente la capacidad de numerosos paises para produ-
cir aguas regeneradas. Dos son las principales caracteristicas que
deben aunar estos procesos: que el agua efluente sea de calidad acep-
table y que se obtenga a costes moderados. La solucién sirve como
alternativa en la contribucién a paliar la escasez de los recursos
naturales directos de agua, especialmente en aquellos paises con alto
desequilibrio del balance hidrico.

El agua residual no sélo es recurso sino que se produce de ma-
nera practicamente continua, de modo que se convierte en fuente
permanente de agua.
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Fic. 1. Calidad relativa del agua segin el uso y tratamiento.

3.2. Tecnologias de depuraciéon y de regeneraciéon de aguas
residuales

El tratamiento de depuracion y regeneracién de las aguas residua-
les persigue la eliminacién de contaminantes fisicos, quimicos y bio-
légicos que contienen las aguas tras el uso humano. Estas aguas
residuales han sido generadas en las viviendas, locales comerciales,
industrias de todo tipo, hospitales, etc. A ellas se unen de ordinario
(cuando no hay implantacién de sistemas duplicados) las pluviales
con todo lo que arrastran. (Por lo que se refiere a contaminantes del
agua se aprecia progresiva y notablemente un fuerte crecimiento de
sustancias farmacéuticas).

El objetivo del tratamiento consiste en lograr: a) un efluente tra-
tado que pueda considerarse agua limpia para su reutilizacién en
sustitucién del agua residual afluente; y b) un residuo sélido y/o fan-
goso también reutilizable con algtin propésito.

El tratamiento, en general, consiste en un conjunto de sucesivos
procesos fisicos, quimicos y biolégicos que se enumeran a continua-
cién en sintesis apretadas sin descripciones técnicas ni especiales
desarrollos cientificos.

Las técnicas utilizadas pueden clasificarse y denominarse de di-
ferentes maneras. Partimos de la expuesta por Delgado (2009) en
convencionales y nuevas.
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a) Tecnologias convencionales

Lo establecido como convencional en el tratamiento de las aguas
residuales integra un conjunto de procesos y operaciones, dispues-
tas en forma secuencial, que tienen por objetivo la separacién de los
componentes contaminantes de las aguas, y constan generalmente de
tres etapas consecutivas.

La primera etapa tiene por objeto la separacién o eliminacién de
las sustancias sélidas, de tamafios relativamente grandes, junto a los
aceites y grasas presentes en el agua. Para ello se utilizan procesos
mecanicos y fisicos y al conjunto se le denomina usualmente pretra-
tamiento.

La segunda etapa esta destinada a separar los sélidos en suspen-
sion de pequeiio tamario que pueden sedimentar a una velocidad
apreciable. Es la etapa de sedimentacion primaria o tratamiento pri-
mario.

La tercera etapa pretende la eliminaciéon de la materia orgdnica
disuelta en el agua, no separable por métodos fisicos tradicionales.
Cuando esta materia organica disuelta es biodegradable, el proceso de
oxidacion bioldgica es el mas efectivo y econémico, por lo que es el
mas utilizado en la practica comun. Los microorganismos, de varias
especies, pero principalmente bacterias, utilizan como alimentacién
la materia orgéanica del agua, en presencia de oxigeno, para su acti-
vidad vital y para su reproduccion; estas bacterias activas se separan
del agua y se devuelven al reactor biolégico para aumentar su con-
centracién e incrementar asi la efectividad en la depuracién del agua.
Esta separacion se realiza en los sistemas convencionales en un cla-
rificador que actiia por gravedad, clarificador secundario, y consti-
tuye el denominado tratamiento secundario. El agua sobrenadante
constituye el efluente secundario de la planta de tratamiento, y ge-
neralmente es apto para vertido a través de emisarios submarinos.

Sin embargo, si este efluente se desea reutilizar en diferentes
aplicaciones, es necesario someterlo a otros tratamientos para pro-
porcionarle la calidad exigible a la aplicacién oportuna (aguas rege-
neradas). Al conjunto de tratamientos adicionales se le denomina tra-
tamiento terciario.

La reutilizacién de las aguas residuales tratadas requieren de tra-
tamientos terciarios avanzados, entre los que se incluye la filtracién
por arena, la desinfeccién, la desalinizacién, la micro y ultrafiltra-
cién por membranas, y otras.
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El esquema genérico del tratamiento convencional de las aguas
residuales domésticas se presenta en la figura 2.

Agua p. Tratamiento | | Tratamiento | | Tratamiento | | Tratamiento | EﬂU$ te
residual previo primario secundario terciario liquido
Tratamiento Eﬂ“
de lodos S"h 0

FiG. 2. Etapas del tratamiento convencional de las aguas residuales.

b) Las nuevas tecnologias: reactores biolégicos de membranas

Las normativas sobre calidad de los vertidos a masas acudaticas,
cauces de rios, bahias, lagos, etc., especialmente en zonas declara-
das como sensibles, son cada vez mas exigentes, lo que ha llevado
a sustituir el término tratamiento de depuracién por el de regenera-
cion de las aguas residuales, de forma que los procesos aplicados
sean capaces de proporcionar efluentes de calidad de agua practica-
mente equivalente a la que tenia antes de su uso. Para conseguir esa
calidad es necesario aplicar tecnologias mas sofisticadas y mas ca-
ras que las utilizadas en los procesos convencionales.

Entre las tecnologias de membrana para la regeneraciéon de aguas
residuales (que se utilizan cuando el uso previsto justifica el precio
final y en todo caso si piensa utilizarse como agua de bebida) pue-
den citarse: microfiltracién (eliminacién de sélidos en suspensién del
orden de 107m), ultrafiltracién (10®m), nanofiltracién (10°m), ésmo-
sis inversa, electrodialisis reversible y electrodesionizacién.

Entre las tecnologias intensivas de regeneracién emergentes de
mayor éxito en el mercado internacional para la regeneracién de
aguas residuales pueden considerarse membranas de ultrafiltracion en
combinacién con el proceso biolégico de lodos activados, dando lu-
gar a la denominacién de Reactores Bioldgicos de Membranas (RBM)
o biorreactores de membrana.

Un RBM es esencialmente un proceso de lodos activados en el
que se ha sustituido el clarificador de separacién de biomasa por un
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sistema de filtracién por membranas de ultrafiltracién, que actiia de
barrera total frente a sélidos en suspension (incluye bacterias y gran
parte de virus). La mayoria de los RBM actuales tienen las membra-
nas de ultrafiltracién sumergidas en el reactor, en contacto con la
biomasa bacteriana en suspension.

Las nuevas tecnologias de membranas se estdn imponiendo a
gran velocidad en el mercado pero sus costes son aun elevados. El
problema principal esta en el ensuciamiento de las membranas du-
rante la filtracién, fenémeno todavia pendiente de resolver definiti-
vamente, pues los mecanismos son muy complejos, especialmente
cuando intervienen procesos biolégicos acoplados, como en este caso.

¢) Tecnologias de desinfeccion para regeneracion

Entre éstas, a las que dedicaremos especial atencién en otro
momento, pueden senalarse: 1) ozonizacién, principalmente contra
virus y bacterias; b) diéxido de cloro, sustitutivo de la tradicional
cloracién (cloramina) que es un oxidante efectivo y buen biocida; y
¢) radiacién ultravioleta que actia sobre los 4cidos nucleicos y las
proteinas anulando la reproduccién de determinados patégenos.

4. REUTILIZACION DE LAS AGUAS RESIDUALES

4.1. Usos de las aguas residuales regeneradas

Las aguas residuales regeneradas se estan empleando en diferen-
tes usos, de los cuales los mas destacables son los siguientes.

Reutilizacion urbana

La reutilizaciéon urbana consiste en satisfacer las necesidades se-
cundarias de agua en las ciudades, tales como parques y jardines,
incendios, lavado de calles y automéviles, fuentes, lagos recreativos,
patios, cisternas de sanitarios e instalaciones deportivas; y comple-
mentariamente otras necesidades como riegos de medianas de auto-
pista, cementerios, campos de golf (caso singular que genera a ve-
ces tensiones sociales), etc.

Se han desarrollado, y progresivamente establecido en numero-
sas ciudades, especialmente en aquellas donde el consumo es muy
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elevado, sistemas duales de distribucién de aguas, mediante segrega-
cién de las redes de suministro de agua potable de las redes de agua
no potable.

Las aguas residuales urbanas regeneradas, con calidad fisico-qui-
mica y sanitaria adecuada, constituyen un recurso apto para las
consideradas necesidades secundarias.

Reutilizacion agricola

Las mayores necesidades de agua en el mundo se presentan en
la agricultura; se considera que es del orden del 70% la demanda
mundial de agua para este uso.

La reutilizacién agricola constituye la aplicacién mas extendida
del agua residual regenerada, tanto para cultivos horticolas como de
cultivos con procesamiento posterior. En los productos de huerta, de
apreciable consumo crudo, hay que controlar adecuadamente la re-
generacién de las aguas de riego que suponen una mayor produc-
cién agricola, ya que, con frecuencia, estas aguas constituyen vehi-
culos de abonos, por el peligro de contaminacion.

Entre las politicas actuales pueden considerarse: a) potenciacién
del ahorro; b) eleccién adecuada del tipo de cultivo a la disponibili-
dad de agua; y c) establecimiento de precios reales (dados los cos-
tes extras asociados a la ‘produccién’ y al transporte del agua).

La utilizacién de estas aguas residuales como recurso para rega-
dios permite considerarlas como riego localizado, bien como asper-
sién y goteo, o bien por inundacién; de modo que se convierte en
un recurso indispensable para poder mejorar la productividad agri-
cola en aquellos lugares con escasez de agua. Suponen un recurso
de bajo coste, y tal que a él se unen otros beneficios como la mejo-
ra de los rendimientos agricolas, el ahorro de fertilizantes, y un
aumento en la proteccién contra los dafios de las heladas. En pai-
ses aridos como, por ejemplo, Egipto, Israel o Tunez, el agua rege-
nerada representa un factor esencial para la produccién agricola.

Reutilizacion industrial

Dos aspectos importantes deben destacarse en este punto. Por
una parte, la necesaria depuracion in situ en algunos casos especia-
les mediante reciclado del agua, lo que se realiza con éxito en va-



512 ANALES DE LA REAL

rias industrias. Por otra parte, de modo analogo al uso urbano y
agricola, las aguas residuales urbanas regeneradas se utilizan tam-
bién como un recurso externo para diferentes aplicaciones industria-
les, principalmente agua de refrigeraciéon y agua de procesos.

De manera especial se consideran las industrias papeleras, las
centrales térmicas y las industrias sidertrgicas. La industria minera
también ha adoptado el uso de estas aguas en refrigeracion, trans-
porte o agua de proceso.

Recarga de acuiferos

Un capitulo de sumo interés es el de la recarga de acuiferos con
aguas residuales regeneradas. Entre los objetivos de esta recarga
artificial pueden considerarse los siguientes:

Primero, y sobre todo, el importante papel que puede jugar en la
reutilizacion potable indirecta planificada.

Segundo, la detencién del descenso de los niveles del agua sub-
terranea debido a la sobreexplotacién.

Tercero, la proteccion de los acuiferos costeros frente a la intru-
sién marina.

Y cuarto, el almacenamiento de las aguas superficiales para usos
futuros.

El grado de regeneracién necesaria exigible para obtener un agua
de calidad apropiada para la recarga subterranea depende de las
caracteristicas hidrogeolégicas del acuifero, y de la cantidad y por-
centaje de agua regenerada aplicada. Entre los factores mas impor-
tantes para la aceptaciéon de un proyecto de recarga de acuiferos con
agua regenerada destacan los asociados a los efectos adversos relacio-
nados con la salud publica, que pueden derivarse de la introduccién
de microorganismos patégenos o cantidades traza de compuestos
toxicos en el agua subterranea, que posteriormente seria consumida
por los humanos.

Reutilizacién potable

La reutilizacién potable, siempre planificada (es decir, con fija-
cién de objetivos concretos bien programados), de las aguas regene-
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radas se clasifica en dos categorias: a) reutilizacién potable indirec-
ta; y b) reutilizacién potable directa.

La reutilizacién potable indirecta planificada pretende incremen-
tar los recursos destinados a agua potable mediante la mezcla de las
aguas regeneradas con las naturales, en proporciones y calidades
muy controladas, para su posterior potabilizacién y suministro como
agua de consumo.

La reutilizacion potable directa planificada significa que el agua
regenerada con calidad potable se mezcla directamente en la red de
distribucién de agua de consumo.

Hasta el presente las cantidades de agua regenerada reutilizadas
directamente como agua potable son pequerias, pero el interés, tan-
to desde el punto de vista tecnolégico como de salud publica, es
creciente. Estas experiencias han originado un fuerte debate que ha
conducido a la formulacién de rigidos criterios y estdndares de reuti-
lizacién del agua depurada como agua potable. No puede olvidarse
que el origen de estas aguas despierta recelos en los posibles usua-
rios. En todo caso requiere la aplicaciéon extrema del considerado
principio de precaucion: las aguas regeneradas deben ser fruto de la
utilizaciéon de los mejores conocimientos técnicos y cientificos dis-
ponibles en cada momento y con control extremo de garantia sani-
taria.

4.2. Consideraciones de actualidad

En la actualidad, las aplicaciones mas importantes de las aguas
residuales regeneradas son la reutilizacién urbana, en la que puede
incluirse el uso recreativo y parte del medioambiental, la reutiliza-
cién agricola y la recarga de acuiferos. La reutilizacién potable di-
recta, que no es de gran demanda en la actualidad, presenta uno de
los retos mas importantes de la reutilizacién del agua regenerada
desde el punto de vista tecnolégico, econémico y social.

Por lo que respecta a tendencias en la reutilizaciéon de aguas
residuales, la tecnologia a utilizar depende del tipo de uso del agua
regenerada y de los criterios de calidad, fisico-quimica y sanitaria,
que requiera cada aplicacién.

Los efluentes secundarios, obtenidos de los tratamientos biol6gi-
cos convencionales, no suelen alcanzar la calidad adecuada para la
mayor parte de las aplicaciones, por lo que necesitan de un trata-
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miento terciario, o de una nueva tecnologia que resulte mas eficiente
en su conjunto para alcanzar la calidad precisa. El uso de mem-
branas de micro y ultrafiltracién para el tratamiento de efluentes
secundarios clarificados es ya una tecnologia convencional, que lo-
gra una alta calidad en el agua producto y practicamente libre de
bacterias.

Las membranas de ésmosis inversa y la desinfeccion con diferen-
tes agentes, como etapa avanzada final de regeneracién de aguas,
suelen proporcionar efluentes de calidad potable.

La confianza en el uso de las aguas regeneradas, y con ello la
aceptacién por parte de todos los agentes implicados, estd vincula-
da a un conjunto amplio y complejo de factores socio-econémicos,
pero se consideran prioritarios los relacionados con la calidad sani-
taria y fisico-quimica del agua, el coste, la garantia de suministro y
la eficacia de las empresas encargadas de su gestion.

4.3. Normativas sobre la reutilizacion de las aguas

Las normativas y guias sobre calidad de aguas para vertido y para
reutilizacién de este recurso son cada vez mas exigentes, lo que
implica el uso de tecnologias eficientes capaces de proporcionar
efluentes de muy alta calidad que garanticen la seguridad sanitaria
y ambiental a costes moderados.

Entre los documentos de esta naturaleza pueden recordarse: 1)
«Objetivos de Desarrollo del Milenio», de la ONU 2000; 2) «Directi-
va Marco del Agua» de la Unién Europea, 2000, Directiva de la UE
91/271; 3) En Espana, el Real Decreto 1620/2007, de 7 de diciem-
bre, que establece el régimen juridico de la reutilizaciéon de las
aguas depuradas (Ministerio de la Presidencia, 2007), de modo
que, ademads de establecer mecanismos legales que permiten dispo-
ner del agua residual depurada como recurso alternativo, se impul-
san planes de reutilizacién y de uso mas eficiente del agua.

4.4. A modo de conclusiones
Primera. Puede afirmarse que las aguas residuales regeneradas

constituyen un recurso hidrico no convencional importante en el
marco de la gestién sostenible del agua.
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Segunda. La reutilizaciéon de las aguas regeneradas en diferen-
tes aplicaciones constituye hoy una practica extendida en el mun-
do, y de forma intensiva en zonas aridas y semidridas.

Tercera. En perspectiva de futuro, nuevas tecnologias, exigen-
cia de calidad sanitaria, marco juridico adecuado y gestion efi-
caz del agua son las cuatro lineas que deben confluir para paliar
la escasez de agua. Instrumento util pero no panacea definitiva por
su coste.

APENDICE. UN CASO SINGULAR: LA SALIDA AL ESPACIO

A modo de apéndice conviene sefialar el caso de reutilizacién de
agua residual en su méaxima expresiéon actual: la Estacién Espacial
Internacional (la ISS, su acrénimo en inglés), en clave de mirada
hacia el futuro.

El horizonte que se ha abierto la humanidad en las dltimas dé-
cadas como radicalmente novedoso es el de la exploracién y poste-
rior colonizacién del espacio exterior: naves espaciales, estaciones (de
momento solo) en érbita terrestre, la ya preconcebida base en la
Luna y la ciudadela o colonia en fase preproyectada en Marte.

Pero esta vida futura, en lo que respecta al tema objeto de re-
flexién, es ya presente, bien presente, en la referida Estacién Espa-
cial Internacional. En ésta se presentan como capitales los problemas
de aire —puro y confortable— y agua —potable—, sin que existan
propiamente como fuentes.

En la ISS se manifiesta de manera excepcional la consideracién
del agua (y la del aire) como bien escaso que debe cuidarse, preser-
varse. Seglin comunican llevar agua a la estaciéon supone un coste
de unos 36.000 euros/litro, precio considerado prohibitivo. Es facil
hacer unas elementales operaciones para conocer el gasto total (nu-
mero de astronautas x litros diarios necesarios por persona x nimero
de dias en la estacién) para comprender que las agencias espaciales
hayan tenido en cuenta la cuestién de modo especial: es necesario
ahorrar y reutilizar el agua. Tras la cantidad inicialmente existente,
las fuentes de que se dispone son las producidas:

1) por los propios astronautas mediante: a) la humedad de la res-
piracién y del sudor; b) la orina; y c¢) la procedente de la hi-
giene personal;
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2) en su caso, la transpiraciéon de plantas y lo andlogo a lo hu-
mano de los animales; y
3) la de las pilas de combustible de generacién de electricidad.

El procedimiento para la regeneracién, a excepcién de la orina,
es el comun, basicamente referido en el punto precedente. Y el pro-
cedimiento a que se somete la orina, consiste en un proceso previo
de destilaciéon por el que se vaporiza a presién reducida para pro-
ducir vapor de agua que se envia a un compresor y una vez com-
primido a un condensador. La calidad se controla a la salida priori-
tariamente por su conductividad y si se considera necesario se
redestila. A continuacién se mezcla con el resto de las ‘fuentes’ para
su regeneracion y posterior utilizacién. Asi, la reposicién necesaria
de agua nueva —carisima— es minima.

Se afirma que la calidad obtenida tras los sucesivos procesos de
regeneracién en la ISS es igual o superior a la distribuida en mu-
chas redes municipales. El agua regenerada no sélo se utiliza para
consumo de los astronautas (bebida, comida, aseo) sino también para
la produccién de oxigeno mediante su electrolisis.
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INTERVENCIONES
Prof.? San Martin Bacaicoa

Felicito al conferenciante por traer a esta Academia un tema refe-
rente al agua de gran trascendencia y por su excelente presentacion.

Aunque mi principal interés relacionado con el agua se refiere a
la posible accién terapéutica de las aguas mineromedicinales, cual-
quier otro aspecto referente al agua, como los que hemos escucha-
do sobre reutilizaciéon del agua, tienen importancia tanto econémi-
ca como social.

Me gustaria hacer dos reflexiones de caracter general. La prime-
ra, al hablar del agua, me parece obligado recordar, en este foro
académico cientifico y defensor de una vida digna para la humani-
dad, que 1200 M de personas no tienen acceso al agua potable.

La otra reflexién se refiere a la consideracién de que a pesar de
su abundancia hay escasez de agua en el mundo. El agua es un bien
comun y escaso, es un recurso renovable pero agotable que es ne-
cesario proteger; si no lo cuidamos, ni lo protegemos, se puede ago-
tar. La escasez de agua ha sido y sigue siendo preocupacién de los
gobiernos de todos los paises del mundo y se busca la opinién de
los expertos para dar solucién al inadecuado manejo de los recur-
sos hidricos mundiales. Para algunos hidrogeélogos los problemas de
escasez del agua en el mundo podrian paliarse, en parte, con una
adecuada y correcta utilizacién de las aguas subterraneas. Segun
Robert P. Ambroggi las reservas de agua dulce que tiene la Tierra
exceden cualquier necesidad imaginable de la poblacién humana.

De nuevo mi felicitacién al Prof. Gonzalez de Posada.
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Prof. Guillermo Suarez Fernandez

Deseo intervenir para felicitar al Prof. Gonzalez de Posada en la
exposicién, muy brillante de un tema tan importante, desde siempre
y para siempre, como es el uso del Agua.

Acabo de leer que un importante Premio Sueco «Stockholm
Water Prize» ha sido concedido a Rita Colwell investigadora ameri-
cana muy conocida en Espafia por su importante contribucién en el
Area de la Salud a nivel internacional. Hemos observado que el Prof.
Gonzalez de Posada ha evitado profundizar en la problematica sa-
nitaria cuando tenemos graves problemas en Europa debidos a con-
taminaciones de origen vegetal por una cepa de E. Coli entero he-
morragica con sindrome urémico.

Alabo su prudencia porque todavia es pronto para opinar seria-
mente sobre grados de culpabilidad en Alemania y Unién Europea,
dado su gran interés sanitario.

Sin duda, el tema se traerda como comunicaciéon académica a esta
Institucién.

Repito mi felicitacion.

PALABRAS FINALES DEL SR. PRESIDENTE

Muchas gracias en nombre de la Academia a los dos Académi-
cos que han intervenido en el dia de hoy y a todos los que han
participado en la discusién, con aportaciones y con preguntas real-
mente interesantes. En la ultima conferencia, la de Francisco Gon-
zalez de Posada, ha planteado un problema muy interesante en esta
Academia y ademas yo lo celebro porque de alguna forma defiende
de forma profunda su sillén, que es un sillén de arquitectura e in-
genieria sanitaria que defendemos siempre que debe estar vigente en
esta Academia. El problema del agua, a mi me estaba recordando
cuando estaba hablando, del libro que publicé la Academia por una
seleccién que hizo el Prof. Sanchez Granjel en el afio 2010, que es
un libro del siglo XVIII, que me parece que era anénimo, que se
llamaba «La polémica del agua», donde ya ponia de manifiesto que
ya se establecia por entonces una problematica que era motivo de
discusién entre todos los sanitarios, tanto en relaciéon con la toma
de las aguas y los beneficios, como también con el tratamiento de
las aguas. Por lo tanto creo que es realmente oportuno y hay una
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vigencia siempre con el agua como él ha dicho, desde que el hom-
bre existe. El problema de las aguas residuales es un problema muy
profundo porque desgraciadamente sigue siendo un problema mas
sanitario, pero yo dirfa que no tanto por el tratamiento que se hace
desde hospitales y desde lugares donde hay bastante seguridad, sino
desgraciadamente son por la enorme cantidad de industrias que no
cumplen las normas y acaban vertiendo a los rios aguas que estan
contaminadas. Creo que ése es el auténtico problema y donde la
Administracién tiene un papel importante que cumplir, y de hecho
lo cumple, pero a veces se escapa. Es sin duda un problema sanita-
rio profundo y es un problema que yo no sé si se evitard en un
futuro, como el Prof. Gonzéilez de Posada ha planteado, con las
aguas regeneradas, que seria una alternativa a todo lo que ha veni-
do existiendo hasta ahora, y cémo a partir de las aguas regeneradas
se puede obtener seguramente mejores aguas por las filtraciones
consecuentes de las diferentes capas de la Tierra. En cualquier caso
el tema es muy interesante, el tema esta abierto a que nos siga tra-
yendo en un futuro nuevas aportaciones y desde el punto de vista
sanitario no podemos por menos que felicitarnos que nos haya trai-
do hoy este problema.

En cuanto a la conferencia del Prof. Casado, sin duda hay que
felicitarle, primero porque pone encima de la mesa una gran canti-
dad de conocimientos especificos sobre la vitamina D. Ha puesto
todo lo que ha vivido a lo largo de su vida, desde esas imégenes
iniciales de los nifios con raquitismo o los nifios con hipoparatiroi-
dismo, pseudoparatiroidismo, son absolutamente elocuentes de la
relacién que habia de la medicina con la vitamina D en los afios 50,
anos 60 y sobre todo los afios de carencia en la alimentacién ver-
daderamente importante. Ha puesto de manifiesto y ha traido un
problema que ha despertado gran interés en todos los Académicos,
es como la nueva medicina nos estd poniendo de manifiesto que
aquello que de alguna forma muy macroscépica veiamos con la vi-
tamina D la podemos sustentar en algo, valga el simil, muy micros-
cbpica, y como hay alteraciones musculares o alteraciones cardiovas-
culares, neoplasias, etc. y ademas también desde el punto de vista
inmunolégico que estan de alguna forma, podriamos decir prefiadas,
de problemas relacionados con la vitamina D. Creo que es realmen-
te interesante, y estas aportaciones seguramente en un futuro van a
hacer que conozcamos mejor estas enfermedades relacionadas que
han sido motivo de debate ademds también por otros Sres. Acadé-
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micos ,y seguramente la prevencién, como él ha dicho, de una gran
epidemia que afecta casi al 20 % de la poblacién, y como el control
de esa epidemia puede ofrecer mejores resultados de cara a algunas
enfermedades que son menos frecuentes cuando hay una cobertura
correcta en cuanto a vitamina D. No me queda sino felicitarle Prof.
Casado y de nuevo Prof. Gonzéalez de Posada.

Se levanta la Sesién.
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PALABRAS DE BIENVENIDA
A LOS NUEVOS ACADEMICOS CORRESPONDIENTES

Por el Excmo. Sr. D. MANUEL ESCUDERO FERNANDEZ

Académico de Numero

Excmo. Sr. Presidente.

Excmos. e Ilmos. Sres. y Sras. Académicos

Ilmos. Sres y Sras Académicos Correspondientes que hoy toman
posesion.

Sras. y Sres.

Se ha hecho costumbre, y es muy loable, realizar con solemnidad
el acto de recepcién de los nuevos Académicos Correspondientes.

Considero en primer lugar un alto honor el ocupar hoy esta tri-
buna para recibir en nombre de la Real Academia Nacional de Me-
dicina a los doce nuevos académicos. Y lo digo por muchos y va-
riados motivos, fundamentalmente por la confianza que me han
otorgado el Presidente y la Junta Directiva y por la satisfaccién de
darles la bienvenida a esta gran institucién como miembros de la
misma.

Acceder a este sitial siempre impresiona, obliga y emociona. Se
habla ante la élite de la ciencia médica y sus afines y tiene uno, al
menos yo, la sensacién de que no llega a trasmitir la esencia de lo
que quiere decir pues la meta seria la excelencia en la expresion yeso
solo lo tienen algunos elegidos y en esta casa hay muchos, entre los
que no me encuentro.

No voy a desarrollar en extenso los curriculums de los nuevos
académicos. Todos lo tienen excelente y han sido elegidos por sus
méritos reconocidos segin la normativa estatutaria por votacién se-
creta en Junta de Gobierno Daré una telegrafica pincelada de cada
uno de ellos.
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Del Prof. Eliseo Carrascal Marino, Catedratico de Histologia y
gran patélogo resalto su labor como maestro formando profesiona-
les y docentes y su contribucién investigadora en el estudio del Sis-
tema nervioso central experimental sobre memoria y aprendizaje y
el ser el pionero de la ensefianza de la Histologia por Internet. Po-
see la mejor colecciéon de microscopios de Espafia que hemos teni-
do la ocasién de ver en la exposicién hecha en esta Real Academia
en enero y febrero de este afio.

El Prof. Luis Santamaria Solis es Catedratico de Histologia de
la Universidad Auténoma de Madrid y ha realizado investigaciones
sobre Histofisiologia de neuropéptidos en tracto reproductor mascu-
lino, evaluacién de la estructura e inmunohistoquimica de testiculo,
vias esperméticas y prostata, asi como en modelos de carcinogéne-
sis experimental en prostata.

La Prof.* Maria Julia Araceli Bujan Varela es Catedrética de
Histologia e Ingenieria tisular de la Universidad de Alcala. En su
trayectoria investigadora pertenece al grupo consolidado de Investi-
gacién Traslacional en Biomateriales e Ingenieria Tisular habiendo
publicado numerosos trabajos que han merecido importantes reco-
nocimientos a nivel nacional e internacional.

El Prof. Agustin Albillos Martinez es Catedratico de Medicina de
la Universidad de Alcala Miembro del servicio de Gastroenterologia del
Hospital Universitario Ramén y Cajal donde realiza su actividad asis-
tencial e investigadora centrada en el estudio de la hipertensién por-
tal y las complicaciones de la cirrosis. Ha participado recientemente
en esta Academia en el dia mundial de la Hepatitis con una ponencia
que fue admirada por su contenido unanimemente.

El Dr. Alberto Ortiz Arduan es nefrélogo, profesor asociado de
Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid y esta acreditado
para catedratico. Su actividad investigadora ha tenido como obijeti-
vo principal comprender mejor la patogenia del dafio renal para
identificar nuevas dianas terapéuticas.

El Dr. Luis Garcia Sancho Téllez es especialista en Cirugia ge-
neral y del aparato digestivo, Profesor Honorario del Departamento
de Cirugia de la Universidad Auténoma de Madrid y coordinador de
la Unidad de Cirugia Esofagogastroduodenal del Hospital Universi-
tario «Infanta Sofia».

La Dra. Marta Calatayud Pinuaga es especialista en Oftalmolo-
gia, Académica Correspondiente de la Real Academia de Medicina de
Zaragoza. Experta en trasplantes de cérnea. Hemos tenido la ocasién
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de escucharla recientemente en esta Academia donde dicté una con-
ferencia muy bien expuesta, con gran contenido cientifico y demos-
tracién de su interesante experiencia.

El Prof. José Gutiérrez Fernandez es Profesor Titular de Micro-
biologia en la Universidad de Granada. Es Director del Grupo de
Investigacién CTS 521 de la Junta de Andalucia sobre «Investigacién
Traslacional en Microbiologia Médica». Su linea de investigacién se
centra en el estudio de agentes infecciosos relacionados con proce-
sos clinicos de causa desconocida.

El Dr. Jesus Antonio Saez Crespo es Catedratico de Escuela
Universitaria de Salud Publica. Presidente de la Asociacién Espafio-
la de Medicina e Higiene Escolar y Universitaria, asi como Asesor
de la Organizacién Mundial de la Salud.

El Prof. Juan Carlos Miangolarra Page es Profesor Titular de
Medicina Fisica y Rehabilitacion e investigador sobre discapacidady
medicina de rehabilitacién de lo que tiene numerosas publicaciones.

El Prof. Javier Sanz Serrulla es Odontélogo, profesor de la Uni-
dad de Historia de la Medicina de la Universidad Complutense, Di-
rector del Museo de la Facultad de Odontologia. Socio fundador y
Presidente de la Sociedad Esparfiola de Historia de la Odontologia.
Aparte de numerosos trabajos de investigacién sobre el pasado de
nuestra profesién es autor de 18 libros sobre historia de la Medici-
na y de la Odontologia Recientemente he tenido la ocasién de leer
un libro suyo sobre antiguos hospitales de la provincia de Guadala-
jara en la que yo vivi mi infancia y juventud que me ha interesado
por su documentada contribucién.

Por ultimo, y he seguido el orden por secciones, el Prof. Bernar-
do Perea Pérez es Profesor Titular de Medicina Legal y Forense de
la Universidad Complutense y actual Director de la Escuela de Me-
dicina Legal. Dirige actualmente el grupo de investigaciéon sobre
«Responsabilidad profesional y seguridad del paciente».

Hace mas de 20 afios que soy miembro de esta casa, primero en
1991 como Académico Correspondiente por Premio de la Academia,
desde 2004 como académico numerario y luego miembro de la Jun-
ta Directiva. Creo que puedo decir lo que es esta institucion.

La Real Academia Nacional de Medicina en sus distintas nomi-
naciones tiene cerca de 300 afios de historia. Merecen un recuerdo
de agradecimiento, su primer fundador en 1734 el Rey Felipe V cuyo
retrato recién restaurado nos preside y la Reina Isabel II bajo cuyo
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reinado se reorganizé como Real Academia Nacional de Medicina
Segun los nuevos estatutos la denominacién de la Real Academia es
la de Real Academia Nacional de Medicina y tiene el Alto Patronaz-
go de S M el Rey, segun el articulo 62 de la Constitucién Esparfiola;
es una corporacioén cientifica de derecho publico, dotada de perso-
nalidad juridica y capacidad de obrar integrada en el Instituto de
Espafia.

La Academia estd, y asi debe ser, en proceso de cambio. Hay que
adaptar su concepcién a los tiempos en que vivimos, al siglo XXI.
Hay que revitalizarla como decia recientemente en una tercera de
ABC el Prof. Jiménez de Parga haciéndose eco de unas declaracio-
nes de nuestro presidente el Prof. Diaz Rubio Estamos intentando
el ser cada vez méas conocidos en la sociedad y lo vamos consiguien-
do introduciéndonos en los adelantos informaéticos a través de las re-
des sociales como nuestra pagina Web, el Twitter o los nuevos vi-
deos YouTube. Ya tenemos informatizados los fondos bibliograficos.

Recientemente se han aprobado en Consejo de Ministros y se han
publicado casualmente el dia de hoy en el BOE, los nuevos estatu-
tos por los que se va a regir la institucién los cuales son mas ade-
cuados a la realidad actual, con una nueva estrategia tanto en las
denominaciones como en los objetivos y funciones lo que comporta
unos fines que han cambiado de forma sustancial lo hasta ahora
vigente. En estos nuevos estatutos se contempla la capacidad de la
Academia en el asesoramiento y la informacién, desde a S. M. El Rey
hasta cualquier ciudadano pasando por todas las instituciones del
Estado en todos los aspectos concernientes a la Medicina como cien-
cia, a la Salud, a la asistencia médica, a la prevencién y rehabilita-
cién de las enfermedades, a la discapacidad, a la investigacién cien-
tifico-médica, a la formacién médica de grado y postgrado y a la
actividad profesional.

Mencién especial merece el fin de impulsar y desarrollar un
Museo Espanol de la Medicina y contribuir a la preservacién, man-
tenimiento y acrecentamiento del patrimonio documental e instru-
mental de la Ciencia Médica realizada en Espafia. En ello estamos
comprometidos y como muy bien saben estd muy avanzado y es mu-
cho méas que un proyecto, ya es una realidad, el Museo Nacional de
Medicina que lleva el nombre de «Infanta Margarita» quien nos ha
honrado con la aceptacién de dicha denominacién. Pronto se pon-
drd en marcha como museo itinerante y esperamos tener en breve
el edificio ideal para su sede definitiva.
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Se contempla también el objetivo y fin de contribuir, fomentar,
velar por el progreso, la investigacién, la docencia y el mejor y mayor
conocimiento de la ciencia médica, haciendo llegar a la sociedad en
general, a través de los distintos medios de comunicacién, informa-
cién y opinién documentada y contrastada sobre cuestiones de in-
dole médica y sanitaria que sean de conveniente difusién.

Otro de los fines de los nuevos estatutos se refiere a elaborar,
actualizar y publicar con periodicidad un Diccionario de Términos
Médicos asi como vigilar y difundir el uso del correcto lenguaje
médico . Como saben estamos finalizando, ya en proceso editorial,
la primera edicién del Diccionario que esperamos disponer de él
antes del préximo otofio. Dispondremos con él las definiciones de
mas de 52.000 términos...

La Academia es pues un centro sélido, proclive a la apertura de
todas las ideas constructivas para una sanidad social, cientifica y
asistencial mejor, lo que es, ha sido y serd la meta de todo médico
desde Hipécrates y Galeno, pasando por todos los préceres de la me-
dicina de todos los tiempos, hasta nuestros dias.

Como yo decia hace unos dias en el ciclo de «Quimica y Medi-
cina», la Academia de Medicina tiene una visién universal. En ella
hay ademas de médicos de distintas especialidades, sillones de Fisi-
ca, Quimica, Arquitectura, Veterinaria y Farmacia que hace que en
sus conferencias y actividades se trasmitan un conjunto de saberes
que nos enriquecen el conocimiento cientifico, con una notable di-
versidad de informacién de hechos de relevancia. Cada semana en
las sesiones de los martes y ahora también los jueves disfrutamos
escuchando a los distintos ponentes las puestas al dia en sus confe-
rencias con aportaciones actualizadas de las nuevas técnicas diagnds-
ticas y terapéuticas (Cirugia robdtica, diagnéstico por imagen, tera-
pias moleculares, etc.). Con cada vez mas frecuencia se organizan
con gran éxito ciclos sobre distintos aspectos médico quirtargicos. En
varios de estos ciclos, el de trasplantes, el de glaucoma y el de he-
patitis han colaborado y hablado en debate libre, enfermos que nos
han aportado una experiencia personal muy enriquecedora y muy
acorde con la visién actual de la concepcién de la asistencia médi-
ca con participacién del enfermo.

En suma la Academia cumple o intenta cumplir con plenitud sus
cometidos institucionales con crecido prestigio, esta siempre abier-
ta a aprender de la experiencia, de la innovacién y de la investiga-
cién de vanguardia que légicamente hacen més los miembros jove-
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nes. Vds. nuevos académicos son mayoritariamente de ellos, tienen
una visién de futuro con més expectativas y por eso esperamos
mucho de su colaboracién en las tareas de esta casa. La experien-
cia de los académicos numerarios por ser mayores en saber y gobier-
no tiene el valor de expresar con rigor y sin ningin condicionamien-
to su sabio criterio.

En otro orden de cosas veréis que en la Academia impera el tra-
to educado, exquisito y humano en la coincidencia y en la discre-
pancia, sin perder en ningtin momento la compostura, la educacion,
la tolerancia y la amistad. Aqui no hay crispacién nunca.

Por todo ello el pertenecer a esta institucién como miembros de
la misma es un inmenso honor al que llegaréis dentro de unos mo-
mentos Vais a pertenecer a una institucién que lleva los calificati-
vos de real y nacional con la mayor expresiéon de los conceptos.. Mi
maestro el Prof. Botella decia que sus dos amores intelectuales ha-
bian sido la Universidad y la Academia, también lo han sido los mios
y con ello emulo al maestro, que no me comparo. Como dice el Prof.
Duran no sabria yo decir que me ha satisfecho mas en mi intimi-
dad animica, si el haber sido catedratico o académico. De la cate-
dra me han jubilado, de la academia no y aqui estamos. Espero y
deseo que vosotros os sintdis también muy orgullosos de vuestro
nombramiento.

El ser académico es sin duda un premio a la labor y a una tra-
yectoria que habéis demostrado tener y desarrollar en vuestra vida
profesional, pero debo deciros que para ser un buen académico hay
que tener ilusién de serlo, como la tenéis ahora en este momento y
ademaés adquirir y sentir el compromiso de por vida de aportar a la
Academia y por tanto a la sociedad los conocimientos que vayais
adquiriendo con vuestro esfuerzo perseverancia y tesén en el trabajo.

Por ultimo reitero que vais a recibir un gran honor y por ello os
felicito en mi nombre y en el de la Real Academia Nacional de
Medicina muy sinceramente. Os recuerdo una vez mas vuestra obli-
gacién de cumplir vuestra misién como académicos.

ENHORABUENA A TODOS.

SED BIENVENIDOS A ESTA INSTITUCION QUE SE HONRA
EN RECIBIROS.

He dicho.
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PALABRAS EN NOMBRE DE LOS NUEVOS ACADEMICOS
CORRESPONDIENTES

Por el Ilmo. Sr. D. JAVIER SANZ SERRULLA

Académico Correspondiente

Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia Nacional de Medicina.
Seforas y Senores:

Sin haber sido capaz a fecha de hoy de llegar a diagnosticar con
exactitud mi presencia en este sitial como representante de mis com-
pafieros, a quienes nos habéis hecho el honor de recibirnos en el
seno de esta Casa, dejo a un lado el asunto en cuanto que es mas
urgente trasladaros nuestro agradecimiento, pendiente en su expre-
si6n publica desde el dia 1 de marzo de este afio de 2011 en que
procedisteis a nuestra eleccién como Académicos correspondientes de
la Real Academia Nacional de Medicina.

Sea nuestra primera palabra: «Gratitud.» No hay otra voz mas re-
donda con la que podamos corresponderos: Sentimiento gue nos obliga
a estimar el beneficio o favor que se nos ha hecho o ha querido hacer, y
a corresponder a él de alguna manera. Asi reza nuestro Diccionario de
la Lengua Espafola, repertorio para uso y disfrute de las palabras, las
que traen y llevan nuestras emociones, tal que hoy; repertorio al que
solo se accede previa aquilataciéon por ojo de diamantista y con pulso
de filigranista, como si fuesen cada una de ellas a parar a su exacto
lugar y no a otro en la pequefia caja de un reloj. Desde el asombro con
el que viéramos a Pablo Neruda hacer su declaracién de amor a las
palabras al comienzo de su memorial Confieso que he vivido, elegimos
nosotros al menos una, «Gratitud», que en su desdoble como estima-
toria y correspondedora abarca al menos sintéticamente cuanto nos toca
decir. «Todo esta en la palabra» —sentenciaba al paso Neruda—. Todo
nos cabe esta tarde en tan acendrada palabra.

Gratitud en tanto que sentimiento que nos obliga a estimar el
beneficio o favor que nos habéis hecho. No puede ni debe ser de otra
forma pues introdujisteis en la urna un papel que al dorso de nues-
tro nombre llevaba escrita la palabra «confianza». Tan cercana la
fecha, nos resulta dificil reconoceros como compafieros cuando ve-
mos todavia a los profesores de ayer, y a los maestros de hoy. Cier-
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to que ese magisterio cientifico, de provecho en nuestro ejercicio
cotidiano, nos es necesario como el agua, pero como el aire segui-
mos precisando de vuestras lecciones de diario humanismo que aho-
ra percibimos mas de cerca.

Somos conscientes de que ingresamos en esta Casa a crédito. A
crédito de las rentas, las horas y los dias restados a nuestras fami-
lias —en especial a aquellos padres que una tarde de otofio supie-
ron que un hijo, una hija, se dedicaria a la atencién del préjimo
enfermo—, y restados también a nuestros amigos. Y a crédito entra-
mos de los, todavia escasos, saberes que podemos aportar y que, sin
duda, los tomamos prestados de nuestros maestros, a quienes siem-
pre tendremos como referencia en nuestro humilde ejercicio de la
medicina en cualquiera de sus especialidades. Es de ley proclamar
hoy y aqui que sin ellos hubiéramos sido licenciados, después doc-
tores, pero a su lado adquirimos la imprescindible y afortunada con-
diciéon de médicos.

Somos conscientes del peso de la historia de esta Casa, maxime
después de haberla cosido con su habitual destreza y magisterio el
Excmo. Sr. Don Luis Sanchez Granjel, Académico de esta Real de
Medicina, y dirigida a quien corresponda, para que se sepa quién,
cuando y cémo se ha obrado desde los tiempos de aquella tertulia
de don José Hortega hasta el dia de la fecha, camino de tres siglos
de por medio.

Somos conscientes por activa de la ayuda y de la amabilidad del
personal de esta Academia, especialmente en nuestros momentos de
inicio. Ellos, y ellas, son quienes mantienen biblicamente encendida
la Casa mientras llega el amo, aunque también acuden a las caren-
cias de los siervos, tales que nosotros, adelantandose a tantas dudas,
resolviendo con tanta diligencia, despachando con tan vaticana di-
plomacia.

Somos conscientes de la actividad inusual que vive la Academia
en los dltimos tiempos y de su extensién como tribuna de referen-
cia en los temas que son del interés de la Sociedad, no en vano la
Real Academia Nacional de Medicina cumple un servicio publico y
asi lo hace, no ya dando respuesta sino adelantandola, y para ello
ha abierto sus puertas a la sociedad como jamas.

Tenemos conciencia, entonces, de tanto recibido y tan a tiempo
—siempre luce el sol al cruzar esta puerta— y, por ello, del privile-
gio que pasamos a gozar con esta medalla que viene a descolgarse
hasta el corazén para establecer una especie de 6smosis entre los
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afectos y los deberes. En los deberes se sustancia esa corresponden-
cia que forma parte del concepto y expresion de Gratitud.

Mi querido don Ramdn (Menéndez Pidal, Director de la RAH):
... Mi ausencia de la Academia es quizds el sacrificio que mds
me cuesta, pero espero que, poco a poco, me iré restableciendo
y podré volver a sentarme entre ustedes... (etcétera.)

Dictaba este parrafo el doctor Marafién un sidbado, 26 de marzo
de 1960. Un dia después, a las siete y media de la tarde, ya no ha-
bitaba este mundo. Que hasta tal dia de la fecha, Dios no lo quiera
de otra manera, disfrutemos de un sentimiento semejante al del
Maestro hacia nuestra Academia, hacia nuestros Académicos.

Excmo. Sr. Presidente, en cuya persona queda representada la
Instituciéon: Gracias. Quedamos, mediante compromiso publico, a
disposiciéon de la Real Academia Nacional de Medicina.
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PALABRAS FINALES DEL SR. PRESIDENTE

Excmo. Sr. D. MANUEL DiAz-RuB10 GARCIA

Como Presidente de la Real Academia Nacional de Medicina les
dirigiré unas pequenas palabras, adelantando que no aceptemos el
compromiso que manifiestan de que quedan a disposiciéon de la
Academia, sino diciendo de una forma real que tienen el compromiso
de asistir a las Sesiones de la Academia y a la vida Académica. Yo
creo que esto es fundamental juntamente con la bienvenida en los
momentos de emocién. En general uno es tremendamente generoso
en sus manifestaciones o en su pensamiento en dichos momentos de
emocién, pero luego viene la pequefia travesia del desierto que to-
dos tenemos que hacer para comprender lo que es la Academia y
para comprender lo que es la renuncia y el trabajo. En alguna oca-
si6én cuando ha ingresado algin Académico en esta Casa he hecho
ver el importante compromiso que se adquiere en un dia como hoy,
entendiendo que la Medalla, ser Académico en este caso Correspon-
diente no es un honor, que lo es también, sino es un compromiso
que no puede estar separado del honor, y que el incumplimiento de
lo que a uno se compromete realmente le mancha su curriculum
vitae, le mancha su trayectoria vital. Por la tanto ese compromiso
que hoy todos vosotros habéis aceptado libremente, porque debemos
de recordar que en esta convocatoria de Académicos Correspondiente
fue una convocatoria publicada en el Boletin Oficial del Estado don-
de todos ustedes, de una forma voluntaria, han acudido con el de-
seo de pertenecer a la Real Academia Nacional de Medicina.

Alguno de ustedes, no es la primera vez que se han presentado a
ser Académico Correspondiente y a obtener la confianza de todos los
Académicos Numerarios, lo cual les engrandece méas porque la per-
severancia de sus deseos de conseguir tal meta les hace todavia mu-
cho maés sublime en la humildad que supone llegar a ocupar una
plaza en esta Real Academia. Independientemente de ello hay hoy un
Académico Correspondiente Honorario, yo creo que tiene una signi-
ficacion especial el Académico Correspondiente Honorario, que es
aquella persona que se ha distinguido por unos méritos excepciona-
les y que sin concurrir a un concurso publico que aparece en el
Boletin Oficial del Estado, la Junta de Gobierno considera que es una
persona que se debe de aprovechar la Academia de sus conocimien-
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tos e incluirla en la némica de los Sefiores Académicos. Son al final
funciones, las que desempefiamos todos los Académicos muy simila-
res. Los Académicos no somos especialistas de nada aunque algunos
sillones tienen una denominacién, incluso algunos Académicos Corres-
pondientes tienen una especialidad pero la grandeza de la Academia
es que somos todos iguales, somos como una tupida red con sus
nudos, y cada uno de sus nudos somos uno de nosotros y que la
complementariedad y la multidisciplinariedad de todos nosotros nos
hace comprender mejor lo que es la Medicina, lo que es mejor nues-
tra ciencia y lo que es mejor la salud, la enfermedad y de nuestras
ciencias médicas asi como la sanidad. Creo que esta tupida red no
se puede entender si uno no vive la Academia. Cuando un Académi-
co viene un dia a la Academia, un dia vamos a llamarlo «suelto», de
una especialidad determinada, escucha a una companero bien de
Numero o Correspondiente hacer una reflexién sobre un tema que se
separa mucho de sus conocimientos, y uno dice «yo aqui no pinto
nada». Creo que este es el gran error, y el gran error esta, primero
no tratar de descubrir lo que aqui se encierra y aqui se encierra un
debate que tiene 277 afnos de vida. Ustedes saben o pueden saber que
las Academias nacieron el siglo XVII, concretamente la primera fue
una Academia italiana, la Academia de Lincei, que fue puesta en
marcha por una persona tan solo con dieciocho afios en 1603, que
era Federico Cesi, que tuvo la genial idea de decir que los cientifi-
cos, los que vivimos el mundo de la ciencia, no solamente queremos
transmitir, no solamente queremos debatir, sino queremos que que-
de reflejado en un escrito lo que decimos. Luego viene el periodo de
reflexion y a partir del periodo de reflexién todos salimos ganando.
Esta Academia de Lincei, que quiere decir de los linces, este fue el
nombre que se le puso y en su anagrama, esta Academia que esta en
Roma y que sigue existiendo aunque ha sufrido algunas mutaciones
a lo largo de los afios de los siglos, tiene un lince y tiene ademas un
aguila, y tiene su significacién porque lo que trata de transmitir es
la agudeza de la observacién y de la reflexiéon. Esto no lo podemos
conseguir solos, esto lo tenemos que conseguir entre todos y la Aca-
demia ofrece a aquel que quiera trabajar el conseguir estas metas que
son tan importantes, por lo tanto no es tanto ser Académico como
sentirse Académico. Ser Académico todos ustedes lo son, como lo
somos todos los que estamos en esta Casa, pero sentirse Académico
es algo superior que no se adquiere porque a uno se le ponga una
Medalla sino que uno va fraguando en el tiempo y uno va compren-
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diendo lo que esta aportando y lo que esta recibiendo, por lo tanto
yo les invito a todos ustedes a que hagan el mayor de sus esfuerzos
para sentirse auténticamente Académicos. Disfrutaran ustedes de ello
y ademads sentirdn que han cumplido con este compromiso que de
alguna forma hoy hacen ante todos nosotros.

Federico Cesi decia que tenemos que observar las cosas peque-
fias para poder comprender las cosas mayores. Creo que en una
sociedad donde todo es hacer y nada es pensar o muy poco es pen-
sar, ustedes van a encontrar aqui un lugar donde el pensamiento
tiene una preponderancia verdaderamente espectacular. Alguna vez
he dicho que Federico II El Grande que fue un gran defensor de las
Academias decia que conocimientos puede tenerlos cualquiera, pero
el regalo de pensar o la condicién de pensar es el regalo mas im-
portante que nos ha dado la naturaleza. Por lo tanto no abandonen
la idea, obviamente teniendo los conocimientos, de profundizar en
el pensamiento y profundizar en la reflexién. Insisto en que ser Aca-
démico Correspondiente es tremendamente importante, alguno inclu-
so se preguntara «;qué quiere decir Académico Correspondiente, qué
diferencia hay con Académico Numerario?» quiza ahi, tendriamos
que remontarnos a la propia historia de las Academias y al signifi-
cado que cada uno de ellos tenia, aunque hoy dia ha cambiado y hoy
dia en esta tupida red todos tenemos cabida practicamente al mis-
mo nivel, con independencia de que los Académicos de Ntmero tie-
nen reservado un sillén con su ntimero correspondiente. Los Acadé-
micos de Numero son los que generaban el debate de una forma
intensa y de una forma cotidiana, habia Academias, incluso esta
Academia también a primeros de siglo tenia hasta cinco Sesiones a
la semana, incluso los sabados venian los Académicos aqui y en el
origen de las Academias habia Sesiones incluso por la manana y por
la tarde. Los Académicos de Numero tienen determinadas obligacio-
nes pero los Académicos Correspondientes o Corresponsales como
inicialmente, histéricamente se llamaban, tenian una funcién funda-
mental: los Académicos Corresponsales como se llamaban estaban
totalmente diferenciados en el mapa los que estaban en un lugar y
en otro, y la misién que tenian era divulgar el trabajo que se pro-
ducia en la Academia. Piensen ustedes que en el siglo XVII y XVIII
que es cuando realmente la relacién epistolar que habia entre el
mundo cientifico obtuvo su maxima expansién, seguramente también
en el XIX, tal relacién no tenia otro objeto que transmitir aquello
que se iba sabiendo, que se iba aportando y se transmitia desde las
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Academias. Por tanto se comunicaba a los Académicos Correspon-
sales y los Académicos Corresponsales divulgaban la labor que se
hacia en esa Academia. Es verdad que el tiempo todo esto lo ha
modificado y de alguna forma hoy los Académicos Correspondien-
tes se sienten integrados y se sienten en el fondo tan Académicos
numerarios como pudiera ser en funcién de su pensamiento. El Prof.
Escudero en su magnifica bienvenida que les ha dado a todos uste-
des ha hecho algunas reflexiones sobre ello y ha hecho una reflexién
personal préacticamente en dos lineas sobre su propia trayectoria
dentro de la Academia, que creo es digna de admiracién y digna de
imitacién. El Prof. Escudero como él ha dicho lleva veinte afios en
la Academia. Ha sido Académico Correspondiente durante trece o
catorce aios, luego fue Académico Numerario y actualmente es
miembro de la Junta Directiva. Era Académico de tal magnitud que
cuando se presenté a la plaza de Académico Numerario, recuerdo
que un Académico «mayor» creia que el Prof. Escudero era Acadé-
mico de Numero porque era un ejemplo viviente del cumplimiento
de un Académico. Por lo tanto creo que lo que él ha dicho es un
ejemplo y una reflexién que ustedes tienen que hacer cuando ten-
gan por escrito todo lo que aqui se ha dicho hoy. De la misma for-
ma nuestra gratitud al Prof. Sanz Serrulla por sus palabras, sus
palabras de gratitud a todos los Académicos que en un momento
como ¢€l dijo votaron y en esa papeleta habia mucho contenido. Y
es verdad, no solamente estd el nombre de una persona, sino esta
la confianza que se deposita en esa persona y en una votacién con
un sistema de votacién que aunque pueda ser criticado es segura-
mente el mas limpio porque es el que reposa sobre nuestras concien-
cias, que es el sistema de cooptacién. Por tanto deben ustedes de
alguna forma devolver ese compromiso moral que puso un Acadé-
mico en su voto para que ustedes hoy puedan tomar posesién y tra-
bajar por y para la Academia. Muchisimas gracias, bienvenidos a la
Real Academia, felicitaciones a las familias de los que han entrado
en el dia de hoy, a la vez que les deseamos larga vida y disfrute en
esta Real Academia.
Se levanta la Sesién.
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Resumen

Hemos extendido las indicaciones de la cirugia «ex vivo» y el autotrasplan-
te a las anomalias renales complicadas, en particular en el rifién en herra-
dura y en la malrotacién. Esta actitud se justifica porque las técnicas con-
vencionales no corrigen las multiples causas responsables de las complicacio-
nes. Estas malformaciones requieren una estrategia quirurgica que trate
simultdneamente la patologia propia de la anomalia renal y la de su via ex-
cretora. Significa que deben rectificar la anormal orientacién y posicién re-
nal, permitir la amplia reseccién de la via excretora displasica o distrofica,
conseguir un normal drenaje urinario y conservando todo el parénquima
renal. Esto se ha logrado en trece de los 14 casos operados que correspon-
den a diferentes tipos de anomalias complicadas. Los excelentes resultados
demuestran que esta nueva e innovadora cirugia ha resuelto la compleja y
dificil problematica de las malformaciones renales. Se presenta la metédica
quirargica y los resultados a largo plazo en el adulto y en el nifio, primeros
en la bibliografia mundial.

Abstract

The indications for «ex vivo» surgery and autotransplantation have been
broadened o complicated renal anomalies; particularly in the cases of the
horseshoe kikney and kidney malrotation. This position is justified as con-
ventional techniques do not correct the multiple causes that are responsible
for these complications. These complications requiere a surgical strategy that
simultaneously deals with the pathology of the renal anomaly itself and that
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of its excretory tract. The aforementioned means that the abnormal kidney
orientation and position must be retified to permit a large resectioning of the
dysplasic or dystrophic excretory conduct in order to achieve normal urina-
ry drainage while conserving all the renal parenchyma. It has been achieved
in thirteen out of the 14 cases operated on that correspond to distinct types
of complicated anomalies.

The excellent results demonstrate that this new and innovative surgery has
resolved the complex and difficult issue of kidney malformations. The surgi-
cal method and long-therm results in the adult and child, the first in the
literature, are presented here.

INTRODUCCION

Bajo la denominacién de anomalias renales, debe entenderse las
diversas malformciones y posiciones anormales del rifién, la de sus
vasos y la de su via excretora, a cuyo nivel se manifiestan las com-
plicaciones.

De toda la economia humana, el rinén es el 6rgano que presen-
ta el mayor nimero de anomalias. Son pocas las malformaciones del
aparato genito-urinario que cursan con normalidad funcional, la ma-
yoria son causa de disfuncién y esto tltimo es particularmente cierto
en el caso de las anomalias renales, sean de posicién, de rotacién y
sobre todo en las de sinfisis, ya que corrientemente van asociadas a
malformaciones de la via excretora alta y son la causa de hidrone-
frosis, pielonefritis y de litiasis de 6rgano. Las complicaciones pato-
légicas son mas frecuentes y mas graves en el rifién malformado que
en el rifién normal (1). Toda anomalia congénita del rifién es una
entidad patolégica en potencia (2).

Por su anormal posicién tienen una patologia propia, singular-
mente el rinén en herradura, derivada de sus relaciones topografi-
cas y en el que el dolor es el elemento clinico dominante del que es
responsable el istmo prevertebral, es el llamado rifién en herradura
no patolégico pero doloroso (3) y tributario de la cirugia (sinfisio-
tomia). Pero son las malformaciones de la via excretora las que
imponen la actitud quirtrgica en la gran mayoria de los casos, en
las que la cirugia clasica no resuelve el problema originado por la
rotacién incompleta del rifién o por las lesiones estructurales del
uréter proximal. la situacién ventral de la pelvis y los uréteres pa-
sando por delante del istmo crea condiciones desfavorables al vacia-
miento de la pelvis; al estar el conducto sometido a la presiénintra-
abdominal influye en el peristaltismo ureteral y es la misma presién,



ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA 541

al obrar sobre el uréter, la que determina la formacién de un espo-
I6n en su embocadura al que hay que imputar, en los casos de in-
sercién alta del uréter, la retencién piélica.

El rifién en herradura aparece en 1 de cada 400 nacimientos; la
forma méas comun es la de fusién renal por los polos inferiores. La
mala rotacién renal tiene una incidencia de un caso entre 390 indi-
viduos; tiene una configuracién discoide y su pelvis en la cara ante-
rior y el uréter, cabalgando sobre su borde parenquimatoso, estan
sometidos a la presién abdominal; igual patologia en la ectopia pel-
viana, que se da en 1 de cada 900 individuos.

EVOLUCION HISTORICA

Marion (4), en 1943, aconsejaba la extraccién de todo rifién dis-
tépico por temor a sus complicaciones. Pero una década después
cambié la actitud de los urdlogos, mostrandos mas tolerantes al
considerar que es posible tratar sus complicaciones con las mismas
técnicas que se utilizan en el rifién no malformado. Proceder erré-
neo, por cuanto estd demostrado que las técnicas convencionales
para el tratamiento de las hidronefrosis y la litiasis no son validas
o aplicables en las anomalias renales, ya que no corrigen los diver-
sos factores etiopatogénicos responsables de las complicaciones, y
esto explica los malos resultados. En las estadisticas, las nefrectomias
superan ampliamente a la cirugia conservadora, por ser ésta inope-
rante.

Diversos capitulos de la Urologia se han beneficiado de los pro-
gresos alcanzados por la cirugia del trasplante renal (5), con la con-
secucién de eficaces métodos de hipotermia que consiguen la con-
servacion del rifién durante algo mas de 24 horas. Esto nos permitio
el desarrollo del autotrasplante (6) y posteriormente la cirugia renal
«ex vivo» o cirugia de banco (7). La fiabilidad de stos métodos, de-
mostrada a través de los resultados lejanos de importantes estadis-
ticas por indicaciones muy diversas, nos impulsé a utilizar por vez
primera en la bibliografia mundial (8) estos recursos en las anoma-
lias renales complicadas en donde la cirugia convencional habia fra-
casado o resultaba inoperante.

Aunque la casuistica es l6gicamente limitada, los resultados in-
mediatos y lejanos conseguidos y objetivables a través del resultado
urografico de cada uno de los casos, con esta nueva estrategia, son
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suficientemente demostrativos como para justificar la revisiéon de la
problematica quirturgica de tales malformaciones.

PACIENTES Y METODOS

Desde el 9 de febrero de 1972 hasta agosto de 2002 en el Hospi-
tal Clinico Universitario de Barcelona, a catorce enfermos que pre-
sentaban anomalias renales complicadas procedi a la nefrectomia
transitoria seguida de cirugia de banco y autotrasplante. La edad de
los pacientes estd comprendida entre los 10 y 59 afios. Ocho presen-
taban un rifién en herradura (Fig. 1A), cinco malrotacién renal (Fig.
1B) y uno, rifién en ectopia cruzada (Fig. 1C). Once de ellos habian
sido reiteradamente intervenidos sin éxito. Las indicaciones de esta
cirugia se justificaban por el evidente fracaso de las técnicas conven-
cionales y en algunos no habia aparentemente otra posibilidad que
la nefrectomia. De tres casos que no habian sido previamente ope-
rados, uno corresponde a un paciente de 22 afios con una gran hi-
dronefrosis en rifién en ectopia cruzada con extensa obstruccién ure-
teral, en el que, por su edad, se procedi6é a la cirugia conservadora,
pero que debié ser de principio, a la vista de las lesiones, nefrecto-
mia. En dos casos el rifién contralateral era anormal o patolégico.
Es sabido que en pacientes jévenes, sobre todo si se trata de un nifo,
las lesiones asociadas a una malformacién renal son tanto mas gra-
ves cuanto mds joven es el nifio, lo que exige una pronta solucién.
Es el caso de un nifio de 10 afios con un rifién en herradura, pro-

FiG. 1. A, rinén en herradura. B, rinén mal rotado. C, rinén ectépico (de F. Netter).
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teinuria e hidronefrosis bilateral anteriormente operado de pieloure-
teroplastia de un lado sin éxito; se procedié al autotrasplante de los
dos rifiones en tiempos sucesivos. Fue el primer trasplante de un
rifién en herradura «in toto», en la historia de la Cirugia y por su-
puesto de la Urologia.

En todos los casos de la estadistica, la indicacién de esta ciru-
gia se justifica por la necesidad de corregir la situacién ventral de
la pelvis, la insercién alta y la angulaciéon de la unién pieloureteral,
y la reseccién de las lesiones displasicas del uréter responsables de
la uropatia obstructiva. El objetivo fue proporcionar al riién una
normal orientacién anatémica y evitar que el istmo presione perma-
nentemente las estructuras vasculo-nerviosas prevertebrales respon-
sable de la patologia dolorosa. Todos estos objetivos se consiguen
con el autotrasplante (Fig. 2), ya que permite la amplia escisién de
los tejidos y la obtencién de un normal drenaje urinario al rectifi-
car la anémala orientacién y posicion del rifién. En todos se proce-
dié a la urografia intravenosa (UIV), de rutina y cistouretrografias
para descartar un reflujo ureteral primario y a la angiografia renal.

FiG. 2. A, Autotrasplante del hemirrifién en herradura. B, autotrasplante del rifién
mal rotado.
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L BB
Fic. 3. (Ob. 1). A, Radiografia simple. Litiasis coraliforme recurrente en rifién en

herradura. B, UIV preoperatoria. C, UIV postoperatoria. Extraccién completa del
célculo, autotrasplante del rifién izquierdo.

Fic. 4. (Ob. 2). A, Radiografia simple litiasis coraliforme recurrente en rinén en he-

rradura. B, Notable déficit funcional del hemirrifién izquierdo con UIV preoperatoria.

C, UIV postoperatoria. Extraccién completa del calculo y autotrasplante. Recuperacién
funcional del rinén.

OPERACION

Las vias de acceso utilizadas fueron: la incisién paramediana re-
troperitoneal para la heminefrectomia y autotrasplante del rinén en
herradura. La malrotacién requirié una incisién lumbar clasica para
la exéresis renal seguida de una incisién paramediana extraperitoneal
para su reimplantacién. En el rifién en herradura después de la di-
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FiG. 5. (Ob. 3). A, UIV preoperatoria hidronefrosis bilateral recurrente y sintomatologia
dolorosa en rifién en herradura. B, Arteriografia selectiva de la arteria istmica. C, UIV
autotrasplante rifién derecho.

visién de la sinfisis, el polo inferior del hemirrifién opuesto es des-
plazado hacia la fosa lumbar correspondiente, manteniéndole en esta
posicién mediante sutura de las dos hojas de la fascia de la celda
renal al psoas o a la aventicia de la aorta. De esta forma los gran-
des vasos, los plexos nerviosos y los vasos linfaticos quedan libera-
dos de la compresion del istmo de fusién y su uréter ya no cabal-
gara sobre el istmo.

Después de ser extraido el rifién se trasladé a un banco de tra-
bajo para situarlo en hipotermia constante y para repararlo. Se co-
loca dentro de una vasija donde se perfunde por una sola vez con
500 ml. de Eurocollins a 4°. El rinén permanece en esta vasija ba-
fiado por la misma solucién y la temperatura del bafio 7-9° C) se
mantiene afiadiendo hielo y se controla con un simple termémetro
de mercurio. Durante toda la operacién extracorpdrea (macro o
microquirirgica) el rifién debe estar en inmersiéon constante; mien-
tras, se procede a la reseccién amplia de la unién pieloureteral y del
uréter lumbar, o la extraccién de célculos. En los coraliformes se
utiliza la radiografia tridimensional que dimos a conocer en 1981 (9),
el amplificador de imagenes y la via intrasinusal extracapsular que
describimos en 1965 (10), lo que permitié la extraccién completa de
los célculos sin nefrotomia. En las hidronefrosis y en los casos que
habian sido anteriormente intervenidos el tiempo méas importante es
la preparacién de la futura boca anastomética que debe recaer en
tejido sano; lejos de antiguas lesiones cicatriciales y en un lugar
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Fic. 6. (Ob. 4). A, UIV preoperatoria riién en herradura con gran
hidronefrosis del rifién derecho. B, UIV postoperatoria. Nefrectomia
parcial y autotrasplante de la mitad de este rifnén.

declive de la pelvis. También en el banco de trabajo se preparan los
vasos para facilitar la reimplantacién. En los casos de mas de una
vena se ligaron las mas pequefas o se anastomosaron entre si utili-
zando técnicas microquirdrgicas con el microscopio operatorio. En
el rinén anémalo los problemas técnicos que plantean las arterias no
es por su numero, sino por su cortedad, lo que en algin caso obli-
g6 a obtenerlas con su ostium o6rtico; ademads, estdn muy distantes
entre si debido a que en las malformaciones renales el hilio es mas
largo de lo normal.

En esta cirugia, el rinén de herradura, y desde el punto de vista
vascular, tiene una personalidad propia representada por la arteria
del istmo que frecuentemente irriga un tercio de cada hemirrifién v,
por lo tanto, no debe ser ligada. En todos los casos ha sido respe-
tada y utilizada en la revascularizaciéon. En la reimplantacién del
hemirriiién que presenta la arteria istmica se sitia sisteméticamen-
te en posicién invertida, para restablecer la continuidad de la arte-
ria istimica mediante anastomosis término-terminal microquirtrgica
de sus propios bordes, la arteria renal superior y la arteria media en
término-lateral con la iliaca primitiva. La arteria istmica fue obser-
vada en tres de los ocho casos de rifién en herradura. Cuando el
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4 ¢ - e PR

Fic. 7. (Ob. 5) A, UIV preoperatoria gran hidronefrosis derecha recu-
rrente en rifién en herradura. B, autotrasplante rifién derecho y mejo-
ria de la via excretora del rifién izquierdo.

rifién tenia dos o tres arterias de parecido calibre se anastomosaron
separadamente a la iliaca primitiva y la tercera con la iliaca inter-
na. La hipotermia renal por refrigeraciéon externa se mantiene duran-
te las anastomosis vasculares, lo que se logra situando entre el ri-
fién y el paciente una «colchoneta» de hielo granizado y regando la
cara anterior del rinén con suero fisiolégico a 4° C. Con ello se evi-
ta la normoternia operatoria, o sea, el recalentamiento prematuro del
o6rgano con lo que el cirujano, co6modamente sentado, dispone de
tiempo ilimitado para confeccionar las multiples anastomosis vascu-
lares sin prisas y, por lo tanto, con mayor perfecciéon y seguridad.

Este sencillo método de hipotermia «in situ» no estorba al ciru-
jano y protege eficazmente al riién durante el tiempo de las anasto-
mosis vasculares. Esto es particularmente importante debido a que
el rifién patolégico es mas sensible a la anoxia que un rifién nor-
mal, como en el caso del homotrasplante renal.

El rifién autotrasplantado queda en posicién iliaca o lumbar baja,
segun la técnica del alotrasplante renal heterotépico que describimo
en 1967 (5), de manera que la vena o las venas renales se anasto-
mosan sisteméaticamente a la vena iliaca primitiva en el lado izquier-
do o a la vena cava en el lado derecho, lo que proporciona al 6rga-
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Fic. 8. (Ob. 6). A, UIV preoperatoria, rinén en herradura sin patologia de la via

excretora pero doloroso, en el que habia fracasado la sinfisiotomia previa. B, UIV

oblicua, post-autotrasplante rifién izquierdo. Desaparicién de la sintomatologia dolo-
rosa y de los trastornos digestivos. C, Mejora funcional de ambos rifiones.

no trasplantado mejores condiciones hemodinamicas que la anasté6-
mosis a la vena iliaca externa; una posicién mas estable para el ri-
fién y éste queda mas protegido. La continuidad urinaria se resta-
blece anastomosando el cistoide del uréter iliaco a la pelvis renal. En
el caso de mala rotacién, el rifién se autotrasplanta en posicién lum-
bo-iliaca proporcionandole una rotacién de 90° de manera que su
cara anterior o ventral donde se halla la pelvis y el uréter queda en
posicién dorsal anatémica.

RESULTADOS

No hubo mortalidad inmediata ni lejana en el total de la esta-
distica; el rindén en ectopia contralateral y gran hidronefrosis por
extensa estenosis ureteral, tuvo que extraerse a los 21 dias por pio-
nefrosis (tabla I). En todos los demas casos no hubo complicacio-
nes inmediatas o lejanas. El tiempo operatorio promedio fue de 4
horas 30 minutos. La funcién renal ha mejorado en todos los casos.
La infeccién urinaria ha desaparecido. Ninguna recidiva litidsica en
el transcurso de estos afios, notable mejora de la ectasia pielocali-
cial en las hidronefrosis y desapariciéon del dolor lumbar y de los
trastornos gastrointestinales.
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TaBLA 1

Anomalias renales (2002)

549

Tipo anomalia N.° casos Resultados Complicdflcio— T iemp?
renal nes™ evolucién
Sinfisis (rifién en 8 Bueno 0 26 afios
herradura) en todos los 25 anos
casos 25 afos

21 afos

20 afos

18 afios

17 afios

10 afios

Malrotacién 5 Bueno 0 23 aifos
en todos los 19 anos

casos 19 afios

16 afios

10 afios

Ectopia 1 Nefrectomia | Pionefrosis | 21 dias

* No mortalidad.

Se presentan los resultados radiograficos obtenidos en ultima
revisién y que pueden catalogarse como muy satisfactorios. El tiempo
de evolucién es el maximo de 25 afios y el minimo de 6 afos.

Como resultado de esta nueva tactica se ha conseguido:

— Que el 6rgano recupere su normal orientacién anatémica.

— Que la pelvis quede, en la mayoria de los casos, en posiciéon
dorsal anatémica y fisiolégica.

— Eliminar el extenso segmento pieloureteral displdsico o distré-

fico.

— Un drenaje urinario mas corto y declive.
— que el uréter no cabalgue sobre el istmo o sobre el reborde
parenquimatoso en la malrotacion.
— Eliminar el istmo de fusién responsable de los trastornos do-
lorosos o gastrointestinales relacionados con el rifién en herra-

dura.

— Conservar la totalidad del parénquima renal preservando su

funcion.
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FiG. 9. (Ob. 7). A, UIV preoperatoria de un nifio de 10 afios. Hidronefrosis
bilateral y ureteropieloplastia convencional fracasada infeccién urinaria,
patologia dolorosa y proteinuria. B, Autotrasplante renal derecho.

- Después de la sinfisiotomia, el rifién contralateral ya no pre-
siona sobre las estructuras prevertebrales y su uréter no cabal-
ga sobre el istmo y tiene un mejor drenaje urinario.

En conclusién: se ha corregido la anomalia renal y las lesiones
asociadas responsables de las complicaciones.

DISCUSION

Las anomalias renales complicadas no han sido tratadas hasta
ahora de una forma légica, en parte por desconocimiento de los
factores etiopatogénicos y en parte por carencia de soluciones qui-
rargicas a una problematica tan compleja. La cirugia convencional
no trata correctamente las lesiones asociadas ni a la anomalia en si,
ya que no tiene en cuenta las multiples malformaciones responsables
de las complicaciones. Asi, la situacién alta y ventral de la pelvis, el
curso del uréter cabalgando sobre el istmo en el rifién en herradu-
ra o sobre el reborde parenquimatoso en las anomalias de rotacién,



ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA 551

T,

Fic. 10. (Ob. 7). A, UIV. Corresponde al mismo nifio de 10 afios con rifién

en herradura complicado por hidronefrosis bilateral a quien se le auto-

trasplant6 primero el rifién derecho y dos meses después se autotrasplant6

el rifién izquierdo. Ambos rifiones tienen una funcién normal, y el dolor, la

infeccién urinaria y proteinuria han desparecido. B, Esquema del autotras-
plante bilateral del rifién en herradura en este caso.

la insercién alta y la angulacién de la unién pieloureteral, entre otras
causas, no pueden ser corregidas mediante la sinfisiotomia del ist-
mo o por la nefrectomia parcial, ya que mientras no se corrija la
andémala orientacién del rifién persistiran las causas relacionadas con
el trastorno morfolégico renal.

Otro problema para la aplicacion de las técnicas convencionales
al rifién anémalo radica en la extensién de la malformacién de su
via excretora por encima, por debajo o a nivel de la unién pielo-ure-
teral que, frecuentemente, sobrepasan los 5 6 6 centimetros de ex-
tensién y que estan representadas por lesiones de tipo estructural
como la aplasia o hipoplasia segmentaria de la muscular, fibrosis pa-
rietal, sustituciéon de las fibras musculares por hipertrofia del tejido
colageno. Estas alteraciones estructurales que han sido observadas
(11) en grado y extensién variable en el rifién hidronefrético no mal-
formado, y que hemos podido constatar en el estudio histopatolégi-
co en seis pacientes de esta serie, pueden representar un obstaculo
al relleno fisiol6gico del cono ureteral y a la normal urodinamica y
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A o A

Fic. 11. (Ob. 8). Ejemplo de uno de los 5 casos de mal rotacién renal. A, Radiografia

preoperatoria. Gran calculo piélico y litiasis calcilar multiple y recurrente. B, UIV pielo-

caliectasia y retardo funcional. C, Autotrasplante. Total recuperacién de la orientacién
anatémica del rifién y de la morfologia de sus calices.

son el punto de partida de la evolucién hacia la hidronefrosis y a la
litiasis de 6rgano. En tres pacientes no se encontré obstruccién a ni-
vel de la unién, en el sentido de que el calibre era normal o estaba
aumentado, sin que se observaran al microscopio importantes lesio-
nes estructurales, o son muy parecidas a las que se observan en las
hidronefrosis congénitas, constituidas por una acalasia muscular; con
sobrecarga hidrica, observamos una falta de coordinacién peristalti-
ca entre la pelvis y el uréter. Son estenosis funcionales que obstacu-
lizan el transito pielo-ureteral. Estas lesiones pueden ser reconoci-
bles por el estudio histolégico aunque no siempre.

Las ureteropieloplastias convencionales no resuelven el problema
por la razén de que estas lesiones son muy extensas y, después de
una amplia recesién, no queda uréter suficientemente disponible
(uréter corto) para una anastémosis sin tensién; ademas, el rifién no
es movilizable por sus multiples amarras vasculares. Las anomalias
renales complicadas, sobre todo si ya fueron intervenidas, requieren
una tactica y una técnica quirtrgicas distintas. Hay que practicar una
cirugia que corrija simultdneamente la patologia propia de la ano-
malia renal y la patologia de sus vias excretora, es decir, que elimi-
ne la sinfisis, libere las estructuras nerviosas y vasculares preverte-
brales, proporcione una normal orientacién anatémica, que permita
la amplia reseccién segmentaria de la unién pieloureteral, facilite un
normal drenaje urinario y con conservacién de todo el parénquima
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renal. Estos objetivos se han conseguido gracias a la cirugia extra-
corpérea, a la microcirugia y al autotrasplante.

Aunque puede parecer una acrobacia quirdrgica extender esta
indicacién a un rifién anémalo, que no solamente presenta una
morfologia trastornada, sino también una malformacién de sus vias
excretoras y de sus vasos en la practica no ha habido grandes difi-
cultades técnicas o éstas fueron siempre resueltas. No hay que olvi-
dar que la cirugia «ex vivo» proporciona al cirujano unas condicio-
nes de trabajo que jamds sofié alcanzar. El rifién en constante
hipotermia controlada durante horas no experimenta alteracién en
su funcién. Aunque son operaciones largas, no son traumaticas, ya
que mientras se opera el rifién en el banco de trabajo, en otro qui-
réofano el paciente se halla bajo anestesia muy superficial hasta el
momento en que recibird el 6rgano reparado.

Los resultados en 13 casos son sorprendentemente satisfactorios
y el tnico fracaso debe atribuirse a una dudosa indicacién quirtr-
gica que debi6 ser de entrada la nefrectomia. Los resultados de esta
serie a largo plazo autorizan a afirmar que la cirugia «ex vivo» y el
autotrasplante representan una nueva solucién quirtrgica para resol-
ver la gran problemdtica de las anomalias renales y en las que la
cirugia convencional conservadora fracasé o es imposible. Esta nueva
y original cirugia no significa que deba ser sistematica en todas las
anomalias. Cuando una hidronefrosis o una litiasis complica tardia-
mente y por vez primera a una anomalia, puede recurrise a las in-
tervenciones convencionales. Pero cuando las complicaciones son
importantes y aparecen tempranamente o el otro rifiébn no es nor-
mal, entonces esta cirugia estd plenamente justificada.
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Resumen

Las fisuras petrotimpanica y petroescamosa se localizan en el hueso tem-
poral, en una compleja area de la base del craneo estrechamente relaciona-
da con el desarrollo evolutivo de los mamiferos. Sin embargo, hasta ahora
no disponiamos de unas descripciones comprensivas de como se realizaba la
formacién de estas fisuras. Recientes investigaciones nos han permitido de-
terminar los factores que intervienen en su desarrollo, y en consecuen-
cia como se efectia el cierre del oido medio y su separacién de la articula-
cién témporomandibular. Los mecanismos y estructuras que intervienen en
su morfogénesis, determinan la variabilidad y las implicaciones anatomocli-
nicas.

Abstract

Petrotympanic and petrosquamosal fissures are located in the temporal
bone, in a complex area of the base of the skull, closely related to the evo-
lutionary development of mammals. However, until now we do not have a
comprehensive descriptions about how the formation of these fissures were
formed. Recent researches have allowed us to determine the factors involved
in their development, and consequently how the closure of the middle takes
place and its separation of the temporomandibular joint. The mechanisms and
structures involved in their morphogenesis determine the variability and
anatomoclinical implications.
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Una de las dreas més enigmaticas del cuerpo humano, correspon-
de a las fisuras petrotimpénica y petroescamosa. Se encuentran lo-
calizadas en una compleja area de la base del craneo perteneciente
al hueso temporal. La interposicién de una pequefia ldmina OGsea,
conocida como prolongacién inferior del tegmen tympani de Griiber
o lamina petrosa descendente de Mouret, crista tegmentalis, deter-
mina la peculiaridad anatémica de esta especial disposicién fisura-
ria (Fig. 1).

FiG. 1. Visién de la base del craneo (norma basal), en la que aprecia
la prolongacién inferior del tegmen tympani y las porciones escamosa
del temporal a nivel de la fosa mandibular (S) y el hueso timpanico
(T). Se observan claramente las fisuras timpanoescamosa (TS),
petroescamosa (PS) y petrotimpanica (PT).

El presente estudio, no solamente pretende explicar el proceso y
los factores que determinan la formacién de las fisuras petrotim-
pénica y petroescamosa en el hombre, sino también la relacién que
tiene con los procesos evolutivos de otros mamiferos, y finalmente
incidir en su importancia anatomoclinica.

Aunque han sido analizadas y son bien conocidos los elemen-
tos que relacionan el oido medio y la articulaciéon témporomandibu-
lar, tanto en el feto humano (Rodriguez-Vazquez y cols. 1993 ) como
en el hombre adulto (Harpman y Woollard, 1938; Symons, 1952;
Moffett, 1957; Coleman, 1970; Smeele, 1988; Rodriguez-Vazquez y
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cols., 1991, 1992, 1993), no asi en cambio, el desarrollo y los meca-
nismos implicados en la transformacién de la fisura timpanoesca-
mosa y la constitucién de la fisura petrotimpanica.

La formacién de estas fisuras esta relacionada con el cierre del
oido medio en el hombre. Recientemente Rodriguez-Vazquez y cols.,
2011a, han desarrollado la hipétesis de céomo se efectiia el cierre del
oido medio, y su separacién de la articulacién témporomandibular,
y que va determinar la formacién las fisuras petrotimpénica y pe-
troescamosa, siendo el tegmen tympani, uno de los elementos fun-
damentales en esa separaciéon. El desarrollo de estas fisuras permi-
te comprender la morfologia y su variabilidad en el adulto, y en
consecuencia la anatomia clinica de la misma.

MORFOGENESIS DE LAS FISURAS PETROTIMPANICA
Y PETROESCAMOSA.

En el desarrollo de este complejo fisurario, Rodriguez-Vazquez
y cols., 2011a, han senalado las siguientes etapas:

1. En la etapa inicial, la porcién escamosa del hueso temporal
y el hueso timpénico delimitaban claramente la fisura timpanoesca-
mosa. Por ella pasaban entre
otros elementos el cartilago de
Meckel, muy grueso en estos
estadios, y el nervio cuerda del
timpano.

2. En la segunda etapa,
aparecia el anlage cartilaginoso
del tegmen tympani (Fig. 2)
que posteriormente establecia

FiG. 2. Morfogénesis. Seccién frontal
de un feto humano de 11 semanas de
desarrollo. La fisura
timpanoescamosa esta delimitada
entre la porcién escamosa del
temporal (S) y el hueso timpanico
(T). Nervio cuerda del timpano (CT).
Hueso goniale (G). Esbozo del
tegmen tympani del penasco del
temporal (TE).
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F1G. 3. Morfogénesis. Seccién sagital de un feto humano de 12 semanas de

desarrollo. Constitucién de la fisura petroescamosa (PS), entre el tegmen

tympani (TE) y la porcién escamosa del temporal (S). El ligamento

discomaleolar (DM) alcanza el tegmen tympani (TE) pasando por la fisu-

ra timpanoescamosa, delimitada entre la porcién escamosa del temporal (S)

y el hueso timpénico (T), por ella también se introduce en el oido medio
el cartilago de Meckel (M).

conexioén con la cépsula 6tica y se delimitaba la fisura petroesca-
mosa (Fig. 3).

3. La tercera etapa estaba caracterizaba por el rapido crecimien-
to del proceso inferior del tegmen tympani (Fig. 4). El crecimiento
y el descenso del cartilago del proceso inferior del tegmen tympani,
reducia la parte medial de la fisura timpanoescamosa.

4. En la fase final, fue observado como el cartilago de Meckel
regresaba para formar el ligamento esfenomandibular y ligamento
anterior del martillo (Rodriguez-Vazquez, 1992) (Fig. 5). Ademas la
parte medial de la fisura estaba cerrada por el proceso descendente
del tegmen timpano. Por tanto, la formacién de la fisura petroesca-
mosa era seguida por la formacién de la fisura petrotimpanica.

Existian una serie de factores que determinaban la formaciéon
de las fisuras petrotimpénica y petroescamonosa, y que no habian
sido descritos con anterioridad. Fue observado (Rodriguez-Vazquez
y cols., 2011a), como en las etapas previamente analizadas, existia
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FiG. 4. Morfogénesis. Seccién sagital de un feto humano de 13 sema-

nas de desarrollo. Crecimiento caudal del tegmen tympani para for-

mar la prolongacién inferior (ITE), donde se fija una parte del liga-

mento discomaleolar (DM). Fisura petroescamosa (PS). Nervio cuer-

da del timpano (CT). Hueso goniale (G).Cartilago de Meckel (M).
Martillo (MA). Hueso timpanico (T).

¥
A fj.Lingu]a dela
4 mandibula

Fi1G. 5. Dibujo en visién medial del ligamento esfenomandibular en un

feto humano de 25 semanas de desarrollo. Se ha resecado el ramo de la

mandibula y se observa la continuidad del ligamento esfenomandibular

(LE) con el ligamento anterior del martillo (LA) a través de la fisura

petrotimpénica, de la que solamente se ha representado su limite infe-
rior. Hueso timpénico (T). Martillo (MA). Yunque (Y).
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un crecimiento especifico del proceso inferior del tegmen tympani,
que se mantenia como cartilago, sin presentar ningin signo de osi-
ficacion (Fig. 4).

Aunque, el elemento o factor mas importante en el descenso del
tegmen tympani era el ligamento discomaleolar (Rodriguez-Vazquez
y cols., 2011a). En particular, el fasciculo del ligamento discomaleo-
lar que desde la parte antero-inferior del timpano alcanzaba con las
otras partes del ligamento el disco de la articulacién témporoman-
dibular. Sefialaron como hipétesis que la traccién del ligamento dis-
comalleolar evitaba la osificacién y aceleraba un proceso de descenso
del proceso inferior del tegmen tympani (Figs. 3 y 4).

El ligamento discomalleolar tenia una forma triangular con su
base hacia el disco y con su vértice en el martillo (Rodriguez-Vaz-
quez y cols., 1993). Este ligamento entraba en el oido medio a tra-
vés de la parte lateral de la fisura petrotimpénica, aunque las fibras
mas laterales de este ligamento lo hacian por la parte mas medial
de la fisura timpanoescamosa (Rodriguez-Vazquez y cols. 1998; Kim
y cols., 2004). El ligamento discomalleolar en el feto era el factor
mas probable para la transferencia de la tensién mecénica del dis-
co y céndilo en desarrollo. En nuestra opinién, el ligamento disco-
maleolar, y especificamente las fibras que alcanzan el tegmen tym-
pani podrian actuar como un mecanismo de traccién para que se
produzca el descenso de esta parte del tegmen tympani que forma-
ra la prolongacion inferior del tegmen tympani (Fig. 4). Se ha de-
mostrado que los movimientos son importantes en la organizacién
de las estructuras de la articulacién témporomandibular, la influen-
cia del musculo pterigoideo lateral (Petrovic, 1972; Strutzmann vy
Petrovic, 1974; Perry y cols., 1985; Sperber, 1989; Hinton, 1990; Ben-
Ami y cols., 1993; Takahashi, 1991; Takahashi y cols., 1995;), asi
como la insercién durante el periodo fetal de fasciculos de la cabe-
za superior del musculo pterigoideo lateral en el céndilo y dos ter-
cios anterointernos del disco articular (Mérida-Velasco y cols., 1999).
En consecuencia los movimientos del disco y su desplazamiento
podrian provocar la traccién del tegmen tympani a través de las fi-
bras del ligamento discomaleolar que se fijan en el.

Aunque el cierre de la fisura timpanoescamosa en su parte medial
no solamente se produciria por el descenso de la prolongacién inferior
del tegmen tympani arrastrada por la traccién de las fibras del liga-
mento discomaleolar que se insertan en ella, sino también por otro
factor importante como es la transformacién del cartilago de Meckel
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en los ligamento esfenomandibular y anterior del martillo (Figs. 4 y
5). El impedimento que suponian estos elementos para su descenso ya
no existiria, y en consecuencia la prolongacién inferior del tegmen
tympani podria interponerse entre la escama del temporal y el hue-
so timpénico, y formar la fisura petrotimpénica a las 25 semanas de
desarrollo. Por ella pasaran el nervio cuerda del timpano, y el ligamen-
to esfenomandibular y su continuidad con el ligamento anterior del
martillo (Rodriguez-Vazquez y cols., 1992) (Fig. 5).

RELACION CON EL DESARROLLO EVOLUTIVO DE OTROS
MAMIFEROS

El proceso descrito se relaciona con uno de los temas centrales
de la biologia evolutiva de los mamiferos, ya que el oido medio re-
presenta una de las caracteristicas morfolégicas fundamentales para
definir esta clase de vertebrados. El origen evolutivo del oido, y su
homologia se ha considerado como uno de los enigmas mas formi-
dables de la morfologia comparada, habiendo atraido la atencién de
zolblogos y estudiosos de la anatomia comparada de los dltimos 200
afos. Esta homologia estd basada en la transferencia de elementos
accesorios de la mandibula (angular y articular) més el cuadrado,
como huesos estrictamente del oido medio, renombrados como tim-
péanico, martillo y yunque (Allin, 1975). La transferencia permitiria
la transicién de una articulacién cuadrado-articular de tipo reptilia-
no (articulacién primaria de la mandibula), a la articulacién esca-
moso-dentaria de los mamiferos (Shute, 1956; Allin, 1975). La fisu-
ra timpanoescamosa habria permitido esta transicién articular en el
desarrollo humano (Rodriguez-Vazquez y cols., 2011a). Era conoci-
do que los primeros movimientos reflejo de la apertura de la boca
se realizaban a las 8-9 semanas de edad gestacional (Humphrey,
1968) y también que, en esta etapa del desarrollo, la articulacién
témporomandibular no estaba constituida (Mérida-Velasco y cols.,
1999), aunque en realidad habia una articulacién entre el segmento
dorsal del cartilago de Meckel, que dara lugar al martillo (Rodriguez-
Vazquez y cols., 1991) y el yunque. Por tanto, los movimientos en
esta fase del desarrollo humano deberian realizarse en esta articu-
lacién, que corresponderia a la articulacién de la mandibula prima-
ria (Mérida-Velasco y cols., 1990). Wang y cols., 2001, observaron
evidencias de esta transicion en los fésiles de los primeros mamife-
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ros del Creticeo, al identificar un cartilago de Meckel osificado que
se relacionaba con el oido medio. Estos autores sugirieron que su
funcién podria ser el movimiento de la mandibula. Esta disposicién
del cartilago de Meckel y su relacién con la mandibula podria ser
equivalente a la observada en los fetos humanos por Rodriguez-Vaz-
quez y cols.1997, 2011b.

Por tanto, el cierre del oido medio seria la ultima fase de esta
transicién articular, que separaria la articulacién témporomandibu-
lar del oido medio. Al entrar en funcién la articulacién témporo-
mandibular, el ligamento discomalleolar, a través de su fijacién en
el tegmen tympani, terminaria por cerrar el oido medio (Rodriguez
Vazquez y cols. 2011a).

En el desarrollo ontogénico del embrién humano es posible com-
prender y observar los cambios que determinan el cierre del oido
medio y la consecucién de una arquitectura 6sea capaz de percibir
las ondas sonoras, siendo la fisura timpanoescamosa la puerta de
entrada que permite la transferencia de los elementos accesorios de
la mandibula.

ANATOMIA CLINICA

En nuestra opinién el mayor o menor descenso del tegmen tym-
pani durante el desarrollo, determina la morfologia de las fisuras
petrotimpénica y petroescamosa en el adulto. Las variaciones de la
fisura petrotimpanica que han sido sefialadas (Eckerdal, 1991; Schic-
kinger y cols., 1998; Koesling y cols., 2005; Sato y cols., 2008; Ana-
gnostopoulou y cols., 2008), consideramos que estan en relacién di-
recta con el grado del descenso del proceso inferior del tegmen
tympani. Por tanto, menos descenso daria lugar a una fisura petro-
timpéanica mas amplia (Fig. 6), lo que facilitaria el paso no solamente
del ligamento discomalleolar, sino también del ligamento esfenoman-
dibular y su extensién o continuidad con el ligamento anterior del
martillo (Fig. 5), y en consecuencia la transmisién de la fuerza de
la articulacién témporomandibular al oido medio. Esto podria expli-
car la presencia sintomas auditivos en el sindrome de disfuncién de
la articulacién témporomandibular (Kim y cols., 2004; Sato y cols.
2008; Anagnostopoulou y cols. 2008; Sencimen y cols., 2008), o la
posibles complicaciones durante la artroscopia de la misma (Schic-
kinger y cols., 1998).
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FiG. 6. Visién de la base del craneo (norma basal). La prolongacién

inferior del tegmen tympani no ha descendido totalmente (comparese

con la Fig.1) y en consecuencia la fisura petrotimpénica (PT) se encuen-

tra abierta. Porci6n escamosa de la escama del temporal (fosa

mandibular) (S). Hueso timpénico T. Fisuras timpanoescamosa (TS) y
petroescamosa (PS).

La variabilidad de las fisuras, no se podria entender sin la inte-
rrelacién de todos los procesos que hemos expuesto.

Por todo ello consideramos que, las fisuras petrotimpanica y
petroescamosa son el resultado final del necesario cierre del oido
medio en el hombre, y su formacién representaria la ultima etapa
de las adaptaciones experimentadas en los mamiferos.
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INTERVENCION DEL PROF. LUCAS TOMAS

El Dr. Rodriguez Vazquez nos tiene acostumbrados a presentar-
nos trabajos de investigacién sobre el area del cuello, arcos branquia-
les, maxilares, apéfisis estiloides, Articulacién Temporo Maxilar
(A.T.M.), base del craneo, etc.

Yo pensaba que el Dr. Rodriguez Vazquez habia agotado sus
conocimientos y sus investigaciones en esta area, a la vez tan peque-
fia, compleja, y, como él ha dicho, tan enigmatica.
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El Dr. Rodriguez Vazquez ha hecho una sorprendente y exhaus-
tiva descripciéon de las fisuras petroescamosa y petrotimpatica en la
base del craneo, asi como el apoyo demostrativo de su existencia en
varias etapas morfogenéticas.

En un momento dado ha citado el ligamento esfenomandibular
y su relaciéon con el oido medio. Yo habia oido hablar de este ex-
tremo pero nunca habia podido verlo, a pesar de mi interés y mi
proximidad por los anatémicos de esta zona y concretramente del
equipo humano que forma la escuela de Jiménez Collado, Rodriguez
Vazquez, Mérida, etc.

Lo que no habia oido nunca era la presencia del ligamento dis-
comaleolar y que su accién estd relacionada con la movilidad del
cartilago articular de la A.T.M.; realmente sorprendente por inespe-
rado.

Todo esto me permite hacerle tres preguntas concretas, relacio-
nadas con la clinica, puesto que mi area de accién es médico-qui-
rargica y no de investigacién anatémica:

Primera: ¢Corresponde la aparicién de actfenos a la presencia del
ligamento esfenomandibular que usted ha descrito?

Segunda: Nuestra amada y compleja articulacién temporomandi-
bular, para el Dr. Rodriguez Vazquez y para mi, ha estado siempre
relacionada con el sistema neuromuscular de las grandes estructu-
ras musculares y ligamentosas aproximadoras y separadoras de la
mandibula. Asi tenfamos acordado que la causa del dolor, acufenos
y otros sintomas multiples del sindrome dolor-disfuncién articular
provenian de estas estructuras. Hoy el Dr. Rodriguez Vazquez me
hace pensar que el dolor articular estd basado en la presencia y fun-
cién del disco maleolar, por él descrito.

¢Seria una suerte haber llegado a la solucién de la etiopatogenia
del Sindrome de Costen?

Tercera: En mis anos mozos de la Clinica de la Concepcién me
dediqué a hacer artroscopia en la A.T.M. Las complicaciones deri-
vadas de ella y los resultados clinicos y radiograficos obtenidos nos
desanimaron a seguir investigando en esta técnica. ¢(Tendra que ver
con ello la presencia o no de nuestras enigmaticas fisuras craneales?.

Dr. Rodriguez Vazquez, le estimulo que siga investigando sobre
esta drea anatémica comun con la brillantez con que lo esta ha-
ciendo.
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que estan hoy sentados en esta mesa presidencial, es que evidentemen-
te esta articulacién temporomaxilar y el oido medio crea una enorme
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