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Carta de bienvenida

Ciencias Farmacéuticas, hoy mas importantes que nunca

La ciencia es la base de todo conocimiento, algo que hoy mas que nunca tiene una importancia fun-
damental. La relevancia y urgencia de la pandemia generada por el COVID-19 es actualmente el gran
reto sanitario mundial en un momento en el que la ciencia es el tinico horizonte capaz de devolver la
normalidad deseada a la humanidad.

A nivel farmacoldgico es un gran desafio en un siglo XXI en el que la evolucion de la medicina de pre-
cision, la aplicacion de modelos predictivos, la gendmica, los medicamentos biologicos y biotecnologi-
cos y la innovacién disruptiva con medicamentos como los nuevos CAR-T, hace prever mejoras muy
importantes en el tratamiento y curacion de enfermedades.

La consecucion de la vacuna frente COVID-19 es un horizonte que todos deseamos alcanzar cuanto
antes, una carrera contrarreloj por alcanzar la meta de un medicamento seguro, con la mayor eficacia
posible y que nos garantice el mayor tiempo de proteccion.

Y en todo este contexto, el Colegio de Farmacéuticos de Sevilla arranca un proyecto apasionante y
fundamental, la publicacién de una nueva revista para profundizar en el conocimiento, la Revista
Espaiola de Ciencias Farmacéuticas (RESCIFAR). Una iniciativa importante en un momento crucial,
para seguir dando soporte a los farmacéuticos colegiados, con herramientas que permitan una actuali-
zacion permanente de conocimientos para estar al dia de todas las novedades en torno al medicamento
para el ejercicio de la profesion.

Enhorabuena a toda la Junta de Gobierno del Colegio de Sevilla por el acierto y por permanecer siem-
pre atentos a las necesidades del dia a dia de los farmacéuticos para seguir prestando un servicio de
excelencia al conjunto de la sociedad espafola.

Jestuis Aguilar Santamaria
Presidente del Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos de Espaiia

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1). 1



Carta de bienvenida

La importancia de la investigacion

Es para mi un honor, y también una satisfaccion, introducir este nimero inaugural de RESCIFAR,
la Revista Espafola de Ciencias Farmacéuticas, una meritoria y acertada iniciativa del Colegio de
Farmacéuticos de Sevilla para estimular la investigacion y la transferencia de conocimiento en el
ambito farmacéutico, que es probablemente uno de los aspectos en los que esta profesién puede y debe
seguir avanzando. Como ocurre con muchas otras profesiones y especialidades sanitarias volcadas en
la practica clinica, estamos muy orientados en la satisfaccion del paciente, y esa vocacion asistencial
debemos sin duda mantenerla, pero sin descuidar la faceta cientifica, siendo conscientes de que invertir
tiempo en publicar y generar comunidad cientifica es propiciar el avance profesional y por ende la
mejora del servicio prestado a sus usuarios.

El compromiso con la investigacion es tanto mas necesario cuando vivimos en un mundo en constante
cambio, donde las innovaciones tecnoldgicas se suceden a velocidad cada vez mayor, y es necesario
discriminar las que realmente suponen avances y mejoras para el paciente y las que no. Del mismo
modo, no podemos ignorar que también la sociedad sobre la que debemos intervenir no solo ha
cambiado, sino que se reorganiza constantemente y de forma cada vez mas acelerada y profunda, de
modo que también los retos sanitarios a los que debemos enfocarnos han experimentado una variacion
sustancial y requieren por ello de una investigacion contrastada y con resultados aquilatados.

Es conocido en este sentido que el envejecimiento de la poblacién, la creciente prevalencia de las
patologias crénicas, la complejidad cada vez mayor de los tratamientos y la concurrencia de multiples
patologias en pacientes cada vez mayores y mas polimedicados representan un escenario nuevo,
de desafiantes retos para el sistema sanitario, ante el que los profesionales que trabajamos en ¢l no
podemos volver la cara.

Del mismo modo, la emergencia sanitaria por COVID19 ha puesto de manifiesto la necesidad de un
reseteo completo de las politicas sanitarias, evidenciando la insuficiencia del énfasis en los tratamientos
y revelando la importancia de incidir en las politicas de salud ptiblica basadas en la epidemiologia, la
prevencion, la deteccion precoz, el control de los pacientes, etcétera. Asimismo, la pandemia también
ha supuesto una invitacion a reforzar los canales de atencion digital, que no podemos descartar sin
mas ni pensar que solo son un recurso de emergencia, porque la realidad es que han llegado para
quedarse.

Todos estos retos conciernen naturalmente a la farmacia, que tiene ademas en el desarrollo de la cartera
de nuevos servicios un ambito de investigacion y experimentacion tan apasionante como fundamental
si realmente aspiramos a consolidarlo y a reforzar el rol de la farmacia como primer eslabén de acceso
del sistema sanitario. Cualquier incorporacion de nuevas prestaciones farmacéuticas a la cartera de
servicios de la administracidn sanitaria requerird investigacion y experimentacion previa y somos
los profesionales farmacéuticos los que debemos liderarla y protagonizarla, en beneficio propio, del
sistema sanitario y de sus usuarios.

Estoy convencido de que RESCIFAR sera revista ttil para todos estos objetivos, un valioso instrumento
que ayudara a promover y capitalizar los resultados de la investigacion farmacéutica, y por ello, desde
estas lineas, quiero expresar mi enhorabuena y agradecimiento a quienes la han hecho posible, asi
como invitar a todos los farmacéuticos andaluces a participar en ella con sus publicaciones.

Antonio Mingorance
Presidente del Consejo Andaluz de Colegios Oficiales de Farmacéuticos
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Carta de bienvenida

RESCIFAR

(Revista Espafola de Ciencias Farmacéuticas)

Culminamos el suenio.

Anheldbamos desde hace tiempo que nuestro Colegio dispusiera de instrumentos para ayudar y faci-
litar a los comparnieros Farmacéuticos a dejar constancia de sus trabajos de investigacion mediante la
publicacién de los mismos.

Es amplisima, y muy meritoria, la labor desarrollada por todos y cada uno de los Farmacéuticos espa-
foles en su actividad diaria, pero, salvo excepciones, es totalmente desconocida para el mundo de la
Ciencia y de la Sanidad. Los pacientes la valoran, la sociedad la agradece y los poderes publicos cuen-
tan con ella porque coadyuva las actuaciones del resto de Profesiones Sanitarias. Pero no podemos, ni
debemos, conformarnos solo con eso y quedarnos ahi; hay que avanzar.

El mencionado desconocimiento es plural, siendo numerosas las razones que conducen a €l. Una de
ellas es la ausencia generalizada de trabajos realizados por Farmacéuticos en publicaciones profesio-
nales, aunque haberlos haylos, siendo una distinguida minoria la de los compafieros que se deciden a
hacerlo. Otra de las razones es el escaso nimero de publicaciones cientificas que existe en el universo
farmacéutico, asi como el desconocimiento de cdmo acceder a ellas para publicar y las dificultades
encontradas para hacerlo.

Con el objeto de subsanar los inconvenientes mencionados y abrir una puerta para dar a conocer el
colosal y valioso trabajo desarrollado por los profesionales del mundo de la Farmacia, nace RESCIFAR,
la Revista Espafiola de Ciencias Farmacéuticas, gracias al trabajo de la Junta de Gobierno del Real e
Ilustre Colegio Oficial de Farmacéuticos de la Provincia de Sevilla, bajo la coordinacion de nuestro Vo-
cal de Industria, Investigacién y Docencia, Profesor D. Antonio Maria Rabasco Alvarez, que comanda
el Consejo Editorial junto a un servidor de ustedes y los también Profesores D. Antonio Ventosa Ucero
y Dfha. Ana Maria Camean Fernandez.

RESCIFAR, la Revista Espafiola de Ciencias Farmacéuticas, es un instrumento para el desarrollo pro-
fesional, que nace en Sevilla con vocacién internacional por iniciativa de su Colegio Provincial. Es una
puerta abierta a la divulgacion del conocimiento que cuenta con importantes apoyos del mundo de la
Ciencia: Incluir en este primer niimero colaboraciones de relevantes cientificos, como los Profesores
Grisolia, Zaragoza o Vitorica, indica nuestra vocacién y el camino que iremos trazando entre todos.

Como decia, culminamos el suefio. Han sido muchas horas de trabajo, de las que se ha obtenido el
fruto deseado: La Revista Espafiola de Ciencias Farmacéuticas.

Manuel Pérez
Presidente del Colegio Oficial de Farmacéuticos de Sevilla

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1). \Y



Politica editorial - Tipos de articulos

REVISTA ESPANOLA DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

POLITICA EDITORIAL

La REVISTA ESPANOLA DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS (nombre abreviado segin
norma ISO-4: Rev Esp Cienc Farm y acrénimo
RESCIFAR) es una revista cientifica internacional
de caracter multidisciplinar en el ambito de la
Farmacia. Aceptara para su estudio y evaluacion,
trabajos originales, no publicados ni remitidos
simultaneamente a otras publicaciones, que se
refieran a los distintos aspectos relacionados
con el medicamento y los productos sanitarios.
Concretamente, aceptaré
medicamentos, su analisis, aplicaciones en
Farmacia Hospitalaria o comunitaria, Farmacia
Clinica, Atencién Farmacéutica, Farmacoterapia,
Tecnologia
Nutricion, Legislaciéon y Gestion, Historia,
Farmacia asistencial, Industria Farmacéutica,
Distribucidn, etc.

estudios  sobre

Farmacéutica, Microbiologia,

Es la revista cientifica oficial del Real e Ilustre
Colegio Oficial de Farmacéuticos de Sevilla,
con periodicidad cuatrimestral (febrero, junio
y octubre), de manera ininterrumpida. Acepta
manuscritos en espafiol e inglés.

Larevista publica, articulos originales, originales
breves, casos clinicos, revisiones completas,
mini revisiones y comunicaciones breves. Las
lecciones de aprendizaje, comentarios y cartas al
director también pueden ser considerados para
su publicacion. También se podran incluir fe de
erratas y retractaciones. La revista RESCIFAR se
adhiere a las recomendaciones de uniformidad
para manuscritos enviados a revistas biomédicas
elaboradas por el Comité Internacional de
Editores de Revistas Médicas, cuyo texto oficial
se encuentra disponible en: http://www.icmje.
org/recommendations/

Todos los manuscritos presentados para su
publicaciéon seran sometidos inmediatamente
a una revision por pares (peer-review journal),
por los miembros del Consejo Editorial y con
evaluadores externos. Los autores obtendran
informacion sobre el articulo, aceptacion,
revisién o rechazo en un tiempo maximo de 60
dias tras la recepcion del trabajo.

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1).

La revista RESCIFAR se reserva el derecho de
admitir publicidad comercial relacionada con
diferentes aspectos de las Ciencias de la Salud,
si lo cree oportuno.

TIPOS DE ARTICULOS

Revisiones. Estos articulos proporcionan
un resumen exhaustivo de temas de interés
general de amplio alcance para los cientificos
farmacéuticos. Se incluiran bajo esta tipologia
los estudios bibliométricos, las revisiones
sistematicas, los metaanalisis y las metasintesis.
Deben estar estructurados en los siguientes
apartados: Introduccion, Métodos, Resultados,
Discusion y Conclusiones. La extension maxima
del articulo serd de 5000 palabras y se admite un
numero maximo de 10 tablas y figuras. Tendran
un maximo de 100 referencias bibliograficas.
Ademas, debe aparecer un resumen estructurado
de no mas de 500 palabras (en inglés y espafiol).
Se incluirdan un minimo de 3 palabras clave y un
maximo de 6 (en inglés y espafiol).

Originales. Son
de resultados experimentales y / o tedricos
significativosy originales quese ajustanalalcance
de RESCIFAR. Se requiere que los manuscritos
sean escritos de manera clara y concisa y que

descripciones  completas

incluyan unicamente datos relevantes para
llegar a sus conclusiones finales. Deben estar
estructurados en los siguientes apartados:
Introduccion, Material y Métodos, Resultados,
Discusién y Conclusiones. Preferiblemente, los
manuscritos no deben exceder las 5000 palabras
de texto y un total de 8 figuras y / o tablas. Los
datos extra experimentales y / o tedricos en
forma de figuras y tablas se deben depositar
en Informacion Suplementaria. Los trabajos
originales incluirdn un resumen estructurado de
300 palabras como maximo (en inglés y espanol).
Se recomienda un maximo de 40 referencias
bibliograficas. Ademas, incluirdn un minimo de
3 palabras clave y un maximo de 6 (en inglés y
espafiol).

Originales breves. Trabajos de las mismas
caracteristicas que los originales, pero que
pueden ser publicados de forma abreviada por

VI



Tipos de articulos

la concreciéon de sus objetivos y resultados.
La extension maxima del texto sera de 2000
palabras, con un maximo de 3 tablas o figuras
(para las normas de tablas y figuras véase
mas adelante). La estructura de estos trabajos
serd la misma que la de los originales, con un
resumen estructurado de 150 palabras (en inglés
y espanol) y 20 referencias bibliograficas como
maximo. Ademas, incluirdan un minimo de 3
palabras clave y un maximo de 5 (en inglés y
espafiol).

Comunicaciones breves. Se trata de publicar
resultados preliminares experimentales y/o
teodricos significativos y originales que se ajustan
al alcance de la revista. Los resultados deben
ser de suficiente importancia, originalidad e
interés general para justificar la publicacion
acelerada. Se les pide a los autores que escriban
sus manuscritos de manera clara y concisa y
que incluyan solo datos cruciales para llegar a
sus conclusiones finales. Preferiblemente los
manuscritos no deben exceder las 2000 palabras
de texto y un total de 4 figuras y/o tablas. Los
datos extra experimentales y / o tedricos en
forma de figuras y tablas se deben depositar en
Informacion Suplementaria.

Casos clinicos. Esta seccion tiene como objeto
comunicar experiencias de practica profesional
en los diversos ambitos de la salud publica
y la farmacia, que contengan componentes
novedosos y relevantes para el ejercicio
profesional. La extension maxima del texto sera
de 1200 palabras y como maximo se admitiran
2 tablas o figuras. Ademas, tendran un maximo
de 10 referencias bibliograficas. No es necesario
que el texto se estructure formalmente, pero
debera guardar la loégica narrativa (introduccion,
desarrollo de la experiencia, conclusiones)
e incluir un resumen de 150 palabras como
maximo y un minimo de 3 palabras clave y un
maximo de 6 (en inglés y esparfiol).

Lecciones de aprendizaje. Son articulos cortos
(600 palabras) que proporcionan a los autores
unmedio parainformar a otros cientificos sobre
temas criticos, experiencias y observaciones,
cuyas descripciones no serian apropiadas para
un articulo de investigacién, comunicacion,
nota, comentario o revision tipica. Los ejemplos
incluyen, entre otros, informacion clave sobre
un problema de fabricacion imprevisto,

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1).

conocimiento acumulado para el desarrollo de
un método analitico o de formulaciéon dada.
Cada articulo sera revisado directamente por
un editor con experiencia en el area cientifica
relevante. Debido a que cada uno de estos
articulos representa la opinion personal, la
experiencia y/o las percepciones del autor, no
se requieren datos (si bien, podrian incluirse)
ni es necesario divulgar la identidad de un
medicamento determinado. Los
pueden contener hasta tres referencias clave.

articulos

Comentarios. Se presentan los comentarios de
salud en su globalidad, asi como comentarios
de temas especiales (solo por invitacion),
considerando opiniones de los autores sobre
temas cientificos o técnicos dentro del alcance
de RESCIFAR. Si el Comentario critica el
contenido de un Articulo o Nota publicada
en la revista, los autores del articulo original
tendran la oportunidad de presentar un
Comentario de “respuesta” y un Comentario
“critico”. Los autores interesados en preparar
este tipo de aportacion, deben proporcionar
un breve resumen al Editor, solicitando
invitaciones para enviar manuscritos en esta
categoria.

Cartas al director. Esta seccion pretende incluir
de manera prioritaria observaciones cientificas
y de opinién formalmente aceptables sobre
trabajos publicados en fecha reciente en la
revista, o sobre otros temas relevantes y actuales
sobre salud publica y la farmacia. La extension
maxima sera de 700 palabras, y se admitiran una
tabla o figura y hasta 5 referencias bibliograficas.
Se dara oportunidad de réplica a los autores del
trabajo comentado.

Fe de erratas y retractacion. Si se encuentran
errores en el documento publicado, el autor debe
enviar una correccion del error al Editor Jefe
para su publicacion en la Seccion de Erratas de
la revista. También se publicardn retractaciones
cuando se ha detectado algtin tipo de fraude
en la preparaciéon o en los resultados de una
investigacion publicada. La retractacion del
manuscrito serd comunicada a los autores y a las
autoridades o la directiva de la institucion a que
pertenezcan.

Vil



Informacion para los autores / Normas de publicacion

INFORMACION PARA LOS
AUTORES / NORMAS DE
PUBLICACION

Cada trabajo, en funcién del tipo de articulo
expresado,  debera  estar
estructurado segin se ha comentado. El trabajo
debe presentarse de acuerdo con la plantilla que
se encuentra en la web de la revista.

anteriormente

Los articulos se enviaran en castellano, por ser el
idioma oficial de la revista; no obstante, también
se aceptaran articulos en inglés.

Durante la elaboracion del manuscrito
podran anadirse abreviaturas, las cuales seran
previamente identificadas y especificadas en
su primera aparicién. Se recomienda el uso de
abreviaturas comunes en el lenguaje cientifico.
No se permitira el uso de abreviaturas en el titulo
ni el resumen, inicamente en el cuerpo principal
del manuscrito. Se debera hacer especial
hincapié en la expresion correcta y adecuada de
las unidades de medida. Las palabras en latin
o en otros idiomas deben ponerse en cursiva.
Para asegurar que todos los caracteres especiales
utilizados estén incrustados en el texto, deben
insertarse como un simbolo en un formato de
estilo que nolo pierda tras la conversion del texto
a PDF/XML u otros procesos de maquetacion.
Las ecuaciones quimicas, nombres quimicos,
simbolos matematicos, unidades de medidas,
concentraciones y unidades de fisica y quimica
deben de ajustarse al sistema internacional de
unidades (SI) y al Chemical Abstracts o IUPAC.
Todas las mediciones deben ser rotuladas solo
en SL

Los manuscritos se presentaran de acuerdo con
el siguiente orden y estructura:

Titulo

Los titulos adquieren gran importancia, ya que
deben describir adecuadamente el contenido
del trabajo. Su redaccion debe ser breve, clara e
informativa sobre los contenidos del manuscrito
(maximo 120 caracteres sin espacios). Deben
evitarse simbolos, formulas o abreviaturas
arbitrarias, excepto simbolos quimicos para
indicar la estructura de los compuestos. El titulo
debe proporcionarse en castellano y en inglés.

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1).

Autores

A continuacion, se debe especificar el nombre y
apellidos de cada uno de los autores teniendo
en cuenta la forma de firma para indexaciéon
en bases de datos internacionales (véase http://
www.accesowok.fecyt.es/) y segun la firma
bibliografica de cada autor. Se identificara la
afiliacion de los autores con ntiimeros arabigos
en superindice, remitiendo al nombre de la
institucion, departamento o centro, y el pais al
que pertenecen. Se incluira el correo electrénico
del autor de correspondencia.

Resumen y palabras clave
® Resumen

El resumen, que debe redactarse en castellano y
en inglés, debera incluirse en los originales, en las
revisiones y en los originales breves. Tendra una
extension maxima de 300 palabras. Es aconsejable
que incluya, al menos, los siguientes apartados:
objetivos, métodos, resultados y conclusiones.
En él debera quedar plasmado el problema y el
enfoque experimental y establecer los principales
hallazgos y conclusiones. No se pueden usar
notas al pie o abreviaturas indefinidas.

e Palabras clave

Se proporcionaran de 3 a 6 palabras clave, en
castellano y en inglés, que reflejen el contenido
cientifico del manuscrito.

Ademas de facilitar la indexacién de articulos,
nuestro sistema de palabras clave ayuda en
la asignacion de revisores cualificados para el
manuscrito.

Texto y cuerpo del manuscrito con sus diferentes
apartados

Introducciéon. Debe fundamentar el estudio
mediante exposicion de los antecedentes y
resumiendo su marco, sin necesidad de revisar de
manera exhaustiva el tema. Se debe finalizar con
una exposicion clara del objetivo del trabajo. Se
incluiran so6lo aquellas referencias estrictamente
necesarias segun criterios de actualidad y
relevancia en relacion con los fines del estudio.

Material y Métodos. Es la parte fundamental y
mas critica del manuscrito. Los procedimientos
experimentales deben describirse con suficiente
detalle para permitir que otros repitan los
experimentos.

VIII



Informacion para los autores / (Normas de publicacion)

En el caso de trabajos de investigacion en
laboratorio, deben incluirse los nombres de
productos y fabricantes, con ciudad y pais. Los
nuevos procedimientos experimentales deben
describirse en detalle, pero los procedimientos
publicados  deben
la bibliografia que cita las modificaciones
originales y publicadas. Cuando se trate de
trabajos experimentales en que se hayan
utilizado grupos humanos, hay que especificar
el lugar, la poblacion del estudio por sexo y
edad, y el momento de su realizacion. Debe
especificarse el proceso para la seleccion de los
sujetos o los fendomenos estudiados, incluyendo

referirse meramente a

la informacion necesaria acerca del disefio, los
procedimientos, los instrumentos de medida y
los métodos de analisis empleados. Esta seccién
debe incluir informacién suficiente para que
otros/as autores/as puedan replicar el trabajo.

La investigacion con animales, los autores deben
indicar si los procedimientos seguidos estan de
acuerdo con las normas establecidas en la octava
edicion dela Guia parael cuidado y uso de animales
de laboratorio (grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-
for-the-care-and-use-of-Laboratory-animals/,
publicado por la National Academy of Sciences, The
National Academies Press, Washington, DC).

Asimismo, los manuscritos que contienen datos
generados a partir de estudios en animales
y/o humanos, se debe especificar el comité
y la institucién que aprob6 los protocolos
experimentales utilizados para generar estos
datos y, en todo caso, si se han respetado los
acuerdos de la Declaracion de Helsinki en su
revisién de octubre del afio 2000, elaborada por
la Asociacion Médica Mundial (http://www.
wma.net/). No deben utilizarse los nombres ni las
iniciales de las personas que hayan participado
formando parte de la muestra estudiada.

Resultados. Deben ser claros, concisos y bien
explicados. Las tablas y figuras deben estar
diseniadas para maximizar la presentacion y la
comprensiéon de los datos experimentales. Se
recomienda no repetir informacién de las tablas
o graficos en el texto.

Como regla general, la interpretacion de los
resultados debe reservarse para la seccién de
discusion; no obstante, en algunas circunstancias
puede ser conveniente combinar los resultados y
la discusion en una sola seccion.
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Discusion. La finalidad de esta seccion es
interpretar los resultados y relacionarlos con el
conocimiento existente en el campo de la manera
mas clara y breve posible. Deben sefalarse las
fortalezas y limitaciones del estudio, y comentar
sus posibles implicaciones en la interpretacion
de los resultados.

Lainformacién dadaen otra parte del manuscrito
no debe repetirse en la discusion y se deben
evitar extensas revisiones de la literatura.

Conclusiones. Se deberan destacar los aspectos
mas importantes de los datos obtenidos de
forma breve y con mensajes directos

Bibliografia. Se incluiran las citas que hayan
sido utilizadas en la elaboracién del manuscrito
y que quede constancia de ellas en el texto.
Deberan ser ordenadas segin su aparicion
en el texto y ser incluidas dentro del mismo
entre paréntesis y con numeros arabigos. Las
referencias seguiran estrictamente las normas
de Vancouver. Cada trabajo citado debera tener
un nimero Unico asignado por estricto orden de
citacion. Aunque una obra sea citada en mas de
una ocasion, mantendra el mismo namero en
todas las referencias.

Tablas. Se recomienda la tabulacion de los
resultados experimentales cuando ello conduce
a una presentacion mas efectiva o a un uso mas
econémico del espacio.

Las tablas se numeraran con nimeros arabigos
consecutivamente de acuerdo con su aparicion
en el texto y se deben citar dentro de este.

Cada tabla sera incluida en una pagina en
solitario y debera ser numerada de forma
correlativa a su aparicion en el texto con niimeros
arabigos (Tabla 1, Tabla 2,...) y un titulo breve,
pero suficientemente explicativo, en su parte
superior. Cada columna de la tabla ha de tener
un breve encabezado. Se incluiran las necesarias
notas explicativas a pie de tabla, y dentro de la
tabla las llamadas irdn con letras mintisculas en
superindice y en orden alfabético (a, b...).

En la plantilla se indicara claramente la ubicacion
de cada una de las tablas.

Figuras. Tanto graficos como fotografias, dibujos
0 esquemas se consideran figuras. Estas no deben
repetir datos ya presentados en el texto o en las
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tablas. Las leyendas de las figuras se incluiran
al pie. Las figuras se identificaran con ntimeros
arabigos que coincidan con su orden de aparicion
en el texto. Los autores deben asegurarse de
citar las figuras dentro del texto. Las leyendas
y los pies de las figuras deberan contener
informacion suficiente para poder interpretar los
datos presentados sin necesidad de recurrir al
texto. Para las notas explicativas a pie de figura
se utilizardn llamadas con letras mintsculas en
superindice y en orden alfabético (a, b...). Deben
presentarse cada una en una pagina por separado.

Enla plantilla se indicard claramente la ubicacion
de cada una de las figuras.

Opcionalmente, se podra incluir al final de la
plantilla los siguientes apartados:

Agradecimientos. Esta seccién debe reconocer
el apoyo de financiacion, la asistencia técnica, el
asesoramiento cientifico, obsequios, etc.

Contribuciones de los autores.
Financiacion.
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Revision
Peroxisomas y sindrome de Zellweger. Revision sistematica
de las terapias vigentes

Peroxisomes and Zellweger syndrome. Systematic review of current therapies

Bendala-Tufanisco E™*, Lopez-Ruiz MA’, Grisolia S?

Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad CEU Cardenal Herrera. 46115 Alfara del Patriarca. Valencia.
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Resumen: El sindrome de Zellweger causa degeneracion hepatica, renal y del sistema nervioso cen-
tral, por alteracion de algunas de las vias de los peroxisomas, debido a la mutacion en genes que
codifican peroxinas. La Dra. Martinez descubri6 la relevancia del acido docosahexaenoico en el sin-
drome de Zellweger y desarrolld un tratamiento por suplementacién. Objetivos: revisar el tratamiento
en trastornos del espectro Zellweger y evaluar los avances del manejo clinico debido a los recientes
descubrimientos de la biologia de los peroxisomas y su funcién. Método de busqueda: revision siste-
matica usando bases de datos para recopilar articulos sobre tratamientos de trastornos del espectro
Zellweger en la tltima década. Inclusion de los ensayos clinicos con los diferentes tratamientos en
humanos diagnosticados de cualquier forma de sindrome de Zellweger en la tltima década. Los dos
articulos encontrados fueron revisados por todos los autores que extrajeron independientemente los
datos. Principales resultados: se analizaron ambos articulos en profundidad. Murieron muchos parti-
cipantes durante los ensayos, como cabia esperar por la gravedad de los casos. En ambos ensayos la
administracion de los lipidos deficitarios mejoro ligeramente el peso y talla y algunos de los sintomas,
sin mejora de la vision o la calidad de vida de los pacientes. Conclusiones: se necesita un logaritmo de
diagnostico precoz de los pacientes para inicia el tratamiento antes del comienzo de la neurodegene-
racion. La terapia génica en estos pacientes debe considerarse en cuanto se logre un protocolo seguro.
Las evidencias son insuficientes para determinar la efectividad de la suplementacion de los deficitarios
en pacientes con PBD, aunque queda demostrada su seguridad.

Abstract: Zellweger syndrome produces a progressive degeneration of liver, kidneys and central ner-
vous system due to disruption in some of the pathways of peroxisomes, produced as a mutation in the
peroxins’ genes. Dr. Martinez, discovered the relevance of the docosahexaenoic acid in the Zellweger
syndrome and developed a supplementation treatment. Objectives: review of the treatment of Zellwe-
ger syndrome and evaluation of the advances in the clinical management due to the last discoveries in
the peroxisomes biology and function. Search method: systematic review, using data bases to retrieved
articles about treatment of Zellweger syndrome in the last 10 years. Inclusion of the clinical trials with
different treatments in patients diagnosed of Zellweger Spectrum Disorder the last decade. Two articles
found were read for the authors who extracted outcome data independently. Main results: the two arti-
cles were deeply analyzed. The number of participants who died during the trials was high, as expected
given the gravity of the cases. In both trials the administration of the lost lipids was slightly improving
the weight and height and some of the symptoms but was not affecting the vision or the quality of life of
the patient. Conclusions: it is necessary a logarithm of early diagnosis of the patients, in order to initiate
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the treatment before the neurodegeneration will start. Gene therapy in these patients should be conside-
red if a safety protocol could be achieved. We found insufficient evidence to determine the effectiveness
of deficient lipids supplementation in PBD patients even though safety is demonstrated.

Palabras clave: Desordenes de la biogénesis de peroxisomas, sindrome de Zellweger: genes PEX, pe-
roxinas, terapia génica, tratamiento suplementario de los lipidos deficitarios. Keywords: Peroxisome
biogenesis disorders, Zellweger’ sindrome, PEX genes, peroxin, gene therapy, deficient lipids’

supple- mentation treatment.

Abreviaturas: PBD, peroxisome biogenesis disorder. ZSD, Zellweguer Spectrum disorder. PEX#p, pe-
roxin proteins. ROS, reactive oxygen species. DHA, Acido docosahexanoico. AA, Acido Araquidénico.
VLCFA, Very long chain fatty acids (dcidos grasos de cadena muy larga). RBC, Red blood cells (eritro-
citos). AST, Aspartato transferasa. ALT, Alanina transferasa. Thesaurus MeSH, The Medical Subjects

Headings thesaurus.

1. Introduccion

Aunque en 1954 un doctorando del Instituto
Karolinska describi6 por primera vez la
presencia de unos corpusculos vesiculares en
las células eucariotas [1], fue de Duve quien
los denomin6 peroxisomas por la presencia de
enzimas productoras de peroxido de hidrégeno
[2-4]. Son estructuras recubiertas por una doble
membrana lipidica que contiene mas de 50
proteinas, si bien algunas de las catalisis pueden
también establecerse en el citoplasma celular
u otras estructuras, y no exclusivamente en los
peroxisomas [5].

Los peroxisomas son estructuras muy fluidas y
ampliamente implicadas en rutas metabolicas,
cuya biogénesis se originan por dos vias: la
principal es el crecimiento y la divisién de los
peroxisomas existentes [6], y otra de novo, por
la formacién de nuevas vesiculas a partir del
reticulo endoplasmico [7]. Este dinamismo en
la biogénesis [8] y degradacion o pexofagia [9]
de los peroxisomas es una respuesta a factores
externos, como niveles de electrolitos [10] y otras
sustancias, regulada a través de algunas de las
proteinas que contienen, las peroxinas. Algunas
peroxinas y lipidos del peroxisoma, han sido
implicadas en una cascada para la biogénesis de
peroxisomas a demanda, propuesta por Honsho
etal. [11].

Gran parte del interés que han despertado estos
organulos en medicina se debe a su relacién
con un amplio cuadro metabdlico incluido
entre las enfermedades raras, que comenzaron
con la descripcion realizada en 1964 por Hans
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Zellweger de un cuadro autosdémico recesivo
de multiples defectos congénitos, que incluian
afectaciéon del sistema nervioso central [12].
Anos mas tarde se le dio su apellido al sindrome,
porque este suizo que habia pasado unos afios
en Africa con el Premio Nobel de la Paz Albert
Schweitzer, resultaba mucho mas adecuado
para ser homenajeado que el Dr. Lindenberg,
jefe del laboratorio firmante del trabajo; uno de
los cientificos nazis llevados a Estados Unidos
durante la “Operacion Paperclip”.

El sindrome congénito multiorganico que
describieron da una amplia variedad de cuadros
clinicos que, dependiendo de las enzimas
afectas, oscila entre leve, medio y muy grave.
Son cuadros que aparecen en la infancia, muchas
veces desde el nacimiento, y que se agrupan en
los llamados desordenes del Espectro Zellweger.
En Espana, segin los criterios de FEDER, la
frecuencia de la enfermedad oscila entre 1/25.000
y 1/100.000 nacidos vivos e incluye alteraciones
neuroldgicas graves y dimorfismo craneofacial
[13]. Ademas, el descriptor Thesaurus MesH,
junto a las alteraciones hepaticas, renales, la
degeneracion del sistema nervioso central,
la hipotonia muscular y las malformaciones
craneofaciales, incluye una sordera progresiva,
una creciente degeneracién retiniana, que
provoca la pérdida visual que puede originar
ceguera y la aparicion de convulsiones tonico-
clonicas, probablemente debidas a la ausencia
de una adecuada mielinizacién neuronal.

La relacion entre el sindrome de Zellweger
(o cerebro hepato renal) y la ausencia de
peroxisomas en los nifnos afectos, no se produjo
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hasta 1973, cuando se describié la carencia
de dichos organulos en células hepaticas y
renales de los enfermos [14]. En un principio, se
distinguieron 3 cuadros diferentes debidos a las
alteraciones en la funcién de los peroxisomas:
el sindrome de Zellweger, la enfermedad de
Refsum infantil y la adreno-leukodistrofia
neonatal, cuyo tratamiento con el aceite de
Lorenzo [15] inicié la terapia sustitutoria en
estos pacientes.

Se conocen al menos 50 proteinas presentes
en los peroxisomas y que tienen relacion con
muy diversas vias metabdlicas que pueden
sintetizarse en seis, tal como hacen Waterham et
al. [16]:

1. Alfa-oxidacion de acidos grasos, proceso
catabdlico

2. Beta-oxidacién de acidos grasos, proceso
catabdlico

3. Detoxificacion de  glioxilato, = proceso

catabolico

4. Biosintesis de éter fosfolipidos, proceso
anabdlico

5. Metabolismo redox celular, las productoras de
H202, procesos del metabolismo del oxigeno,
la inactivacion de diversos radicales libres
(ROS) y de especies reactivas de nitrégeno,
parcialmente acopladas a las otras vias, se
incluyen en esta ruta.

acido

6. Sintesis de acidos

docosahexaenoico (DHA), proceso anabdlico.

biliares 'y

La Dra. Manuela Martinez Regtilez, experta en la
quimica de los lipidos y su papel en la formacion
de mielina, descubri6 que el cerebro humano es
mas vulnerable a las agresiones nutricionales
[17], que la mielina pura de neonatos y lactantes
humanos son muy similares a la mielina adulta
[18] y, que el sindrome de Zellweger se asocia
a un déficit severo de acido docosahexaenoico
que dificulta la sintesis normal de mielina [19].
Por ello, comenzé a tratar al pequefio grupo de
nifios afectos de este sindrome con suplementos
de acido docosahexaenoico ralentizando la
progresion de los sintomas neurologicos y
mejorando la mielinizacion [20-22].

A finales de la década de los 90 del siglo pasado,
surgen los primeros datos de la relacion de
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mutaciones de algunas peroxinas, y lo que,
para entonces, empez6 a llamarse desordenes
de la biogénesis de los peroxisomas (PBDs). A
la mas de una veintena de genes que codifican
peroxinas se les llamo genes PEX seguidos de
un numero. Hoy se sabe que algunos de esos
genes codifican diferentes peroxinas en funcion
del “splicing” o ensamblado alternativo de sus
exones.

Pronto se asociaron mutaciones de al menos
14 de esos genes en los PBDs. En mas de la
mitad de los casos se encontrd la mutacion de
la llamada PEX1, una ATPasa necesaria para
la incorporacién de proteinas en la matriz
mitocondrial. De hecho, Reuber et al., incluso
identificaron un alelo responsable del 50% de los
sujetos afectos por cualquier forma de desorden
de la biogénesis de los peroxisomas [23]. Mas
tarde se descubrié que el complejo formado
por PEX1/PEX6, dos ATPasas que trabajan
conjuntamente en la incorporacion de proteinas
en el peroxisoma es responsable, cuando sufren
alteraciones, de mas del 60% de los sindromes
[24 - 26]; ademads de que regulan la actividad de
PEX5 [27]. Hoy, las peroxinas presentes en los
peroxisomas se dividen en 3 grupos, segun el
trabajo de revision de Fujiki [28]:

1. las responsables de la biogénesis de los
peroxisomas, un grupo de genes, que
incluyen las proteinas PEX 3p, PEX 16p y
PEX 19p, las cuales intervienen en dos vias
metabdlicas distintas en los peroxisomas y
se han implicado en los cuadros mas severos
de sindromes de Zellweger y otras PBD en
humanos [29], PEX 3p también estd implicada,
junto con el peroxido de hidrégeno y otras
vias en la degradacion de los peroxisomas en
mamiferos;

2.las implicadas en la division de los
peroxisomas, que incluyen algunas formas de
PEX11p, y cuyas mutaciones, extremadamente
raras, parecen ser letales en un breve plazo; y,
por ultimo,

3. las peroxinas implicadas en la importacion al
interior de la matriz del peroxisoma de otras
alteraciones, como las ya mencionadas PEX1/
PEX6. En cualquier caso, en la revisién de
Fujiki [28] se recogen 13 peroxinas implicadas
en la aparicion del Sindrome de Zellweger de
distinta intensidad.
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Recientemente se han asociado mutaciones en
PEX1, PEX6, PEX 10, PEX 12 o PEX 26 como
causa del 90% de los casos de PBDs estudiados
[30].

Martinez Regtlez recibi6 el Premio Rey Jaime I
en 2001 por su “estudio del desarrollo cerebral
y los desérdenes metabolicos de los nifios”, y
sigui6 investigando el efecto del DHA en estos
enfermos hasta su muerte [31]. En el décimo
aniversario de su fallecimiento procedimos a
revisar los tratamientos actuales de los enfermos
de PBDs.

Conlaexistenciaderapidasy selectivas formasde
cribado analitico de genes por secuenciacion de
alto rendimiento, o por los nuevos microarrays,
que permiten una identificacion de la mutacion,
y, dadala existencia de novedosas y satisfactorias
terapias génicas en enfermedades monogénicas,
buscamos los posibles tratamientos con terapia
génica en estos nifios, a los que pensabamos
realizar una revision sistematica con el método
PRISMA.

2. Objetivos

Objetivo principal: analizar la evolucion del
tratamiento de los desdrdenes de la biogénesis
de los peroxisomas en los tltimos diez anos.

Objetivos secundarios:

1. Comprobar los métodos de terapia génica
usados para el tratamiento de estos pacientes

2. Comparar la implantacién de la terapia
génica frente a los tratamientos tradicionales
de reposiciéon de sustancias deficitarias
como consecuencia de la inhibiciéon de
vias metabdlicas en los peroxisomas [32],
tales como acido docosahexaenoico, aceite
de Lorenzo, acido colico, precursores de
plasmaldgeno o citrato (administrado para
prevenir la formacion de calculos renales
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de oxalato cdlcico en pacientes que posean
niveles elevados de oxalato en plasma) [33].

La pregunta PICO fue: Cudles son los
tratamientos actuales para
desordenes de la biogénesis de los peroxisomas
y mejoras que aportan frente a los tratamientos
de reposicion de sustancias deficitarias.

enfermos de

3. Material y método

Se realiz6 una btisqueda sistematica de articulos
en las bases de datos Medline a través del motor
debuisquedadelibreacceso Pubmed. Sebuscaron
andlisis clinicos en nifos afectos de desérdenes
de la biogénesis de los peroxisomas o sindrome
de Zellweger y tratamientos aplicados con las
palabras claves localizadas en MESH peroxins,
Zellweger Syndrome, drug treatment, peroxins,
gene therapy y los operadores booleanos “and” y
“or” El tiempo fueron 10 afos, y se seleccionaron
articulos en inglés.

De Pubmed se obtuvieron 6.945 resultados.

Se decidi6 acotar la busqueda a Zellweger
Syndrome treatment y se fue también a Cochrane.
En ambos casos, sOlo se obtuvieron los dos
articulos que se analizan.

En la base Scielo no aparecieron articulos con los
citados criterios de busqueda.

Se procedié a buscar peroxins and gene therapy,
y el tnico articulo encontrado en Pubmed no
tenia relacién con el tema. No hubo resultados
en Cochrane.

Con peroxisomes and gene therapy reclutamos un
estudio mas en Cochrane en que se administraba
aceite de pescado, que descartamos por no
disponer de publicaciones accesibles.

Finalmente, realizamos una ultima busqueda en
Pubmed de PEX genes, con el que se obtuvieron
dosarticulos que seran utilizados en la discusion.
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Scielo:

Pubmed:

Cochrane Library:
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Gene Therapy
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I » | Cochrane Library:

Gene Therapy
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Aceite de pescado

PEX genes
Pubmed:

Figura 1. Diagrama de flujo sobre el procedimiento de seleccion de las publicaciones.

Evaluacién del sesgo de los datos

Aun siendo conscientes de la dificultad de
disponer de pacientes con PBDs, no esperdbamos
tan reducido nimero de ensayos en 10 afios, lo
que descarta completamente la duplicacién de
resultados e imposibilita la realizacion de un
grafico en embudo. En cuanto a los datos no
aportados, consideramos de especial relevancia
la ausencia de tipificacion de la mutacion
existente en cada paciente, lo que dificulta
evaluar la oportunidad del tratamiento y los
resultados obtenidos.

4. Resultados

Los articulos hallados fueron publicados en
2010 (Paker et al.) [34] y 2017 (Heubi et al.) [35]
respectivamente.

La comparacion entre ambos estudios aparece
en la tabla 1. Cabe destacar que el estudio mas
reciente es un ensayo abierto de brazo tnico en
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fase 3 longitudinal de caracter compasivo, y no
un estudio randomizado a doble ciego, como si
loes el de Paker, lo que dificulta la evaluacién de
los resultados.

También son diferentes los suplementos
lipidicos administrados, y parece probable que
la conjuncién de DHA y acido cdlico de manera
conjunta pueda ser beneficiosa en algunos
casos, pero ello requiere una identificacion
individualizada de la mutacién de cada paciente

y las vias metabdlicas afectas.

Es destacable el elevado niimero de pacientes
con ZSD incluidos en el estudio de Paker, 50,
dado lo infrecuente de la enfermedad y lo
dificil que resulta reclutar pacientes en un solo
centro, probable causa de la ausencia de mas
ensayos clinicos y de que la mayoria de las
publicaciones refieran casos clinicos aislados.
De hecho, en 18 afios, el estudio de Heubi sdlo
obtuvo 20 pacientes con ZSD.
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Tabla 1. Comparacién entre los estudios de Paker AM et al. y Heubi JE et al.

Paker AM et al.

Heubi JE et al.

Ramdomizado doble ciego

Brazo abierto de brazo tinico (Fase 3)

grupo placebo

Tipo de estudio Casos y controles Longitudinal
Duracion 1 afo 18 afios
Grupo experimental: 100mg/kg/
dia DHA (47%) y AA, V.O. (polvo
Tratamiento microencapsulado) 10 - 15 mg/kg/dia acido cdlico, V.O.
Grupo placebo: 100mg/kg/dia Aceite
Soja,V.O. (polvo microencapsulado)
Participantes 50 pacientes: 25 grupo experimental y 25 85 pacientes

Pacientes que
finalizaron el estudio
(%)

Grupo experimental: 65%

70 pacientes

Defunciones

Grupo placebo: 76%
Grupo experimental: 22%
Grupo placebo: 16%

Casos SED: 14%
Casos: ZSD: 28%

Edad participantes (al
comienzo del estudio)

1 mes - 144 meses (12 afios)

0-16 anos

Efectos Adversos

No se describen

16% EAM Severos
10% progresion
enfermedad

3% diarrea

3% ITU

3% deshidratacion

Casos ZSD
59% EAM
22% EAM
severos
No muerte

Grado Evidencia

Clase IT
Esperado: normalizaciéon niveles VLCFA
y RBC

Clase I

Sélo efectivo en pacientes sin grave

deterioro

V.O: via oral

EAM: Efectos
adversos
medicamentosos ITU:
Infeccion del tracto
urinario

Analisis datos

Niveles plasmaticos de VLCFA, DHA y
plasmaldgenos en RBC (cada 3 meses)

Niveles séricos ALT, AST y Bilirrubina

sérica

Percentiles: estatura y peso (inicio y fin
tratamiento)

Acido biliar en orina (espectrometria)

Electrorretinograma (inicio y fin
tratamiento)

Peso y estatura

Biopsia hepatica (inicio tratamiento y

control: mes-10 meses)

Resultados

Grupo experimental:

No mejoria visién ni crecimiento
No modificaciones: niveles VLCFA,
plasmaldgenos RBC

Grupo placebo:

No mejoria visién ni crecimiento
No modificaciones: niveles VLCFA,
plasmaldgenos RBC

Reduccion: ALT y Bilirrubina
Solo bilirrubina directa *

Reduccién AST en ZDS pero marcado

en SED

Peso* y estatura: aumento

Biopsia hepatica

4 SED: Al compararse: descenso

numero células gigantes, menor

necrosis y colestasis
0ZSD

*Resultados estadisticamante significativos
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El elevado porcentaje de defunciones en ambos
estudios habla de la ineficacia de los tratamientos
suplementarios como Unico procedimiento,
y demuestra la necesidad de encontrar un
tratamiento mads efectivo, siempre que sea
posible, restableciendo la funcién de las vias
metabdlicas afectas. Ello seria especialmente
urgente en los casos mas graves, para evitar las
lesiones neurodegenerativas y los fracasos renal
y hepatico.

Dado la gravedad de los cuadros, la mayoria
de los pacientes mueren en edades tempranas,
lo que coincide con los resultados de ambos
trabajos.

Evaluados los efectos adversos en los pacientes,
destaca queel 10% delos presentados en el trabajo
de Heubi fueron severos, aunque sélo dos son
considerados relacionados con la administracion
de acido cdlico: un tinico paciente tuvo malestar
e ictericia y otro una lesion cutanea.

Aunque relacionados con la evolucién de la
enfermedad, y no con el tratamiento con acido
colico, 13% de los pacientes sufrieron efectos
adversos severos que, en 4 de ellos (6%),
obligaron a dejar el estudio.

De los 28 efectos adversos severos encontrados,
en el 10% de los casos, estuvieron relacionados
con la progresion de la enfermedad, 3% se
debieron a diarrea, 3% a infeccion del tracto
urinario y 3% a deshidratacion.

Centrados en los casos de ZSD, 59% sufrieron
efectos adversos durante el tratamiento, mas
relacionados con la progresion de la enfermedad
y 22% fueron severos aunque en ningun caso
causaron la muerte.

Paker y cols. no mencionan efectos adversos,
debidos a la ingesta de la asociaciéon DHA-AA,
si bien algunos de los pacientes fallecieron por
complicaciones relacionadas con la enfermedad.

En cuanto al grado de evidencia de los resultados
obtenidos, el estudio randomizado a doble ciego
indica evidencias de Clase II, es decir, que las
opiniones resultaron contradictorias respecto a
los efectos del DHA sobre la mejora de la funcion
visual y el crecimiento de los nifios durante el
afno de tratamiento.

Los autores también esperaban la normalizacién
de los niveles plasmaticos de VLCFA y de los
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niveles de plasmaldgeno en eritrocitos (RBC), lo
que no se observo.

Heubi y cols. en su ensayo de brazo tnico en
fase 3 consideran que obtuvieron evidencias
de Clase I, luego el tratamiento era beneficioso
y bien tolerado por los pacientes. Aunque sé6lo
resulto efectivo en pacientes que no presentaban
un grave deterioro general por la progresion de
la enfermedad.

En cuanto a las medidas de control de datos,
Paker y cols. optaron por:

- Medicion de niveles plasmaticos de VLCFA,
DHA y de plasmaldgenos en RBC por
metodologia standard de laboratorio al
inicio y otras 4 determinaciones durante el
tratamiento.

- Crecimiento fisico por el nimero estandar de
desviaciones (Z score) de los percentiles de
estatura y peso al inicio del tratamiento y al afio.

- Funcion visual se midid por electrorretinogra-
ma al inicio del tratamiento (dividiéndolos en
4 grupos: extinto, muy bajo, bajo y moderado)
y al afio, cuando se compararon y se clasifica-
ron como empeora, estable o mejora.

Y Heubi y cols. midieron:

Valores séricos de alanina y aspartato
aminotransferasa, y bilirrubina sérica, se
con métodos estandar a intervalos regulares
durante el tratamiento

Concentracion de acido biliar en orina con
espectrometria de masas de ionizacién por
bombardeo con atomos rapidos.

Variaciones de peso y estatura a intervalos
regulares.

Biopsia hepdtica, se realizaron cuando,
especialmente en los pacientes con ZSD, no
aumentaban el riesgo de empeoramiento
del estado general. En los casos en que fue
posible se hizo una biopsia antes de iniciar el
tratamiento y otra entre el mes y los diez meses
de tratamiento. En ambos casos se buscé la
presencia de inflamacién, fibrosis, necrosis,
presencia de células gigantes y colestasis.
Finalmente se compararon las dos biopsias en
los pacientes en que pudieron realizarse para
analizar si hubo mejoria del cuadro.
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Con todo, los resultados de los trabajos difieren
de los publicados en la década anterior.

Paker 'y cols. no observaron
estadisticamente significativa ni de la vision de
los nifios, ni de su crecimiento, a diferencia de
los datos de los estudios de Martinez, ya que
tanto la vision como el crecimiento mejoraron
también en el grupo placebo, afirmacion que
resulta sorprendente.

mejora

No hubo modificaciones en los niveles
plasmaticos de VLCFA ni de plasmaldgenos en
RBC entre ambos grupos.

Heubi y cols. indican que todos los pacientes
mostraron una reduccién de los valores séricos
de alanina transferasa (ALT) y en todos los tipos
de bilirrubina, que so6lo fue estadisticamente
significativa para la bilirrubina directa. El
descenso de la aspartato transferasa (AST) en los
ZSD fue menos marcado que en los SED.

El peso y la altura aumentaron en todos los
pacientes, aunque so6lo el peso mostréo un
incremento estadisticamente significativo.

La biopsia hepatica sdlo tuvo dos muestras en
cuatro de los pacientes SED y en ninguno de
los ZSD. En los casos en que pudo compararse,
el tratamiento redujo o, al menos, mantuvo los
niveles de inflamacién con un descenso del
numero de células gigantes, menor necrosis y
colestasis.

Contodosestosresultados, podemos concluir que
los tratamientos de administracion de algunos
de los lipidos que debieran ser sintetizados en
los peroxisomas no revierten la progresion de la
enfermedad ni recuperan la funcion visual una
vez deteriorada. Probablemente, los resultados
publicados por la Dra. Martinez se debieron a
un diagnostico mas temprano de la deficiencia
y un inicio del tratamiento precoz, capaz de
mielinizar las neuronas cuando todavia tenian
capacidad de regeneracion.

En el estudio de Paker no figura la edad de los
pacientes a la deteccion del sindrome, pero en
el de Heubi solo el 27% de los pacientes fueron
diagnosticados en los primeros 3 meses de vida 'y
un 35% cuando tenian mas de un ano, momento
en el que probablemente muchas de las lesiones
en sistema nervioso central son dificilmente
recuperables.
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5. Discusion

La diversidad de ZSD se debe a las diversas
mutaciones asociadas a 14 de los genes PEX
conocidos, pese a lo cual el diagnostico en un
elevado ntimero de casos se realiza por fenotipo,
pues los desordenes de los peroxisomas no se
incluyen en los tests de cribado al nacimiento,
aunque algunos paises si incluyen los trastornos
de los acidos grasos mitocondriales. Debieran
incluirse analisis de los niveles de VLCFA,
DHA, plasmalégenos y microarrays para los
genes PEX1 y PEX6 de rutina en neonatos
con dimorfismos, disfunciones hepaticas y
neurologicas o hipotonia, para detectar en
torno al 60% de los casos. Empieza a utilizarse
la secuenciacion como método diagnostico [36],
todo lo cual permitiria la implantacion precoz
de las terapias de sustitucién de los productos
ausentes. Las mutaciones no se reducen a
cambios puntuales de un aminoacido, si no que
incluyen muy variadas posibilidades de distinta
extension y gran amplitud de consecuencias,
que deben ser estudiadas.

En Espafia hubo en la primera década de este
siglo un movimiento de atencion al diagnostico
precoz de estos casos [37] que podria justificar
el éxito de las terapias aplicadas y del que han
cesado las publicaciones.

Otra ventaja de la secuenciacién es la correcta
adscripcion de trastornos visuales, que ahora se
catalogan de amaurosis congénita de Leber, una
de las cegueras mas beneficiadas por la terapia
génica [38]. Evidencias indican que se trataria
de ZSDs leves mal diagnosticados [39]. Estudios
en células en cultivo, han demostrado que la
terapia con transcritos nonsense, es capaz de
mejorar tanto el anabolismo como el catabolismo
de los lipidos peroximales aportando una nueva
posibilidad terapéutica [40].

El verdadero reto al que se enfrenta la terapia
génica en estos pacientes es el compromiso del
sistema inmune asociado a varios de los ZSDs [41]
y el frecuente estado de malnutricion de los bebés,
lo que dificulta la administracion de un vector viral
que causara la menor respuesta inmunoldgica.
Cada vez estd mas clara la importancia del
peroxido de hidrégeno como molécula reguladora
del estado redox en procesos inflamatorios y
de envejecimiento, y muy probablemente la
oxidaciéon de grupos SH en proteinas sea un
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mecanismo de sefializacién controlado por
H,O, generado por los peroxisomas. Por ello, la
adecuada elecciéon del virus vector de los genes
a los tejidos constituira uno de los peldafios
fundamentales en la obtenciéon de un tratamiento
seguro a la vez que eficaz.

6. Conclusiones de los autores

Se requiere un logaritmo de diagndstico precoz
de los pacientes para iniciar el tratamiento en las
primeras semanas de vida, a fin de prevenir la
neurodegeneracion y deterioro de las funciones
hepatica y renal de los casos mas graves. Si se
consigue un protocolo seguro de terapia, debe
implantarse en mutaciones puntuales.

Los ensayos analizados no muestran evidencias
suficientes dela efectividad de la suplementacion
con los lipidos deficitarios en los pacientes
PBD, si bien si evidencian la seguridad de su
administracion en los nifos.

Como respuesta decepcionante a los objetivos
marcados, podemos afirmar que no hay
evidencias publicadas de un intento de
tratamiento de los casos de PBDs con terapia
génica, una de las mas prometedoras terapias de
la medicina personalizada.

Claramente hay una necesidad de: -1. una
identificacion completa del sitio en que la
mutacién se produce y las implicaciones en la
funcion de la proteina peroxina afecta en cada
paciente; -2. desarrollar terapias efectivas o
mejores tratamientos paliativos que mejoren la
calidad de vida de los bebés afectos.

7. Implicaciones clinicas

Es perentorio disponer de un diagnostico lo mas
temprano posible de estos cuadros, que deben
ser sospechados por la exploraciéon clinica
inicial. Los métodos de diagndstico incluso
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Resumen: En el presente trabajo se ha realizado una recopilacion reciente sobre la terapia a base de

células CAR-T, sustentada en buena parte, en experiencias farmacolégicas propias de los autores. Adi-
cionalmente, se relacionan algunos de sus efectos negativos con aplicaciones provechosas que se ex-

traen para el tratamiento de Covid-19.

Abstract: In this work, a recent compilation has been made on CAR-T cell-based therapy, taken mostly
on the autors’own pharmacologycal experiences. Additionaly, some of its negative effects are related
to beneficial applications extracted on Covid-19 treatment.

Palabras clave: CAR-T, citoquinas, Covid-19. Keywords: CAR-T, cytokines, Covid-19.

Desde sus comienzos, el afio 2020 esta siendo
diferente en su sentido socio-sanitario. Es
evidente que las infecciones por SARS-CoV-2
han revolucionado lo revolucionario desde
el punto de vista terapéutico, no solo por la
novedad intrinseca de la propia COVID-19, sino
porque ha provocado una auténtica convulsién
en la carrera para hallar nuevos farmacos que,
controlando la infeccion, salven vidas antes de
la elaboraciéon adecuada de la vacuna.

En este punto hemos de insistir, como

farmacéuticos, para utilizar nuestros
conocimientos sobre medicamentos, optimizar
la capacidad de relacion y, sobre todo, el sentido

comun.
Analicemos estas afirmaciones.

En el trascurso de 2015 a 2019, veiamos coémo

diferentes compafiias farmacéuticas iban

introduciendo algo absolutamente innovador

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):13-17.

en el tratamiento del cancer. Me refiero a ciertos
anticuerpos
bloquear receptores inhibidores de linfocitos T
(anti-PD1) o para unirse al ligando de las células
tumorales (anti-PDL1). Sonlos que familiarmente
se denominaron bloqueantes de “check-point”
o bloqueantes de puntos control. Algunos
tumores generan un ligando que, uniéndose a
uno de estos puntos de las células T, anulan su
capacidad inmunoggénica. Pero la administracion
de uno de estos antagonistas hace revivir al
linfocito T, permitiéndole que luche contra el
tumor, ya que la inhibiciéon de un inhibidor se
traduce en estimulaciéon. En definitiva, se trata
de una activacién inmunoldgica con excelentes
resultados que brinda nuevas (0 ya no tan
nuevas) perspectivas en cancer.

monoclonales disefiados para

Poco tiempo antes se habia iniciado una cruzada
anti-hepatitis C con la introduccién de los
inhibidores de la polimerasa del ARN del virus
(VHC) como el sofosbuvir y los que vinieron
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inmediatamente después, que cambiaron el
paradigma del tratamiento de la enfermedad
puesto que ofrecen curacién aproximadamente
en un 98% de los pacientes, evitando trasplantes,
ingresos innecesarios, patologias concomitantes,
etc.

Por cierto, parece que a algunos sectores les
preocupa el impacto sobre los presupuestos
con estas terapias que estamos comentando,
pero ain no hemos visto estudios econdmicos
a medio plazo sobre el ahorro que ha supuesto
su introduccion en terapéutica, por no hablar de
las vidas humanas que estan salvando ambos
grupos de farmacos.

Pues bien, mientras contemplamos estos
hallazgos y cuando apenas hemos tenido
tiempo de aprender sus mecanismos de accién
y sus cualidades, irrumpen en terapéutica los
tratamientos antineoplasicos llevados a cabo
con las denominadas células CAR-T o linfocitos
T modificados por terapia celular adoptiva, que
forma parte de las conocidas como Terapias

Avanzadas.

De estas ultimas hemos oido muchas cosas y
leido muchos articulos, pero no se han registrado
hasta recientemente auténticos medicamentos.
Si acaso, alguno de terapia celular que tuvo
escaso éxito.

Las disposiciones legales contemplan tres
tipos de Terapias Avanzadas: Medicamentos
de terapia celular somatica, Medicamentos
de terapia génica y Productos de ingenieria
tisular, incluyendo también los medicamentos
combinados de terapia avanzada.

La terapia celular somatica es la que ha
avanzado mas tempranamente. Consiste en la
administracion de células dirigidas a restaurar
funciones o a reparar tejido danado, para lo cual
se suelen elegir células madre embrionarias con
el fin de restaurar lesiones como tlceras térpidas
cutaneas, enfermedades neurodegenerativas,
cartilago en artrosis, miocitos en infarto de
miocardio, etc.

En Espana, alolargo de 2019, se han obtenido dos
importantes medicamentos encuadrados en este
concepto. De ellos, tal vez el mas mediatico ha
sido el darvadstrocel, registrado como Alofisel®,
que fue desarrollado por TiGenix y fabricado por
Takeda integramente en nuestro pais. Se trata de

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):13-17.

células madre humanas alogénicas, expandidas
y extraidas del tejido adiposo. Combate fistulas
perianales y abdominales refractarias a otros
tratamientos, generalmente en enfermedad de
Crohn, administrandose directamente en el
tracto fistuloso.

El segundo medicamento de este tipo al que
aludimos es algo diferente al anterior, pero
comparte su funcionamiento. Es el llamado
NC-1, que se emplea para el tratamiento de
las lesiones medulares traumaticas con el fin
de minimizar sus secuelas. Fue obtenido en
el Hospital Puerta de Hierro de Madrid y esta
formado por células mesenquimales troncales
adultas, autologas, de médula dsea y de plasma
humano.

Estos medicamentos forman parte del arsenal
terapéutico, aunque parezcan ser muy especiales,
y tendremos que irnos acostumbrando a ellos e
incluirlos de modo natural en nuestros estudios
independientemente del lugar de ejercicio
profesional.

Ocurre igual que con los biofarmacos que,
habiendo alcanzado un alto grado de seguridad,
la mayoria de ellos se administran en régimen
ambulatorio, por lo que conviene conocerlos en
profundidad para saber sus peculiaridades, sus
posibles interacciones y las reacciones adversas
que puede generar su administracion, ya que el
paciente, una vez que ha retirado su producto
del hospital, suele hacer vida normal como
cualquier otro y acudira al farmacéutico.

Células CAR-T.- Forman parte de ladenominada
Inmunoterapia celular adoptiva, que consiste en
manipular genéticamente las propias células
de la inmunidad especifica del organismo
(linfocitos T) para que combatan a las células
tumorales.

Dicho de otra manera, es un tipo de
inmunoterapia en la que se emplean las células
inmunitarias del propio paciente, es decir, los
linfocitos T modificados genéticamente para
que expresen un receptor de antigeno quimeérico
(siglas CAR) capaz de identificar y atacar a
las células tumorales, con la ventaja de que
las células T del propio paciente son extraidas
previamente para ser modificadas y, luego,
ser reintroducidas en el individuo enfermo, de
modo que las células sanas no se ven afectadas.
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Forman parte de las terapias personalizadas,
de precisién o “a la carta”, como se les suele
denominar en lenguaje coloquial. Ultimamente
se han convertido en la Terapia avanzada que
mas posibilidades brinda en el tratamiento
curativo del cancer.

A priori, presentan, al menos, las siguientes
aportaciones y requerimientos:

- Resultados espectaculares en determinados
tipos de cancer.

- Selectividad de actuacién sin afectar a las
células del organismo, puesto que consiste
en extraer linfocitos del propio paciente
para modificarlos genéticamente ex-vivo e
introducirlos en la sangre del propio paciente.

- Administracién tinica.

- Experiencia en el manejo de las posibles
reacciones adversas.

Pero, ;como surgio la idea de esta manipulaciéon
celular y qué receptor se debe incluir? Todo
hay que examinarlo en un contexto histérico
donde el desarrollo de la Biologia molecular y
la Biotecnologia jugaron un papel crucial. Por
un lado, la primera comenzd a ofrecernos la
posibilidad de reprogramar genes mediante una
transfeccion virica, de modo que se pudieran
transformar los acidos nucleicos de los genes
paradar 6rdenes que se traduzcan enla expresion
de un receptor de membrana previamente
disefiado como un anticuerpo quimérico, que
fuera capaz de unirse especificamente a algin
antigeno de membrana de las células tumorales.
En este caso, se disefid para que se uniera
(interceptandolo) a un CD-19. Recordemos que
las siglas CD significan cltster o cimulos de
diferenciacion, que son moléculas antigénicas
marcadoras que el tumor, en este caso, expresa
en su superficie celular. Hay muchos antigenos
CD caracterizados y bien conocidos a los que
la Biologia molecular les asigna un ndmero o
algun signo, una vez que se identifican al menos
con dos anticuerpos especificos monoclonales
diferentes.

Pues bien, en 1989, Gros, Woks y Echar lograron
introducir una especificidad tipo anticuerpo
dentro del receptor de la célula T. Los primeros
linfocitos CAR-T comenzaron su andadura. Esta
especificidad provenia del fragmento variable de
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un anticuerpo monoclonal, por lo que se amplié
considerablemente el numero de antigenos
tumorales que puede reconocer el linfocito T,
de modo que el CAR puede proporcionar a los
linfocitos la especificidad contra el antigeno que
interese.

Pero, como todos los grandes descubrimientos,
este ha ido acompanado de experiencias
llamativas, como ocurri6 hace afios con las
células He-La (Henrietta Lacks) inmortales de
adenocarcinoma en la Universidad de John
Hopkins. Tal vez sin ser tan llamativo como
este hecho, en 2010, la nifia Emily Whitehead
salvo la vida cuando tenia 5 afos, gracias a
la administracion de un CAR-T anti-CD109.
Sufria una leucemia linfoblastica aguda (LLA)
en recaida, sin alternativas terapéuticas. Esto
ocurri6 en la Universidad de Pensilvania y fue el
inicio de una terapia de efectos rapidos, que esta
revolucionando al mundo por sus resultados y
por las posibilidades que ofrece.

Por el momento, hay dos medicamentos
autorizadosporlaEMAylaFDA:tisagenlecleucel
y axicabtagén ciloleucel, indicados en LLA y en
algunos linfomas, pero no pasara mucho tiempo
hasta que veamos claros resultados en otros
tumores de mal pronoéstico, incluso solidos.

De modo sucinto, diremos que la obtencién
de las células CAR-T no estd al alcance de
cualquier laboratorio; incluso requiere el envio
de las células a un laboratorio especializado (por
ejemplo, en la Universidad de Pensilvania), en el
cual se realizan las actuaciones que describimos
brevemente a continuaciéon y que suelen tardar
aproximadamente un mes.

La técnica consiste en extraer sangre del
paciente por leucoaféresis, separando los
linfocitos del resto de las células sanguineas,
con el fin de actuar solamente sobre aquellos.
Para la transfeccion, se suelen emplear vectores
viricos como lentivirus o retrovirus, con los que
se ha adquirido una gran experiencia, y que
garantizan el mantenimiento de la expresion
transgénica a largo plazo, lo que se traduce en
un hecho clave: la durabilidad del efecto por el
disefio.

Este proceso necesita unas semanas en un
biorreactor, lo que implica un alto coste para
cumplir los elevados requerimientos de calidad
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exigidos por las agencias reguladoras. En este
punto entra el laboratorio externo especializado,
que también incrementa el coste del proceso.

Una vez que los linfocitos T han sido
modificados genéticamente, han de sufrir una
expansion ex-vivo, con nutrientes, oxigeno e
incubacién adecuada (con criopreservacion)
para alcanzar el nimero de células idoneo para
cada paciente. De este modo, una vez envasadas
las células, el medicamento queda listo para su
administracion.

Durante este proceso, el paciente ha de estar
un tiempo de espera en estrecha vigilancia,
debiendo recibir una terapia depletiva a base de
citostaticos, sincronizada con la llegada de su
medicamento.

Descripcion esquematica de su actuacion.- Las
células T, una vez administradas, reconocen a
las células tumorales, se unen a ellas y las atacan
induciéndolas apoptosis por varios mecanismos
de los que se pueden derivar efectos adversos:

- Lisis de células tumorales asociadas al
ligando FAS, que activa el programa de
apoptosis.

- Liberacion de citoquinas que inducen
destruccion.

- Lisis de células tumorales por proteinas
citotoxicas (granzima y perforina). Este
mecanismo es sinérgico con los anteriores.

Este conjunto de actuaciones puede ocasionar
han de
especificamente, por lo que el farmacéutico debe

efectos adversos que se tratar

conocerlos para realizar una adecuada atenciéon
farmacéutica. Los mas importantes son:

- Sindrome de liberacion de citoquinas (SLC).
- Sindrome de lisis tumoral.

- Toxicidad neurolégica.

- Aplasia de células B.

- Reacciones anafilacticas.

El SLC es, sin duda, el mas importante y de cuyo
conocimiento podemos sacar provecho si lo
orientamos hacia otras patologias como veremos
enseguida.

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):13-17.

Obedece
citoquinas por los linfocitos T y los macrdfagos,

a una liberacion explosiva de
por la presencia del receptor nuevo incorporado;
de las citoquinas que se liberan, la que mas
intensamente lo hace es la IL-6 que presenta
propiedades inflamatorias muy potentes, sobre
todo en el arbol respiratorio. Los sintomas de
dicha tormenta son: baja saturacion de oxigeno,
disnea, fiebre, taquicardia, fatiga, miastenia,
confusiéon, trastornos de la coagulacion,
disociacién de la hemoglobina con aumento
de ferritina e insuficiencia renal. El tratamiento
adecuado consiste en administrar farmacos
como tocilizumab, siltuximab o sarilumab, dado

que son anti-IL-6.

El empleo de corticoides no parece apropiado en
este caso por el riesgo de provocar la pérdida de
linfocitos-T.

Relaciéon con COVID-19.- En este punto
llamamos la atencién por la coincidencia de
dichos efectos adversos con los que produce
SARS-CoV-2.Enefecto, lossintomasrespiratorios
que produce esta variedad de coronavirus
que estamos padeciendo en el Mundo como
una pandemia, coinciden claramente con los
descritos para las CAR-T, ya que en ambos
casos obedecen a un sindrome de liberacion
de citoquinas (especialmente IL-6), por lo que
serfa muy aconsejable que los enfermos de
COVID-19 fueran tratados con antagonistas
de IL-6 como tocilizumab, sirolumab o, mejor
aun, con un antagonista de la propia IL-6 como
siltuximab, aunque originariamente tengan
otras indicaciones.

Recordemos reiterativamente que los
sintomas comunes que sufren ambos tipos de
pacientes son: hipoxia, disnea, fatiga, dolores
musculares, fiebre, ferritina elevada, trastornos
de la coagulaciéon (que requieren altas dosis
de heparina de bajo p.m.), etc. Pues bien, en
el caso de COVID-19, a parte de farmacos
antagonistas de IL-6, los corticoides potentes
como dexametasona, podrian suplirlos con
éxito, puesto que lo que se desea es un efecto
inmunodepresor sobre las células T.

No olvidemos estos temas ante un posible
rebrote de COVID.
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Resumen: La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo progresivo e irreversible
que constituye la principal causa de demencia en personas mayores de 65 afios. Se caracteriza por un
camulo de placas seniles (conformadas principalmente por AP) y ovillos neurofibrilares (agregados de
la proteina Tau), una pérdida neuronal y sinaptica y una respuesta neuroinflamatoria. Aunque se han
ensayado multitud de compuestos, en la actualidad no existe ningtin tratamiento efectivo que cure o
modifique el curso de esta enfermedad. En las tltimas décadas, la mayoria de las estrategias terapéuti-
cas se han basado en atenuar la patologia amiloide, propuesta como posible causa de la enfermedad de
Alzheimer (hipoétesis de la cascada amiloide). Aunque algunos de estos farmacos han sido efectivos en la
disminucién de A, hasta el momento no se ha obtenido una adecuada relacién riesgo-beneficio, lo que,
sumado a otros factores, cuestiona la validez de la hipotesis de la cascada amiloide. Paralelamente, dado
que la patologia Tau es la que mejor correlaciona con el déficit cognitivo en la enfermedad, numerosos
compuestos que disminuyen la fosforilacion y agregacion de Tau han sido evaluados, sin éxito. Debido al
fracaso terapéutico obtenido hasta la fecha, y teniendo en cuenta los estudios genéticos que han asociado
ciertos polimorfismos en genes implicados en la respuesta glial con un mayor riesgo de padecer la en-
fermedad, la neuroinflamacién esta cobrando gran importancia, siendo una potencial diana terapéutica.
El papel de la microglia en la EA no se conoce con exactitud y, mientras que las investigaciones en mo-
delos animales apoyan un papel pro-inflamatorio y altamente reactivo, el estudio de muestras humanas
podria sugerir un fenotipo microglial disfuncional e incluso degenerativo. Numerosos factores, como el
grado de desarrollo de las patologias A3 y Tau, posibles mutaciones en genes relacionados con la funcién
microglial o patologias vasculares, determinan el fenotipo microglial de cada region cerebral en los dife-
rentes estadios de la enfermedad, lo que genera una elevada heterogeneidad. Por otro lado, los astrocitos
presentan funciones esenciales para el correcto funcionamiento y mantenimiento del sistema nervioso
central, que en la enfermedad de Alzheimer pueden verse comprometidas, debido a un aumento en la
reactividad astroglial y una pérdida de funciones homeostaticas como consecuencia de una posible dis-
funcién metabolica. Por tanto, resulta esencial conocer en profundidad el papel de estas células gliales
en la progresion de la EA para poder desarrollar estrategias terapéuticas que permitan curar o, al menos,
frenar esta patologia en un futuro préximo.

Abstract: Alzheimer’s Disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder, being the leading
cause of dementia in elder people. It is characterized by an accumulation of Af plaques, neurofi-
brillary tangles (formed by Tau aggregations), neuronal and synaptic loss and neuroinflammation.
Although many clinical trials have been conducted, nowadays there is no cure for this disease. In the
last decades, following the amyloid cascade hypothesis, which stablish that Af3 is the major trigger of
the disease, many therapies were focused on ameliorating AP pathology. Despite some drugs being
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effective in reducing A( levels, no treatment has been found to improve the cognitive deficit, which
contribute to query the amyloid cascade hypothesis. In parallel, knowing that Tau progression is the
pathology that best correlates with cognitive decline, some compounds targeting Tau phosphorylation
and aggregation have also been evaluated, with no success. Due to treatment failure and considering
genetic studies which have identified high-risk polymorphisms in genes implied in the glial respon-
se, neuroinflammation is growing in importance, being a potential therapeutic approach. Microglial
role in AD* has not been clearly dilucidated yet. Mouse models research suggest that microglia has
a pro-inflammatory and hyperreactive role in EA, whereas human samples studies have described a
dysfunctional or even degenerative phenotype. Several factors, such as A and Tau progression, mu-
tations in genes related with microglial function or vascular pathologies, define microglial phenotype
in every brain region during each stage of disease, which leads to a wide heterogeneity. On the other
hand, astrocytes are essential for brain homeostasis, but in AD its functions may be compromised due
to an increase in reactivity and a loss of homeostatic functions, which might be a consequence of a me-
tabolic dysfunction. All in all, determining the role of glial cells in AD progression will enable greater
innovation in the choice of novel molecular targets which may slow down or even cure AD.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, terapia, Abeta, Tau, microglia, astrocito. Keywords: Al-

zheimer’s Disease, therapy, Abeta, Tau, microglia, astrocyte.

1. Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastor-
no neurodegenerativo progresivo e irreversible
que constituye la primera causa de demencia
en personas mayores de 65 afios y conlleva un
deterioro de las funciones cognitivas y altera-
ciones conductuales [1]. Las lesiones histopa-
tologicas principales de esta enfermedad, ya
enunciadas por Alois Alzheimer en 1907 [2], y
posteriormente caracterizadas, son las placas
seniles (agregaciones extracelulares de A{) y
los ovillos neurofibrilares (agregaciones intra-
celulares de Tau). Ademas, se registra una mar-
cada pérdida sinaptica y neuronal acompanada
de un proceso neuroinflamatorio (Figura 1). En
la actualidad, la EA representa el 60-70% de los
50 millones de casos diagnosticados de demen-
cia y se estima que en 2050 se alcancen los 152
millones de afectados a nivel mundial (OMS
2020). Estos datos revelan que la demencia es
un serio problema de salud publica, siendo la
tercera causa principal de muerte en los paises
desarrollados (OMS 2016).

Se diferencian al menos dos tipos de EA, que
difieren en la edad de inicio, incidencia y cau-
sa principal que provoca su aparicién, pero que
comparten la misma sintomatologia y lesiones
histopatoldgicas.

- El Alzheimer familiar representa entre el 1-3% de
los casos y se manifiesta generalmente entre los
35 y 40 anos. Etiologicamente es debido a la pre-
sencia de mutaciones autosémicas dominantes,

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):18-33.

con total penetrancia, en los genes de la proteina
precursora amiloide (APP, cromosoma 21) o de
las presenilinas 1 y 2 (PS1 y PS2, cromosomas 14
y 1, respectivamente) [4]. Interesantemente, es-
tos tres genes estan implicados en la produccion
del péptido [3-amiloide (A) presente en las pla-
cas extracelulares comentadas anteriormente. Se
han descrito 60 mutaciones en APP, mas de 300
en PS1 (es la causa mas comun de Alzheimer fa-
miliar) y 56 en PS2 relacionadas con la enferme-
dad (http://www.alzforum.org/mutations).

- El Alzheimer esporddico representa la mayoria de
los casos de EA (97-99%), afecta al 3-4% de la po-
blacién entre 60-65 afios y aumenta exponencial-
mente con la edad, llegando a afectar a casi un
50% de los mayores de 85 afios. A diferencia del
Alzheimer familiar, sus causas son desconocidas
y se le otorga un origen multifactorial, aunque
la edad es el principal factor de riesgo. Dentro
de los factores hereditarios se han descrito po-
limorfismos en mas de 20 genes que influyen en
el inicio, progresion y severidad de la patologia
[4, 5]. Muchos de ellos se expresan preferencial-
mente en células implicadas en la respuesta in-
flamatoria del sistema nervioso central (SNC),
como por ejemplo la Apolipoproteina E, el re-
ceptor TREM2 o la proteina CD33 (Figura 2). Por
otro lado, la obesidad, el estrés, la hipertension,
la inactividad fisica y mental, la depresion, las
enfermedades vasculares, el tabaco, el trauma-
tismo cerebral y la diabetes mellitus son factores
modificables que parecen contribuir al desarro-
llo de la EA esporadica [5, 6].
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Figura 1. A) Alteraciones macroscdpicas en la Enfermedad de Alzheimer (EA). El esquema comparativo entre un indi-
viduo sano y un paciente con EA refleja la atrofia cerebral y dilatacion ventricular tipicas de la enfermedad. B) Altera-
ciones microscopicas en la EA: placas amiloides, ovillos neurofibrilares y neurodegeneracion. También se produce una
importante reactividad glial. b1. Las placas amiloides son marcadas con ThioS (verde) y la microglia con Ibal (rojo) en
un raton APP751SL/+. b2. Los ovillos neurofibrilares son marcados con AT8 (verde) en ratones Tau MAPT.pP301S/+.
b3. Marcaje de los nticleos neuronales mediante NeuN (violeta) en modelos TAU P301S. Barra de escala: 20 um (b1),
10 pm (b2), 200 um (b3). C) Dindmica de los biomarcadores en la EA. Cuando el deterioro cognitivo se manifiesta, las
alteraciones neuropatoldgicas presentan niveles muy elevados. Datos tomados de Jack et al., 2013 [3]; AP se mide por
el contenido de Ap42 en LCR, la disfunciéon mediada por Tau se mide por contenido de Tau en LCR o por PET-fluoro-
deoxiglucosa y la morfologia cerebral se cuantifica por RMI. DCL=deterioro cognitivo leve.

Desde el punto de vista clinico, la EA se clasifica
en 3 fases: la fase “preclinica”, atin asintomati-
ca, pero ya con amiloidosis cerebral; la fase pro-
dromica o de “deterioro cognitivo leve” en la
que la patologia progresa hacia distintas areas
de la corteza cerebral; y la fase de “demencia”,
consecuencia de la pérdida de sinapsis y neu-
ronas en las regiones cerebrales responsables
de los procesos cognitivos [6]. Generalmente, el
curso clinico dura de 4 a 8 afios tras los prime-
ros signos de la enfermedad, aunque se puede
alargar hasta los 20 [9]. Aunque una de las cla-
ves para el éxito terapéutico en esta enferme-
dad podria ser el diagnostico precoz, a dia de
hoy el diagnostico se apoya principalmente en
la historia clinica y en los examenes neuropsi-

Figura 2. Factores de riesgo genéticos del Alzheimer
esporadico en base a sus funciones fisioldgicas. La ma-
yoria de los genes asociados con un inicio anterior de la

patologia y un aumento de su severidad se encuentran coldgicos [10]. A pesar de que se atinan esfuer-
asociados a la respuesta inmune y funcién glial. Datos zos para poder identificar los sintomas inicia-
tomados de Kunkle et al., 2019 [7], Sancesario y Bernar- les de la enfermedad, la ausencia de buenos
dini, 2018 [8]. marcadores bioldgicos hace que sélo el andlisis

neuropatolégico post mortem permita su diag-
nostico definitivo.
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Actualmente no existe ningtin tratamiento efec-
tivo que cure la enfermedad, ni siquiera que
modifique su curso clinico. De ahi que también
hayan cobrado gran importancia las estrate-
gias de soporte no-farmacoldgicas como el es-
tablecimiento de rutinas, la simplificacion de
su entorno o la terapia conductista cognitiva
[11]. Por su parte, los farmacos aprobados a dia
de hoy se centran en compensar el desbalance
entre neurotransmisores generado por la pro-
gresiva destruccion neuronal y que da lugar a
los déficits cognitivos observados en la EA [12].
En primer lugar, los inhibidores de la acetilco-
linesterasa (AChE) aprobados (donepezilo, ga-
lantamina y rivastigmina) intentan compensar
la denervacién colinérgica que tiene lugar en
la EA. La hipdtesis colinérgica sugiere que la
degeneracion neurofibrilar que tiene lugar en
el prosencéfalo basal es la causa principal de
la muerte de las neuronas colinérgicas de esta
region y da lugar a la progresiva pérdida de
inervacion colinérgica en los sistemas limbicos
y neocortical, que es critica para el declive de
las funciones cognitivas [13]. Por consiguiente,
los inhibidores de la AChE aumentan la dispo-
nibilidad de acetilcolina en las sinapsis y han
sido probados clinicamente como tutiles herra-
mientas para retrasar el déficit cognitivo en la
EA, al menos durante el primer afio de trata-
miento [14].

Por otro lado, el antagonista no competitivo, de
baja afinidad, del receptor NMDA (N-metil-D-
aspartato) memantina es otro agente terapéuti-
co aprobado para los estadios de Alzheimer de
moderado a severo [14]. La memantina se une
preferencialmente a los receptores NMDA abier-
tos bloqueando el flujo idénico y atenuando asi
los efectos perjudiciales generados por niveles
patolégicamente elevados de glutamato [15]. De
esta forma, tanto en monoterapia como combi-
nada con los inhibidores de la AChE, combate
la disfuncién neuronal por la hiperexcitabilidad
asociada a glutamato [16]. En cualquier caso, los
beneficios, inicamente sintomaticos, generados
por ambas aproximaciones son minimos [17], y
no modifican o frenan el curso de la patologia,
por lo que se requieren nuevas estrategias tera-
péuticas para abordar esta enfermedad.

Desde 2003, la FDA no ha aprobado ningtun
medicamento para el tratamiento de la EA,
siendo mas de 200 compuestos los que han
fracasado a lo largo de las distintas etapas de
experimentacion y ensayos clinicos [10]. A ras-
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gos generales, encontramos varias razones sub-
yacentes al fracaso terapéutico en la EA. Por
un lado, la mayoria de los fadrmacos evaluados
para las diferentes dianas propuestas, aunque
cumplen su funcién en la proteina destino, no
producen ninguna mejoria neuroldgica y, ade-
mas, producen multiples efectos secundarios
no deseados que inclinan la balanza hacia un
efecto mas perjudicial que beneficioso. Por otro
lado, la falta de traslacionalidad entre los mo-
delos animales, en los que se basan la mayoria
de los estudios, y los cerebros de pacientes de
Alzheimer dificultan la proposiciéon de dianas
terapéuticas exitosas [18, 19]. De igual forma,
este desconocimiento sobre la etiologia de la
patologia (al menos en el Alzheimer esporadi-
co) conlleva a la falta de marcadores biologicos
en estadios preclinicos y prodrémicos de la EA
determinables in vivo, lo que da lugar a un ini-
cio probablemente tardio de los tratamientos
ensayados [20].

En este trabajo de revision, analizamos las prin-
cipales estrategias terapéuticas abordadas en
los ultimos afios, principalmente basadas en las
patologias amiloide y neurofibrilar. Ademas,
debido al fracaso terapéutico obtenido hasta la
fecha en la EA, a pesar del elevado nimero de
farmacos ensayados, destacamos el papel de la
respuesta glial y neuroinflamatoria como posi-
ble diana terapéutica, en la que atin queda mu-
cho por explorar.

2. Estrategias terapéuticas basadas en la pato-
logia amiloide

Durante las dos ultimas décadas, la mayoria de
las estrategias terapéuticas abordadas para el
tratamiento de la EA se han centrado en la pa-
tologia amiloide [21]. Las placas amiloides son
una de las principales y mas caracteristicas le-
siones microscopicas del cerebro de pacientes
de Alzheimer (Figura 1 B). Se forman a partir de
agregados proteicos insolubles y extracelulares
localizados en el parénquima cerebral y en la pa-
red de los vasos sanguineos, cuyo componente
principal es el péptido A3 [9, 22].

Este péptido deriva del procesamiento pro-
teolitico de la proteina precursora del péptido
[3- amiloide (APP) (Figura 3 A). APP puede ser
procesado por la ruta no amiloidogénica, por las
a-y - secretasas, con la consecuente ausencia de
produccion de AB. Sin embargo, en la via amiloi-
dogénica, APP es procesado por la [-secretasa o
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BACE-1 y, posteriormente, por la - secretasa,
produciendo principalmente fragmentos de A
de 40 aminoacidos (A[340) [23].

Las proteinas con actividad proteasa PS1 o PS2,
donde han sido identificadas mas de 300 muta-
ciones asociadas con la variante familiar de la
EA, forman parte del centro activo del complejo
v-secretasa [24]. En individuos sanos, el procesa-
miento de APP genera principalmente péptidos
AP40 (o de menor tamano, AB36-38). Sin em-
bargo, en pacientes de EA, aumenta la relacion
APB42/ApB40 [25], siendo AP42 el componente
mayoritario y mas toxico de las placas, debido
a su mayor capacidad agregante [1, 9]. El pépti-
do AP, ademas de aparecer en forma de placas,
puede permanecer como monomero o agregarse
en forma de fibrillas, protofibrillas y oligémeros
solubles extracelulares [23, 26].

Aunque atn quedan por dilucidar multiples as-
pectos importantes acerca de esta acumulaciéon
defectuosa, parece que es consecuencia de un
desequilibrio entre los mecanismos de produc-

cién, degradacion y/o aclaramiento de las distin-
tas isoformas de A{3 [27].

En base a las mutaciones encontradas en pacien-
tes con Alzheimer familiar, se propuso la llama-
da “Hipotesis de la Cascada Amiloide”, para ex-
plicar la etiologia de esta demencia (Figura 3 B).
Esta hipotesis (la mas aceptada en la actualidad)
propone que la acumulacion del péptido Af3 es
el agente causante (o desencadenante) de la pa-
tologia de Alzheimer y que, como consecuen-
cia de su deposicién, se producen los ovillos
neurofibrilares, la pérdida sindptica, la muerte
neuronal, la neuroinflamacién y, como conse-
cuencia clinica, la demencia tipica de la EA [28].
Desde que esta hipodtesis fue propuesta en 1992,
ha ido sufriendo modificaciones, como la hipo-
tesis de los oligdmeros de AP, que plantea que
son las especies solubles de A3, y no las placas,
las principales responsables de la neurodegene-
racion, puesto que correlacionan mejor con los
sintomas de la EA y su severidad [29, 30]. Como
se menciona, entre las principales razones para
apoyar esta hipotesis, podemos destacar que

Figura 3. La patologia amiloide en la EA. (A) Procesamiento de la Proteina Precursora Amiloide (APP) mediante las

rutas amiloidogénica y no amiloidogénica. En la via amiloidogénica, el procesamiento del APP se lleva a cabo por la

accion de BACE-1 y - secretasa, generandose los fragmentos sAPPB, AICD y el péptido Ap. Este tltimo se acumula en

el medio extracelular, se agrega y forma las placas seniles caracteristicas de la EA. (B) Hipotesis de la cascada amiloide.

Seguin esta hipétesis, en la EA se produce un aumento de Ap42, que da lugar a un acimulo de formas oligoméricas

solubles y depositos y placas de AP. En consecuencia, se produce una cascada de eventos patoldgicos que acaban des-

encadenando la pérdida sindptica y muerte neuronal que causan la demencia de Alzheimer. En azul, se indican las

dianas de las principales estrategias terapéuticas ensayadas en la EA.
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todas las mutaciones conocidas, causantes del
Alzheimer familiar (en los genes que codifican
para APP, PS1 y PS2) estan relacionadas con la
produccion y procesamiento del péptido A,
aumentando la produccion de AB42 con res-
pecto a AB40 [31]. Ademas, un elevado nimero
de personas con sindrome de Down (presentan
trisomia del cromosoma 21, donde se localiza
el gen para APP) padecen sintomas de EA de
forma temprana (30-40 afios de edad). En ter-
cer lugar, los modelos animales transgénicos
con las mutaciones humanas de EA familiar de
APP y PS1 presentan placas amiloides, pérdida
sinaptica y algunos sintomas, como problemas
de memoria, de la EA. Por otra parte, se ha de-
mostrado que la deposicion de Af3 en el cerebro
puede ocurrir décadas antes de que aparezcan
los sintomas clinicos [32].

Por todos estos motivos, la hipotesis de la cas-
cada amiloide ha sido ampliamente aceptada
durante afios por gran parte de la comunidad
cientifica. En consecuencia, la mayoria de las es-
trategias terapéuticas han estado dirigidas hacia
la reduccion de la produccién, agregacion y ha-
cia un aumento en el aclaramiento de Ap [12].
Teniendo en cuenta la ruta amiloidogénica del
APP, la reduccion en la produccion de Af se ha
abordado, originalmente, desarrollando inhibi-
dores o moduladores negativos de las dos prin-
cipales enzimas involucradas en la ruta amiloi-
dogénica (Figura 3). Por tanto, las dos dianas
terapéuticas elegidas para el desarrollo de nue-
vos farmacos contra la EA han sido BACE-1y
la y-secretasa. Sin embargo, los ensayos clinicos
realizados hasta el momento con inhibidores/
moduladores de estas enzimas, a pesar de inhi-
bir eficientemente sus actividades enzimaticas,
no han desvelado una adecuada relacion ries-
go-beneficio. Hasta la fecha, no se ha descrito
ninguna mejora neurolédgica de los pacientes de
EA tratados con estos inhibidores en ningtin en-
sayo clinico. Por el contrario, si se han descrito
diversas, en algunos casos graves, reacciones
adversas [23, 33, 34]. Una de las multiples razo-
nes que explicarian este fracaso farmacologico
es la diversidad de sustratos distintos de ambas,
BACE-1 y y-secretasa, actividades enzimaticas.
De manera que la inhibicion no especifica de di-
chas actividades afecta a multitud de procesos
celulares esenciales en muchos 6rganos y siste-
mas, no sélo en el SNC.

Para mejorar la especificidad en los tratamien-
tos destinados a disminuir la acumulacion de
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AP se han realizado numerosos ensayos clini-
cos de inmunizacién activa y pasiva con dife-
rentes anticuerpos monoclonales o inmuno-
globulinas contra Af [34]. Esta estrategia ha
predominado en los ultimos 15 afios, aunque
hasta la fecha, ninguno ha mostrado adecuada
seguridad y/o eficacia [12]. Es interesante des-
tacar que, aunque la mayoria de estas estrate-
gias han sido efectivas en la disminucién de la
acumulacion de A, ninguna ha aportado be-
neficios aparentes a nivel cognitivo a las dosis
ensayadas [35]. Por ello, en los tltimos anos la
mayoria de los estudios se esta centrando en
estadios preclinicos, prodromicos o leves [33,
10]. Por tanto y a pesar de este aparente fraca-
so, en la actualidad hay multiples anticuerpos
monoclonales en fase III, como aducanumab,
gantenerumab y BAN2401 para estadios pro-
dromicos o leves de EA. Otros, como crenezu-
mab, gantenerumab, y solanezumab, se estan
empleando en fases preclinicas o poblaciones
de riesgo [10, 12].

Por otra parte, este importante fracaso tera-
péutico contribuye a los multiples argumentos
contra la hipotesis de la cascada amiloide, que
esta siendo revisada en la actualidad. Entre es-
tos argumentos cabria destacar, en primer lu-
gar, el patron en la aparicion de los depositos
extracelulares de AP, que sigue una distribu-
cién anatémica en el cerebro de los pacientes
contraria (en cierto grado) a la patologia Tau
[36]. De hecho, existe una alta correlacion neu-
roanatomica entre el desarrollo de la neurode-
generacion con la progresion de la deposicion
de Tau y no con A{ [1]. Por tanto, parece que,
en contra de lo defendido en la hipétesis de la
cascada amiloide, en la EA las placas no son
el principal agente causal de las alteraciones
sinapticas, la neurodegeneracion y la respues-
ta inflamatoria [29, 35, 30]. De hecho, existen
depositos de Af insolubles en el parénquima
cerebral y en la pared de los vasos sanguineos
cerebrales de personas sanas con edad avanza-
da [37]. Otro aspecto a considerar es que, a pe-
sar de la importancia de A en la EA familiar,
el 97-99% de los casos son esporadicos y, aun-
que presentan los mismos rasgos neuropatolo-
gicos y sintomas, podrian existir importantes
diferencias en su etiologia y evolucién o pro-
ceso patoldgico. Por otra parte, en los modelos
transgénicos para APP y PS1 no se producen
ovillos neurofibrilares, no reproduciendo los
rasgos patologicos de la EA en su totalidad, a
pesar de presentar acumulo de A{3 [38].
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En resumen, existen multiples factores que cues-
tionan la validez de la hipédtesis de la cascada
amiloide, sugiriendo que la acumulacion de A3
puede ser una consecuencia, y no la causa (al
menos Unica), de la EA, lo cual explicaria la falta
de éxito en las multiples estrategias abordadas
en esta area.

3. Estrategias terapéuticas basadas en la pato-
logia Tau

Otro de los sellos distintivos de la EA es la for-
macion de los ovillos neurofibrilares, confor-
mados por agregados de la proteina Tau. Esta
proteina se encarga de la estabilizacion de la es-
tructura y la dindmica de los microtiibulos neu-
ronales, por lo que es fundamental para el trans-
porte axonal. Ademas, participa en la regulacion
de la actividad neuronal, en la neurogénesis, y
en la regulacién de la insulina cerebral [39]. Es-
tas funciones estan controladas por su estado de
fosforilacién, el cual se ve alterado en la Enfer-
medad de Alzheimer. Durante la progresion de
la enfermedad, Tau se hiperfosforila, se disocia
de los microtibulos y se agrega dando lugar a
distintas formas de Tau soluble hiperfosforilado
y a los agregados insolubles (ovillos) (Figura 1
B), que se acumulan en el soma de las neuronas
y en los procesos neuriticos, produciendo en
cierta medida la disfuncién y muerte neuronal.
De esta forma, la mayoria de los tratamientos
encaminados a minimizar la patologia Tau en
los enfermos de Alzheimer estan dirigidos a las
proteinas implicadas en el estado de fosforila-
cion y agregacion de Tau [40].

Aunque actualmente no existen farmacos en en-
sayos clinicos en fase III dirigidos hacia este me-
canismo de accion, 17 farmacos se encuentran
en fase I, II o II/III [14]. Dada la implicacion de
la quinasa glucdgeno sintasa kinasa 3 (GSK3p3)
en la fosforilacién de Tau, se han desarrollado
diferentes inhibidores contra esta diana, siendo
el mas estudiado el cloruro de litio [41, 42]. Por
otro lado, el inhibidor de GSK3p ANAVEX 2-73
ha presentado mejoras en la realizacion de ta-
reas cotidianas en pacientes con deterioro cogni-
tivo leve [43]. Por su parte, otras moléculas que
disminuyen la agregacién de Tau también estan
siendo evaluadas en ensayos en fase II, como
LUCIDITY o Nilotinib [44]. Ademas, al igual que
en la terapia dirigida contra A3, existen algunos
proyectos de inmunizacion activa o pasiva con-
tra Tau [45].
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4. La neuroinflamacion como diana terapéutica

Durante anos, en la EA, se ha considerado al sis-
tema inmune como un observador pasivo de la
cascada patogénica, que simplemente respondia al
dano infligido por los agregados proteicos. De he-
cho, la mayoria de las estrategias terapéuticas de-
sarrolladas hasta ahora han sido dirigidas hacia la
disfuncion neuronal. Sin embargo, estudios recien-
tes han realzado la importancia de otros tipos celu-
lares en las enfermedades neurodegenerativas, que
también pueden verse afectados por la progresion
de la patologia. De hecho, la glia se corresponde
con el 80% de las células del sistema nervioso cen-
tral. Recientemente, novedosas investigaciones en
modelos y pacientes de EA, combinadas con “estu-
dios masivos de secuenciacion génica” han asigna-
do a la respuesta inmune un papel mucho mas ac-
tivo (Figura 2), y han permitido acufiar el término
de “componente celular” en la patogénesis de la
EA, que hace referencia a las complejas interaccio-
nes entre neuronas, glia y vasculatura [46, 47]. Por
tanto, frente a la hipdtesis amiloide lineal, que no
correlaciona con las observaciones clinicas, la rele-
vancia de las interacciones entre los distintos tipos
celulares como mediadores de la progresion de la
patologia esta adquiriendo cada vez mas fuerza.
En esta revision, nos centramos en las principales
células gliales que median la neuroinflamacién: la
microglia y los astrocitos.

Microglia en la EA.

Las células microgliales vigilan constantemente
su entorno para asegurar la homeostasis cere-
bral. Frente a un estimulo dafiino, modifican
su estado transcripcional, metabolico y mor-
folégico hacia un fenotipo activo que elimina
el agente perjudicial y restaura la lesion tisular
[48]. Clasicamente, en similitud a lo que ocurre
con la respuesta de macréfagos, se ha asumido
que la activacion microglial frente a los dafios
tipicos de la patologia de Alzheimer genera una
respuesta pro-inflamatoria y neurdtoxica. Sin
embargo, el panorama parece ser mucho mas
complejo y, ante las alteraciones continuadas
que se producen en la EA, el rol de la microglia
no se conoce con exactitud (Figura 4) [49].

En cualquier caso, los estudios GWAS han iden-
tificado numerosos polimorfismos en genes in-
volucrados en la respuesta microglial, asociados
a la forma esporadica de la EA, como ApoE,
TREM2, TYROBP o CD33 [50 - 52], que refuer-
zan la importancia de la poblacion microglial en
el inicio y progresion de la patologia.
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Figura 4. Principales alteraciones de la microglia en la EA. En condiciones fisioldgicas, la microglia realiza di-
versas funciones para contribuir a la homeostasis cerebral. En la EA, interacciona con las patologias AR y Tau y
puede sufrir disfuncion. Las imagenes han sido realizadas en modelos murinos no-transgénicos (microglia ho-
meostatica) y modelos murinos de EA (microglia activa); APP751SL/+y Tau MAPT.pP301S/+; IBA1 = marcador
microglial; AT8=marcador de Tau fosforilado. Barras de escala: 10 pm.

La activacién microglial asociada a procesos
neurodegenerativos ha sido recientemente ca-
racterizada gracias a estudios transcriptémicos
en modelos animales. Se ha definido que, en la
EA, entre otros procesos neurodegenerativos, la
microglia adquiere un fenotipo asociado a en-
fermedad, conocido como DAM (del inglés, di-
sease-associated microglia) [53, 54]. Esta activacion
microglial, dependiente del receptor TREM2 [55,
56], es fundamental para la contencion de las pla-
cas amiloides [57] y la fagocitosis de A3 oligomé-
rico [58]. Sin embargo, su interaccion con la pato-
logia Tau, que es la que mejor correlaciona con el
déficit cognitivo, es un tema de debate. Mientras
algunos estudios muestran que la microglia fa-
vorece la propagacion de depdsitos de Tau [59],
otras evidencias sugieren que la progresion de la
patologia Tau es independiente de la respuesta
microglial [60]. Por tanto, el papel de la microglia
DAM en la progresion de la EA es un tema con-
trovertido y variara a lo largo de la enfermedad,
siendo influenciado por el grado de desarrollo de
las patologias A y Tau. Por ello, en las diferen-
tes investigaciones realizadas, se propone tanto
impulsar su actividad [54, 61], como recuperar la
microglia homeostatica [55, 62].

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):18-33.

Sin embargo, los novedosos avances metodo-
logicos que han permitido caracterizar el perfil
genético de la microglia humana enla EA, HAM
(del inglés, human Alzheimer’s microglia) [63],
ilustran que la firma genética HAM comparte la
mitad de su perfil de expresién con la microglia
obtenida de individuos controles, manifestando
cambios asociados a un envejecimiento fisiolo-
gico, mientras que apenas comparte el perfil de
expresion de la firma DAM. Estas diferencias
podrian deberse a que, en los modelos murinos
con patologia amiloide y en algunos modelos
con patologia Tau tiene lugar una exacerbada ac-
tivacion microglial [64, 65], mientras que en los
pacientes de Alzheimer podria no producirse un
fenotipo microglial activo y resolutivo [63, 66].

De hecho, la activacion microglial en muestras
de hipocampo humanas postmorten parece ser
limitada, restringida principalmente a los alre-
dedores de los depositos amiloides; y la mayoria
de células microgliales parecen presentar un fe-
notipo disfuncional o incluso degenerativo [67].

Esta incapacidad para desarrollar sus funciones
podria ser consecuencia de mutaciones en genes
esenciales para su supervivencia y activacion
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(como Trem?2) [68], de falta de disponibilidad de
oxigeno por alteraciones vasculares (remitido a
publicacién), de la toxicidad de las especies so-
lubles de Tau [65, 67, 69] o de repetidos estados
de activacion. De esta forma, cabe la posibilidad
de que las células microgliales sean “victimas”
de la patologia y pierdan su funcionalidad.

Asi pues, la investigacion en el campo se ve nue-
vamente retada por las diferencias existentes en-
tre el fenotipo microglial observado en modelos
murinos transgénicos frente a los registros en
muestras humanas post mortem, que presentan
numerosas comorbilidades [18]. Ademas de la
historia clinica de cada paciente, deben tenerse
en cuenta las diferencias entre las distintas re-
giones cerebrales, atin dentro del mismo indivi-
duo. En regiones donde predomina la patologia
amiloide, como la corteza cerebral, la microglia
podria presentar un fenotipo y funcién diferente
a regiones donde predomina la patologia Tau,
como el hipocampo [66, 70]. Del mismo modo,
la respuesta microglial también podria variar
en funcion de la disponibilidad de nutrientes y
oxigeno de cada regién cerebral (remitido a pu-
blicacién). Todo ello determinara si el papel mi-
croglial es neuroprotector o neurotdxico.

En resumen, la heterogénea respuesta microglial
dependera de la region cerebral considerada,

de la progresion de las patologias AP y Tau, y
de las enfermedades coetaneas que presente el
paciente. Esto dificulta la propuesta de dianas
terapéuticas concretas, pero a su vez subraya la
importancia de continuar con las investigacio-
nes en torno a la implicacién de la microglia en
la EA para asi proponer terapias eficaces y per-
sonalizadas.

Astrocitos en la EA

Los astrocitos o astroglia constituyen entre el
19 - 40% de las células gliales del SNC huma-
no [71], donde son mediadores importantes de
la respuesta neuroinflamatoria. Los astrocitos
desarrollan multiples y variadas funciones in-
dispensables para el correcto mantenimiento y
la homeostasis del SNC [72 - 74]. En condicio-
nes fisioldgicas, los astrocitos proporcionan so-
porte metabdlico y estructural a las neuronas,
captando el exceso de glutamato extracelular,
proporcionando lactato como fuente de energia
y regulando las sinapsis [75, 72]. Forman parte
de la unidad neurovascular de la barrera hema-
toencefalica, y participan en la respuesta inmune
en el SNC (Figura 5) [73, 75].

Sin embargo, conforme la EA progresa, también
pueden producirse alteraciones patologicas en
los astrocitos (Figura 5). En los pacientes de EA

Figura 5. Principales alteraciones de los astrocitos en la EA. Los astrocitos presentan importantes funciones para el

correcto funcionamiento del SNC. Sin embargo, en la EA parece producirse una disfunciéon metabdlica, con la conse-

cuente pérdida de funciones protectoras y homeostaticas, asi como una importante reactividad astroglial y alteracion

de la barrera hematoencefalica (BHE). Todo ello, podria contribuir a la patologia de Alzheimer. Las imagenes muestran

astrocitos (GFAP) y placas de Ap (DAPI) de ratones no transgénicos, para ilustrar los astrocitos en condiciones fisiold-

gicas, y de modelos de Alzheimer APP751SL/+, donde observamos astrocitos reactivos rodeando a una placa amiloide,

de forma similar a lo que ocurre en pacientes de EA. Barras de escala: 10 um.
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se produce una reactividad astrocitaria generali-
zada [76, 77]. Se ha propuesto que, en fases ini-
ciales de la enfermedad, los astrocitos reactivos
podrian intervenir en procesos de aclaramiento
y degradacion de AP, aunque, con la progresion
de la patologia, estos mecanismos pueden alte-
rarse, probablemente debido a una disfuncién
de los astrocitos, lo que implicaria una exacerba-
cion de la patologia [75, 78]. Los astrocitos reac-
tivos pueden producir citoquinas proinflamato-
rias y especies reactivas de oxigeno, que, junto a
la microglia, participan en la respuesta neuroin-
flamatoria tipica de la EA [75, 79].

Recientemente se ha postulado que la progresién
de la EA se relaciona, desde estadios muy tem-
pranos, con deficiencias metabdlicas en el SNC
[80 - 82], en las que probablemente los astrocitos
activos desempenen un papel fundamental [81,
83]. De hecho, se ha observado que el Af3 afecta
al metabolismo de los astrocitos [84] y a través
de ellos a las funciones cognitivas [81]. Ademas,
la disfunciéon metabolica también puede con-
tribuir a la generacion de AP por parte de los
propios astrocitos [83]. La atrofia y/o disfunciéon
astrocitaria implica la reduccion del soporte ho-
meostatico astroglial, con una regulacion anor-
mal de calcio y glutamato, lo que tiene graves
consecuencias en la supervivencia neuronal y en
la actividad funcional de las sinapsis [75, 82, 84].

Por otro lado, el cambio morfoldgico asociado
a la activacion y/o disfuncion astroglial afecta a
los pies de los astrocitos que forman parte de la
unidad neurovascular, provocando déficits vas-
culares desde estadios tempranos de la EA [74,
82, 85].

En definitiva, aunque, al igual que en la micro-
glia, sigue habiendo controversia sobre el rol de
los astrocitos en la EA, parece que, en los inicios
de la patologia, los astrocitos poseen un papel
neuroprotector. Sin embargo, con la progresion
de la enfermedad, puede producirse una pérdi-
da de sus funciones normales y/o a una ganancia
de funcién tdxica, contribuyendo a la patologia
[74, 83]. Dilucidar el papel de estas células, con
funciones tan importantes y variadas, resulta
esencial para proponer nuevos abordajes tera-
péuticos, que pudiesen contribuir, al menos en
parte, a frenar o paliar el avance de la EA.

Estrategias terapéuticas basadas en la neuroin-
flamacién

El uso de las células gliales como posibles dia-
nas terapéuticas se ha centrado principalmente
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en tratar de frenar los efectos neurotoxicos pro-
ducidos en la EA. Varios estudios observaciona-
les han demostrado que el uso prolongado de
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) puede
retrasar el comienzo de la EA y reducir su pro-
gresion [79, 86 — 88]. En este sentido, los inhi-
bidores de TNFa, como infliximab, adalimumab
o golimumab estan siendo valorados como tera-
pias potenciales para la EA. Sin embargo, la baja
penetracion de estos farmacos a través de la ba-
rrera hematoencefdlica compromete su eficacia
en la EA. Otras lineas de investigacion se centran
en el estudio de moléculas antioxidantes, debido
al aumento de estrés oxidativo producido en la
EA. Actualmente, se encuentra en ensayo clini-
co el extracto de Ginkgo Biloba (fase II-1II), que
ademas de su poder antioxidante, mejora el flujo
sanguineo y la funcion cerebral [12, 14].

A pesar de los prometedores resultados de agen-
tes antinflamatorios y antioxidantes en investi-
gaciones in vitro y con modelos de la EA, hasta
el momento ha habido controversias entre los
estudios observacionales y los ensayos clinicos
[88, 89]. Entre las multiples explicaciones posi-
bles (diseno erréneo de los ensayos, interven-
ciones tardias, etc.) debemos incluir un conoci-
miento incompleto sobre el papel de las células
gliales en los mecanismos fisiopatoldgicos de
la EA. Mientras que los ensayos anteriores han
asumido un rol pro- inflamatorio de la microglia
y los astrocitos en la patologia, nuevas eviden-
cias cuestionan ese papel neurotdxico, descrito
principalmente en modelos animales, apuntan-
do a que en pacientes con EA, su contribuciéon
perjudicial podria deberse mas bien a una falta
de funcién protectora. Por ello, en los ultimos
anos también se estan desarrollando estrategias
terapéuticas para revertir alteraciones patologi-
cas producidas en las células gliales y recuperar
su funcidn fisioldgica. En este sentido, puesto
que mdultiples variantes de riesgo de la EA en
TREM2 producen una disminucioén de la activa-
ciéon microglial y funcion fagocitica, actualmente
se encuentran en fase I anticuerpos monoclona-
les activadores de TREM2 [33].

Sin embargo, dada la gran heterogeneidad ob-
servada en la respuesta microglial, los astrocitos
podrian ser preferentemente una potencial dia-
na terapéutica. La astroglia presenta multiples
funciones esenciales para el correcto funciona-
miento del SNC y en la EA participa en un am-
plio rango de cambios patoldgicos. Por tanto,
una vez conocida con exactitud su funcién, po-
drian constituir una estrategia prometedora. Ac-
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tualmente se investigan aproximaciones para
el mantenimiento de la produccion de factores
neurotroficos, neurotransmisién glutamatér-
gica y mantenimiento de la homeostasis del
SNC [90]. En enero de 2020, se completé con
buenos resultados la fase I del THN201 (com-
binacion de donepezilo y mefloquina), que
modula la funcién astrocitica y mejora la sefial
a acetilcolina.

Otra aproximacion que estd cobrando impor-
tancia en los ultimos afos es el estudio de la re-
lacién entre la respuesta inmune periférica y la
neuroinflamacién [91, 92]. De hecho, en noviem-
bre de 2019, el Oligomanato de sodio (GV-971)
ha recibido una aprobacién condicional en el tra-
tamiento de la EA de leve a moderada en China.
Aunque se desconoce su mecanismo de accion,
parece que reacondiciona a la microbiota intes-
tinal, lo cual podria limitar la contribucion de la
inmunidad periférica alterada en la patogénesis
de la EA [93].

Por tanto, dilucidar el papel que desempenan las
células gliales y la neuroinflamacion en la pato-
logia de Alzheimer resulta esencial para poder
desarrollar estrategias terapéuticas eficientes
que reduzcan los posibles efectos neurotoxicos
y/o compensen su disfuncién.

5. Conclusiones

En los altimos anos, en la EA, las estrategias te-
rapéuticas se han basado principalmente en las
patologias amiloide y Tau, pero hasta la fecha no
se ha aprobado ningtin fAarmaco modificador de
la enfermedad debido a la falta de eficacia y/o a
la presencia de reacciones adversas graves. Por
otro lado, la falta de traslacionalidad entre los
modelos animales y los cerebros de pacientes de
Alzheimer dificultan la proposicién de dianas
terapéuticas exitosas [18, 19]. Ademads, este des-
conocimiento sobre la progresion de la patologia
conlleva a la falta de marcadores biologicos en
estadios preclinicos y prodrémicos, lo que da lu-
gar a un inicio probablemente tardio de los tra-
tamientos ensayados [20], ya que la acumulacién
de AP y Tau comienza décadas antes del inicio
de los sintomas.

Como consecuencia de este fracaso terapéu-
tico, es fundamental centrar el foco en dia-
nas alternativas a las patologias de A y Tau.
Aunque también se han propuesto estrategias
dirigidas a la neuroproteccién y potenciacion
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de la funcion neuronal [14], en la mayoria de
los pacientes la pérdida neuronal podria ser
muy elevada cuando se diagnostica la en-
fermedad, siendo la recuperacién neuronal
y sinaptica un reto demasiado desafiante.
Por tanto, gracias a que diversas evidencias
cientificas han puesto a la microglia y a los
astrocitos en el punto de mira, actualmente
numerosas investigaciones van encaminadas
hacia la comprension de la participacién de
las células gliales en el inicio y el desarrollo
de la patologia de Alzheimer. Por consiguien-
te, las estrategias dirigidas a la actividad glial
podrian suponer una opcién mdas prometedo-
ra para frenar la EA. Especialmente, el rescate
de la pérdida de funcién de soporte neuronal
por parte de los astrocitos podria ser una dia-
na exitosa.

Sin embargo, al ser la EA una patologia con mul-
titud de alteraciones coetaneas, que a su vez se
retroalimentan entre si [94 - 96], el tratamiento
dirigido a uno de los signos probablemente no
sea suficiente para enlentecer su progresion. La
actuacién simultanea sobre varias dianas podria
ser esencial para frenar la patologia, si bien esto
dificulta enormemente la realizacion y evalua-
ciéon de los ensayos clinicos. Por todo ello, es
fundamental invertir y aunar esfuerzos para
profundizar en los mecanismos patoldgicos del
Alzheimer de manera que el éxito terapéutico se
visualice en un futuro cercano.
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Resumen: Las patologias relacionadas con el gluten afectan de media al 1-7% de la poblacion global y
no sdlo producen dafio a nivel del aparato digestivo, sino que afectan a otros 6rganos y sistemas, y es-
tan asociadas a procesos inflamatorios. Las proteinas del gluten son las responsables de la cohesividad,
viscosidad y elasticidad de la masa del trigo, la cebada, el centeno, la avena, y sus derivados, y tienen
propiedades antigénicas que pueden desencadenar reacciones adversas en individuos susceptibles. El
objetivo de esta revision consiste en la actualizacion de los principales aspectos de epidemiologia, fisio-
patologia, diagndstico y tratamiento de las patologias mas importantes relacionadas con el gluten como
son la enfermedad celiaca (EC), la sensibilidad al gluten no celiaca (SGNC) y la alergia al trigo (AT). A
pesar de que las formas de presentacion clinica y su relacién con la ingesta pueden ser similares, sus
mecanismos patogénicos, forma de diagndstico y tratamiento, pero difieren en los sintomas clinica y en
la repuesta inmune que generan. Por tanto, es de crucial importancia reconocer y saber interpretar los
sintomas, pruebas seroldgicas e histologicas para el correcto diagnostico. El seguimiento de una dieta
con exclusion del gluten es comuin en todas, si bien en el caso de pacientes con EC debe ser estricto, en
los pacientes con SGNC se recomienda pero la falta de adherencia sélo condicionara recaidas sintoma-
ticas. En la AT el tratamiento se basa en la retirada no solo del gluten, sino del trigo en general.

Abstract: Gluten-related pathologies affect 1-7% of the global population and not only cause damage
at the level of the digestive system, but also affect other organs and systems associated with inflam-
matory processes. Gluten proteins are responsible for the cohesiveness, viscosity and elasticity of the
dough of wheat, barley, rye, oats, and their derivatives. They have antigenic properties that can trigger
adverse reactions in susceptible patients. The objective of this review is to update the main aspects of
epidemiology, pathophysiology, diagnosis and treatment of the most important gluten-related patho-
logies such as celiac disease (CD), non-celiac gluten sensitivity (SGNC) and the wheat allergy (WA).
Despite the clinical presentation is diverse and their relationship with intake may be similar, their pa-
thogenic mechanisms, clinical symptoms, diagnostic form, treatment and the immune response they
generate differ. Therefore, it is of crucial importance to recognize and know how to interpret the symp-
toms, serological and histological tests for the correct diagnosis. The follow-up of a gluten excluding
diet is common in all pathologies; however, in CD patients must be strict and in SGNC patients is
recommended, but the lack of adherence will only condition symptomatic relapses. In WA, treatment
is based on the removal not only of gluten, but of wheat in general.

Palabras clave: Reaccion adversa a alimentos, enfermedad celiaca, alergia al trigo, sensibilidad al gluten
no celiaca. Keywords: Food adverse reaction, celiac disease, wheat allergy, non-celiac gluten sensitivity.
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1. Introduccion

Lamayor carga antigénica ala que se ve sometido
el sistema inmunitario en nuestra vida procede
de los alimentos ingeridos que se estiman en
unas 100 toneladas [1]. La respuesta normal
del sistema inmunitario ante los alimentos es
tolerarlos, por lo que un elevado porcentaje de
la poblacion puede consumir cualquier tipo de
alimento que esté en adecuadas condiciones
higiénico-sanitarias sin sufrir ningin tipo de
efecto adverso para la salud. Sin embargo, en
una parte de la poblacion pueden generarse
respuestas clinicamente anormales que pueden
atribuirse a la ingestion, contacto o inhalacion
de un alimento, de sus derivados o de algun
aditivo que contengan [2, 3]. Es lo que se conoce
como reacciones adversas a los alimentos (RAA).
Se estima que aproximadamente el 20% de la
poblacion general presenta a lo largo de su vida
alguna de sus formas clinicas y se estima que su
prevalencia en adultos supera el 30% [4].

La Academia Europea de Alergologia e
Inmunologia Clinica clasifico las reacciones
adversas segin los mecanismos patogénicos y
en ella se incluyen las intolerancias y alergias
alimentarias. Sin embargo, ambos términos
a menudo se confunden por lo que conviene
precisar sus diferencias.

Alergia alimentaria

La alergia alimentaria es wuna reacciéon
exagerada del organismo ante un alimento
(alérgeno)  mediada  por
inmunolodgicos tipo IgE 6 por células. En las
alergias alimentarias o también Illamadas
reacciones de hipersensibilidad mediadas por
IgE hay una primera fase llamada “fase de
sensibilizacion”, en la que no se suele observar
ninguna sintomatologia clinica. En esta fase los
alérgenos o antigenos (determinadas proteinas
o glicoproteinas de alimentos)
la produccién de IgE (anticuerpos) por los
linfocitos B. Las moléculas de IgE se unen a
la superficie de mastocitos y basofilos lo que
genera una sensibilizacién de los mismos frente
al alérgeno lo que provoca la produccion de IgE.
En exposiciones posteriores al alérgeno, se da la
unién antigeno-anticuerpo y se desencadena
una reaccion alérgica inmediata (liberacion de
histamina y sustancias proinflamatorias) [5].

mecanismos

estimulan
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Intolerancia alimentaria

La intolerancia alimentaria se puede definir
como una condicion enla que se producen efectos
adversos, no mediados por IgE, tras ingerir un
alimento en concreto o un ingrediente culinario.
No interviene la respuesta inmunitaria, siendo
ésta la diferencia mas importante con las alergias
alimentarias [6].

Una diferencia entre la intolerancia y la alergia
alimentaria es que en el caso de la primera la
reaccion es menor y la persona no es consciente de
que se ha producido puesto que no se manifiestan
los sintomas de una manera rapida. Estos pueden
aparecer mas lentamente y por eso no se asocian
a algo ingerido varias horas antes o a un alimento
ingerido de manera habitual. Por dicha razén,
la intolerancia alimentaria es conocida, también,
como “alergia escondida” [6].

2. Métodos

La btsqueda se realiz6 en las bases de datos
PubMed, MEDLINE y SCOPUS. Las palabras
clave utilizadas fueron: “enfermedad celiaca”,
“alergia al trigo”, “sensibilidad al gluten no
celiaca” y “reaccion adversa a los alimentos”. Los
criterios de seleccion o filtros utilizados fueron:
review, free full text, 10 years, clinical trial.

3. Resultados y discusion

Aunque las RAA han acompanado al ser
humano desde épocas remotas, hoy dia son un
problema creciente en la poblacién, destacando
las relacionadas con el gluten, que afectan al 1-7%
de la poblacion global y no sélo producen dafio
a nivel del aparato digestivo, sino que afectan
a otros drganos y sistemas, y estan asociadas a
procesos inflamatorios [7, 8].

Como se muestra en la Figura 1 entre las
patologias mas importantes relacionadas con
el gluten se encuentran la enfermedad celiaca
(EC), la alergia al trigo y la sensibilidad al gluten
no celiaca, entre otras, que se clasifican segun
la respuesta inmune generada [7]. Si bien sus
formas de presentacion clinica y su relacion con
la ingesta pueden ser similares, sus mecanismos
patogénicos, forma de diagnostico y tratamiento
difieren.
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Figura 1. Patologias asociadas al gluten (adaptada de Rosell y col., 2014).

3.1. Enfermedad celiaca
Definicion

La EC fue la primera patologia en la que se
establecid relacion causal con las proteinas del
gluten. Esta enfermedad se define como una
enteropatia inflamatoria crénica del intestino
delgado mediada inmunolégicamente y causada
por laingesta de gluten en la dieta, en individuos
genéticamente predispuestos. Se manifiesta por
lesiones en el epitelio y en la lamina propia
del intestino delgado, tales como atrofia de
las vellosidades, hiperplasia de las criptas e
infiltracidn leucocitaria, tras la ingestién de estas
proteinas que se encuentra en cereales como
el trigo, la cebada, el centeno, la avena y, sus
derivados [7, 9].

Patogenia

Elmodelo patogénicomasampliamenteaceptado
para esta enfermedad incluye alteraciones en
la digestion y el transporte transepitelial del
gluten. La respuesta inmune inapropiada a las
proteinas del gluten observadas en pacientes
celiacos, incluyen tanto la inmunidad innata
como la adaptativa. Por tanto, el gluten tiene
un efecto dual en la mucosa del intestino
delgado. Las proteinas del gluten poseen un alto
contenido en prolina lo que les otorga resistencia
ante la accién de proteasas gastrointestinales,
por lo que no pueden ser totalmente digeridas y
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permanecen como péptidos en el tracto digestivo
sin sufrir una protedlisis total, a diferencia de la
mayoria de proteinas de la dieta. Estos péptidos
con un alto contenido en prolina y glutamina
se acumulan en el lumen intestinal y acceden
a la ldmina propia bien por via paracelular
debido a una permeabilidad aumentada, o bien
por via transcelular mediante endocitosis. En
cualquier caso, una vez en la lamina propia,
estos péptidos derivados del gluten inducen una
respuesta inmune innata que tiene lugar cuando
algunos de los péptidos del gluten, como el
19-mer, incrementan de manera muy rapida la
expresion de interleucina 15 (IL-15), iniciandose
fenomenos de citotoxicidad y debilitamiento
de las uniones tight-junctions. La respuesta
adaptativa se ve facilitada por el aumento de la
permeabilidad intestinal que permite el paso de
péptidos inmunogénicos como el 33-mer hasta
la lamina propia, donde son desaminados por
la enzima transglutaminasa tisular. Esto inicia
una cascada de reacciones que degeneran en
hiperplasia de las criptas y aplanamiento de las
vellosidades [10, 11].

Epidemiologia

La EC tiene wuna distribucion global a
nivel mundial, existiendo una prevalencia
relativamente homogénea en las personas
de ancestria caucasoide [11]. La prevalencia
mundial de la EC fluctiia alrededor del 0,5-1%
dela poblacion [12, 13, 14]. La heterogeneidad de
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los datos entre los distintos paises y continentes
puede ser debido a las diferencias en el consumo
de gluten y/o un acceso limitado a herramientas
diagnosticas. Otra posible explicaciéon es la
variabilidad en el conocimiento y la experiencia
de los médicos que realizan el diagnostico de la
EC debido a la existencia de multiples formas
de presentacion clinica [11]. Normalmente el
diagnosticosebasaenlacombinaciondelhistorial
clinico, el analisis genético para determinar el
haplotipo de riesgo HLA DQ2/DQ8 (aunque
existen mas de 40 genes no HLA asociados con la
EC) y el desarrollo de pruebas seroldgicas para
detectar la presencia de anticuerpos especificos
de la EC [15]. Sin embargo, la prueba de oro es
el analisis histologico de la biopsia del intestino
delgado.

Se ha descrito un aumento de frecuencia en
los ultimos afos, llegando a duplicarse su
prevalencia en los ultimos 20 afios. Para explicar
este fendmeno se han propuesto factores
ambientales, como el aumento de consumo de
trigo e infecciones al inicio de la vida, si bien la
evidencia auin no es concluyente.

Cuadro clinico

Originalmente la EC era considerada como
un trastorno  exclusivamente  pediatrico
caracterizado por la presencia de diarrea
cronica junto con malabsorcion y esteatorrea.
Posteriormente se puso de manifiesto que la EC
puede afectar también a los adultos a cualquier
edad. En los ultimos 20 afios se ha descrito
tanto en niflos como adultos un descenso de las
formas de presentacion “clasicas” como diarrea
y un incremento en las formas de presentacion
“no clasicas” de la enfermedad. En la actualidad,
la EC se caracteriza por ser una patologia
con manifestaciones tanto digestivas como
extradigestivas (orales, cutaneas, neuroldgicas,
articulares, hepaticas, endocrinas, ginecologicas
y psiquiatricas, entre otras). También es
frecuente que se relacione con otras patologias
autoinmunes y que aparezcan complicaciones
adenocarcinomas intestinales
[16, 17, 18]. Las principales modalidades de
presentacion de la EC de acuerdo con las
definiciones de la reuniéon de Consenso de Oslo
son las siguientes: EC asintomatica, EC clasica,
EC no clasica, EC subclinica, EC sintomatica y
EC potencial [9].

graves como
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En nifios la presentacion clinica se ve afectada
por la edad, siendo los menores de 3 afios los que
frecuentemente presentan diarrea, distension
abdominal y retraso en el desarrollo mientras
que los nifios mayores y adolescentes presentan
otros sintomas gastrointestinales como dolor
abdominal y estrefiimiento asi como sintomas
extraintestinales. En los adultos las principales
formas de presentacion son la diarrea asi como
sintomas gastrointestinales no especificos que
pueden confundirse con la dispepsia funcional,
el sindrome de intestino irritable o la diarrea
funcional [19].

Diagnostico

La primera vez que se establecieron unos
criterios estrictos para el diagndstico de la EC
en poblaciéon pediatrica fue en 1969, durante
la reunién anual de la ESPGHAN (European
Society  of Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition). La aplicacion de
estos criterios de forma generalizada por los
gastroenterologos pedidtricos, la aparicion de

Paediatric

parametros bioldgicos y seroldgicos, anticuerpos
anti-gliadina (AAG) y anti-endomisio (AAE),
propiciaron que dichos criterios fueran revisados
con posterioridad en 1990 y en 2012.

Concretamente, en enero de 2012 se redactaron
las “ESPGHAN guidelines for the diagnosis of
Coeliac Disease”, en las que aparece una nueva
definicion de la enfermedad, a la luz de los
nuevos conocimientos cientificos y aplicando
criterios de medicina basada en la evidencia:
la EC es una alteracion sistémica de cardcter
autoinmune desencadenada por el consumo de
gluten en individuos con predisposicion genética
(principalmente HLA), caracterizada por una
combinacién variable de: manifestaciones
clinicas  gluten-dependientes,  anticuerpos
especificos de EC, haplotipo HLA DQ2 y/o DQ8
y enteropatia. Por primera vez se considera
la enteropatia como un elemento mas del
diagndstico, pero no un criterio indispensable
[20].

Tratamiento

El tinico tratamiento existente a dia de hoy para
la EC consiste en el seguimiento de una dieta
estricta sin gluten (DSG) durante toda la vida
del paciente [21]. En la mayoria de los celiacos,
el cumplimiento estricto de una DSG conduce,
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en pocos meses, a la recuperacion rapida y
completa de la arquitectura normal y la funciéon
de la mucosa del intestino delgado, asi como a
la remisién de los sintomas y la normalizaciéon
de las pruebas serologicas [22]. Sin embargo,
este tipo de dieta no es tarea sencilla debido a
la ubicuidad del gluten en los alimentos, a la
desinformacion educativa, a las variaciones
en el etiquetado de los alimentos y a la posible
contaminacion cruzada de éstos.

Las terapias en desarrollo para la EC se incluyen
en 5 grupos: eliminaciéon de la toxicidad
del gluten, terapias luminales, terapias de
fortalecimiento de la barrera intestinal, terapias
dirigidas a la reaccion inflamatoria y terapias
experimentales [23].

La eliminaciéon de la toxicidad del gluten
consiste en alterar las proteinas de los alimentos
antes de su comercializacién. Entre ellas se
puede citar el uso de herramientas de ingenieria
genética dirigida a la mejora vegetal eliminando
las gliadinas y las gluteninas del trigo o la
digestion de péptidos inmunogénicos mediante
peptidasas [23, 24].

Las terapias luminales van dirigidas aneutralizar
el gluten en la luz del intestino delgado.
Podemos citar en primer lugar la terapia de
digestion enzimatica oral que busca inactivar los
péptidos de gluten en el tracto gastrointestinal.
Las enzimas que han sido mas ampliamente
estudiadas son las prolil endopeptidasas que no
se hallan presentes en humanos. Actualmente
estan en fase 2 de ensayo clinico 2 al menos
enzimas o combinaciones de enzimas conocidas
como ALV-003 y STANT1 [25, 26, 27]. En segundo
lugar, los probidticos poseen una variedad de
efectos inmunomoduladores y fortalecedores
de la barrera [28, 29]. Otros estudios sugieren
el uso de bacterias procedentes del tracto
gastrointestinal humano [30]. Por dltimo, los
aglutinantes del gluten como el polimero BL-
7010 ha demostrado tener efectos preclinicos
beneficiosos in vitro e in vivo [31].

Las terapias de fortalecimiento de la barrera
disminuyen el paso de péptidos de gluten o de
otros antigenos dafinos hacia la lamina propia.
El acetato de larazotide o AT-001 esta siendo
desarrollado como modulador ya que promueve
la reestructuracion de la actina y previene el
desmontaje de las uniones estrechas [32, 33].
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Las terapias dirigidas a la inmunidad se basan
en contrarrestar la reacciéon inflamatoria. En
esta categoria se incluyen los bloqueadores de
la transglutaminasa, bloqueadores del HLA,
modulaciéon de células T y otros mediadores
inflamatorios y por ultimo la vacunacién que
seria la Unica estrategia curativa si resultara
eficaz.

Las terapias
compuestos o estrategias bioldgicas que se
encuentran en fase de estudio. Hasta la fecha no
han sido aprobadas para uso clinico y se hallan

experimentales comprenden

en fase de desarrollo.
3.2. Alergia al trigo
Definicion

La alergia al trigo (AT) es una reaccion de
hipersensiblidad a las proteinas del trigo (no solo
al gluten) mediada por un mecanismo inmune,
implicando la activacion de los mastocitos. Es
una respuesta rapida a la ingesta de trigo cada
vez que se ingiere. La respuesta inmune puede
ser IgE mediada o no-IgE mediada, o una
combinacion de ambas, en la cual la liberacion
de mediadores quimicos como histamina juega
un papel fundamental [34].

Los sintomas comunes de la AT pueden
manifestarse al cabo de minutos u horas
posteriores a la ingestion de los alimentos que
lo contengan. Se caracteriza por la presencia de
sintomas cutaneos, digestivos y/o respiratorios.
Los sintomas de la piel incluyen reacciones
como urticaria, inflamacién alrededor de la
boca y eczemas. Entre los sintomas digestivos
se encuentran las diarreas, vomitos, nauseas,
indigestién y dolores estomacales y abdominales
[34]. La AT se confunde a menudo con la EC, ya
que los sintomas son similares, especialmente en
el tracto gastrointestinal.

Patogenia

Como en todas las alergias, la sensibilizacion
antigénica ocurre desde el nacimiento y la
fisiopatoldgica radica en reacciones cruzadas
entre alérgenos, basoéfilos y mastocitos mediadas
por IgE. La patogenia se basa en la pérdida de
la tolerancia inmunolédgica ante antigenos de la
dieta, es decir, la supresién antigeno-especifica
de las respuestas inmunes celulares o humorales.
También se ha propuesto que la sensibilizacién
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alérgica provoque una falta de maduracion de la
arquitectura epitelial y con ello un aumento de
la permeabilidad de la barrera mucosa intestinal/
epidermis. El antigeno, una vez que atraviesa la
mucosa es presentado por células dendriticas que
provocan una respuesta Th2 caracterizada por la
produccion de IL-4, IL-5, e IL-13 desde las células
TCD4+. Esta respuesta conlleva a la produccion
de IgE por los linfocitos B, que al unirse a sus
receptores en la superficie de los mastocitos
de la piel, tracto gastrointestinal, respiratorio y
cardiovascular, los prepara para reaccionar ante
una re-exposicion al alérgeno [35].

Se han identificado unos 40 alérgenos en
el trigo, entre ellos la omega-5 gliadina, la
gamma gliadina, inhibidores de la tripsina y
la amilasa (ATI), la tiorredoxina o la proteina
transportadora de lipidos. Las gliadinas omega,
especialmente la mega-5 gliadina estable al
calor, suelen ser las responsables dela anafilaxia
inducida por el ejercicio fisico dependiente del
trigo (del inglés WDEIA o wheat-dependent
exercise-induced anaphylaxis) en los adultos.
También parece ser el principal alérgeno de
la anafilaxia inducida por el trigo y mediada
por la IgE en los nifios. Por el contrario, en los
ninos que padecen dermatitis atopica, con o sin
asma, son mas importantes otras fracciones de
las gliadinas y las albuminas o globulinas [36,
37].

Epidemiologia

La prevalencia de la AT varia segiin la edad y
la region [38]. Durante la primera infancia (0-3
anos) se ven afectados normalmente por la AT
clasica que vuelve a desaparecer posteriormente
durante la infancia. Por el contrario, los adultos
mas bien padecen una AT permanente o
una anafilaxia inducida por el ejercicio fisico
dependiente del trigo. En la mayoria de los
paises, la alergia a la leche de vaca y la alergia al
huevo representan las dos alergias individuales
mas comunes, pero al AT ocupa el tercero. En
Europa, se ha informado una prevalencia de
AT del 1% en diferentes estudios, siendo la
poblacion del norte de Europa la que presenta
mas a menudo AT en comparacion con la del sur
de Europa. Probablemente, el motivo sea que
la dieta que se toma es distinta entre zonas. Sin
embargo, otros estudios ponen de manifiesto un
incremento en la prevalencia que oscila entre un
2%y 3,6% [34, 39-41].
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Diagndstico

Para realizar un diagnostico de AT en primer
lugar deben identificarse las manifestaciones
mediante un cuestionario de sintomatologia
y molestias. A continuacién, se realiza la
determinacion especifica de anticuerpos IgE
en sangre (RAST) y por ultimo se realiza las
pruebas cutdneas (prick test) o pruebas de
provocacion con el alérgeno [42]. En lo referente
al diagnoéstico mediante pruebas IgE especificas,
todas las estrategias diagndsticas han mostrado
tener una baja predictibilidad y especificidad
por el uso de extractos de trigo de pureza
insuficiente o con falta de inclusiéon de todos
los alérgenos principales en dichos extractos
[34]. Por el contrario, la prueba de activacion de
basofilos se considera una técnica diagnostica in
vitro confiable aunque no se utiliza ampliamente
en la practica clinica diaria. La introduccién de la
técnica de microarrays aunque incluye un gran
panel de alérgenos purificados y representa
un gran avance, no se usa en la practica clinica
diaria ya que es una metodologia tediosa, lenta
y poco rentable [38, 43].

Tratamiento

El tratamiento de la AT consiste en la completa
eliminaciéon de los productos que contienen
trigo. En los nifios que han presentado una
reaccion anafilactica, la eliminacidn es posible
que sea de por vida, mientras que en un 75% los
que predomina la manifestacion gastrointestinal
consiguen tolerancia durante la adolescencia
[44]. En ocasiones para el tratamiento de la AT
se incluyen farmacos como la epinefrina para
reacciones alérgicas severas (anafilaxia), anti-
histaminicos y corticoides.

3.3. Sensibilidad al gluten no celiaca
Definiciéon

La sensibilidad al gluten no celiaca (SGNC) es
un trastorno emergente y crénico, descrita por
primera vez en la década de 1980 e incluida a
partir del 2010 en las patologias relacionadas con
el gluten. En una enfermedad que se caracteriza
por la presencia de sintomas intestinales y
extraintestinales, que
al poco tiempo de la ingesta de gluten y
desaparecen rapidamente con su retirada en
personas en los que se ha descartado la EC y la
AT [7, 45, 46].

ocurren tipicamente
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Patogenia

La fisiopatologia de la SGNC atin no se conoce
totalmente aunque varios estudios parecen
indicar un papel importante de la inmunidad
innata intestinal [47, 48, 49]. Se han descrito
alteraciones en la permeabilidad intestinal y
produccion de interleucinas y otras citosinas.
Actualmente se piensa que el gluten no es el
unico componente del trigo responsable de esta
patologia. Es posible que ademas los FODMAP
(oligosacaridos, disacaridos, monosacaridos y
polioles), presentes en el trigo y otros cereales
toxicos para las personas que sufren las
patologias relacionadas con el gluten, puedan
ser responsables de algunos de los sintomas
de las personas que sufren la SGNC aunque
no explican los sintomas extra-digestivos.
También se especula con la posibilidad de que
los inhibidores de la tripsina-amilasa, la lecitina
y las exotoxinas sean responsables del desarrollo
de los sintomas posteriores a la ingesta del
gluten [50].

Epidemiologia

Se desconoce la prevalencia general de la SGNC
en la poblacion general debido principalmente
a la carencia de marcadores diagnosticos y que
muchos pacientes se autodiagnostican e inician
una dieta sin gluten sin consejo. Los trabajos
disponibles indican que es de 5 a 10 veces mas
frecuente que la EC [45] y se han indicado
prevalencias de SGNC estimada de entre un 0,6-
6% [51] e incluso en un 13% de la poblacion [52].

Diagnéstico

El diagndstico se basa en la definicion de
consenso de Oslo que requiere: 1) una reaccion
sintomatica al gluten/trigo, 2) la resolucion de los
sintomas después de la exclusion de alimentos
que contienen gluten/trigo y 3) la reaparicion de
los sintomas con la reintroduccién de productos
con gluten/trigo. El diagndstico definitivo
de SGNC es desafiante ya que todavia esta
cuestionado el desencadenante exacto de la
enfermedad y no hay pruebas o biomarcadores
especificos para su diagnodstico y se realiza una
vez excluida la EC o la AT [46].

Se han utilizado otras pruebas para apoyar
el diagndstico de la SGNC como las biopsias
duodenales que
vellositaria normal, con o sin aumento de

muestran una longitud
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linfocitos intraepiteliales y menos probable
aumento de eosindfilos [53, 54]. Los anticuerpos
antigliadina se encuentran en aproximadamente
el 50% de los pacientes con sospecha de SGNGC;
sin embargo, estos no son especificos y pueden
estar presentes en muchas otras afecciones
gastrointestinales [48].

Tratamiento

El tratamiento de la SGNC es idéntico al de la
EC una DSG de forma estricta durante toda
la vida aunque los mecanismos patogénicos
y las alteraciones inmunoldgicas de ambas
enfermedades son diferentes. Sin embargo,
la eficacia de una DSG para la SGNC es
controvertida dado que se ha postulado
recientemente otros componentes del trigo
contribuyentes de la aparicion de los sintomas.
Ademas de dietas restrictivas, se ha propuesto
que podrian ser beneficiosas terapias adicionales
como probidtico o enzimas derivadas de
bacterias; sin embargo, la evidencia al respecto
es escasa [56].

4. Conclusiones

En la actualidad, la elevada prevalencia y
efectos nocivos para la salud de las patologias
relacionadas con el gluten representan un
reto diagndstico terapéutico importante ya
que incluyen enfermedades que pueden tener
complicaciones como la EC, hasta situaciones
puramente sintomaticas como la SGNC.

Aunque las patologias relacionadas con el
gluten tienen un espectro similar de sintomas
clinicos que pueden confundirse facilmente,
existen diferencias entre ellas y la correcta
interpretacion de las pruebas diagnosticas y el
adecuado conocimiento de la clinica conducen
al abordaje apropiado. La EC pertenece a
las enfermedades autoinmunes, la AT es un
trastorno alérgico, y la SGNC no representa
enfermedades autoinmunoldgicas ni alérgicas.
La SGNC es un diagnostico de exclusion dela EC
y de la AT debido a la ausencia de marcadores
diagndsticos especificos.

Todas las enfermedades mencionadas requieren
como parte del tratamiento una dieta con
exclusion del gluten. Sin embargo, mientras
que en los pacientes con EC deben someterse
a estricta DSG, los pacientes con SGNC, si
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Gotas para la presbicia: ;mito o realidad?
Presbyopia eyedrops: myth or reality
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Resumen: La presbicia o vista cansada es el resultado del deterioro del proceso de acomodacion del
0jo ante la visién proxima y esta acomodacion es llevada a cabo por el musculo ciliar (MC) y por la
contraccion del iris. Hasta ahora los métodos conocidos para el tratamiento de la presbicia compren-
den el uso de lentes convencionales, lentes de contacto, y en ciertos casos cirugia. Recientemente se
ha descrito el uso de gotas que estimulan esta acomodacion mediante formulaciones de uno o varios
farmacos parasimpaticomiméticos con un antiinflamatorio, consiguiendo una estimulacion del MC y
una miosis, lo que aumenta la agudeza visual (AV) considerablemente en vision préxima y en muchos
casos en vision de lejos (VL). Sin embargo, se necesitan mas estudios sobre la efectividad y la seguridad
amedio y largo plazo del tratamiento con gotas para la presbicia ya que actualmente no contamos con
datos suficientes para evaluar su eficacia a largo plazo.

Abstract: The presbyopia or tired sight results of the movement in the accommodation process of the
eye in the near vision which accommodation is carried out by the ciliary muscle (MC) and by the iris
contraction. To date, the well-known methods for the presbyopia treatment imply the use of specific
lenses, contact lenses, and surgery in certain cases. The use of drops stimulating the accommodation
has been described through formulations of one or more parasympathomimetic drugs with an anti-in-
flammatory activity, achieving a stimulation of the MC and a miosis, which increases visual acuity
(VA) results in near vision and in many cases in far vision (VL). However, more studies are needed
on the evaluation and safety of the drops. Currently we do not have the necessary data to evaluate its
long-term efficacy.

Palabras clave: Presbicia, vista cansada, miosis, Benozzi, EV06, Fovtears, Vejarano. Keywords: Presbyo-
pia, eyestrain, miosis, Benozzi, EV06, Fovtears, Vejarano.

1. Introduccion vision proxima. La acomodacion en humanos es
llevada a cabo por el musculo ciliar (MC) y por
la contraccion del iris. Ambos estan inervados
por el sistema parasimpatico. Cuando el cerebro

A partir de los 40 es comun sufrir un problema
conocido como vista cansada. Esto se refleja
en nuestra capacidad de enfoque en trabajos
de visién proxima como la lectura, manejo del
movil, costura, cocinar... La vista cansada o
presbiciaes el resultado del deterioro del proceso
de acomodacién que el ojo ha de realizar en

percibe un objeto proximo y lo ve borroso manda
sefales para que el MC abombe el cristalino
(aumentando su potencia) y se contraiga el iris
consiguiendo focalizar en la retina. Hasta hoy
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en dia los métodos conocidos para la correccién
de este problema van desde el uso de lentes
convencionales, lentes de contacto, y en ciertos
casos cirugia. Pero existe un método actualmente
poco conocido en Europa, que esta basado en el
uso de gotas que estimulan esta acomodacion y
que eluden, por lo tanto, el paso de los afos. En
1999, el Dr. Jorge Benozzi comenzo a investigar
sobre otra alternativa que no fuera el uso de
gafas para tratar la presbicia. Sus resultados
fueron muy llamativos, ya que sus gotas no sélo
conseguian eliminar el efecto de la vista cansada,
sino que también parecian detener su progreso.
Sin embargo, su trabajo es poco riguroso ya que
apenas hay publicados estudios independientes
que lo avalen [1]. Actualmente existen varias
formulaciones que prometen los
resultados combinando en la mayoria de ellas
uno o varios farmacos parasimpaticomiméticos
con un antiinflamatorio, consiguiendo una
estimulacién del musculo ciliar y una miosis,

mismos

lo que aumenta la agudeza visual (AV)
considerablemente en vision proxima y en
muchos casos en vision de lejos (VL) [2].

El objetivo de este trabajo es doble, por una parte
se realiza una exhaustiva revision bibliografica
de las publicaciones cientificas existentes sobre
el método de correccion de la presbicia por
medio de la instilaciéon periddica de gotas, y
por otra parte se analiza criticamente cual es la
evidencia real existente sobre este método, qué
limitaciones tienen los estudios analizados, qué
metodologia deberian seguir para ser correctos,
y cudles son las proximas lineas de investigacion
que han de seguirse en este campo en el futuro.

El titulo seleccionado “Gotas para la presbicia:
(Mito o realidad?” viene determinado por la
escasez de ensayos clinicos que se encuentran
al respecto, que permitan avalar cientificamente
la seguridad, eficacia y conveniencia de este
método respecto a los métodos previamente
utilizados.

Debido a que no es un método aprobado en
Europa, la mayoria de las fuentes provienen de
otros paises (especialmente Argentina y EEUU)
aunque cabe destacar la existencia de un estudio
avalado por el Instituto Carlos III de Espanfa [3].

Para entender un poco el mecanismo de acciéon
de estas gotas, es necesario repasar los procesos
fisiolégicos y anatémicos que se dan lugar
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en la acomodacion. El cristalino es una lente
biconvexa y transparente que se encuentra en el

interior del ojo suspendido por unas estructuras,
entre las que se encuentra el musculo ciliar (MC).
La acomodacién es el mecanismo por el cual
el cristalino, bajo la accion del MC, se abomba
aumentando su potencia para poder enfocar en
la retina los objetos préximos. La contraccion
del MC permite variar la forma del cristalino
porque es una estructura elastica y flexible. En
el acto acomodativo participan la convergencia
de los ejes oculares y la variacién del tamafio
de la pupila. Estas funciones de acomodacion,
convergencia y miosis
sincinética llamada “triada proximal”, “triada
de acomodacion”, “reflejo proximal”’, “reflejo

forman la triada

de cercania” o “reaccion al punto préximo”. El
resultado es la formacion de una imagen nitida
en retina.

Debido al envejecimiento el MC pierde su
capacidad de contraccion y el cristalino pierde
su elasticidad y flexibilidad, disminuyéndose la
capacidad de acomodacioén. Se trata, por tanto,
de un proceso fisiologico relacionado con la
edad y no de un proceso patologico.

La presbicia es una condicién asociada a la
edad y se manifiesta en todas las personas
antes o después. Afecta por igual a miopes e
hipermétropes, dando la cara antes en éstos
ultimos. También la presentan las personas
que nunca han usado gafas. La pérdida de
acomodacion se inicia en la juventud y hacia los
40-45 afios ha disminuido lo suficiente como para
provocar sintomas. La presbicia aumenta con el
tiempo y es necesario modificar la prescripcién
oOptica con los afios [4].

La correccidn de la presbicia hoy en dia puede ser
Optica o quirargica. La correccion Optica eslamas
comun y va desde lentes monofocales, bifocales
o progresivas, o lentes de contacto multifocales.
La correccion quirtirgica esta avanzando mucho.
Los métodos mas usados hoy en dia son los
basados en la ablacion selectiva de la cornea para
generar unas zonas de visidn proxima y otras de
vision de lejos (PresbyLASIK). Aunque se estan
potenciando ultimamente métodos quirtrgicos
mas reversibles, que consisten en la insercién de
implantes corneales.

Los diferentes tipos de implantes intracorneales
tienen distinto fundamento:
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* KAMRA (Acufocus): efecto estenopeico.

e In-Vue (Biovision): induccion aberracién
esfera negativa.

® PresbyLens (Revision Optics): induccidon
aberracion esfera negativa.

e Flexivue (Presbia): induccién aberracién

esfera positiva.

Nos detendremos brevemente para resaltar el
implante KAMRA ya que su mecanismo de
accion es muy parecido al de las gotas para la
presbicia, objeto de estudio de este trabajo de
fin de master. Se trata de un anillo delgado
y opaco perforado con 8400 micro-agujeros
para facilitar el transporte de nutrientes,
que se implanta mediante un pequeno flap.
Basicamente genera un agujero estenopeico que
aumenta la profundidad de foco, incrementando
y mejorando la vision cercana y manteniendo
buena vision lejana. Se implanta en el ojo no
dominante con lo que se genera una monovision
parcial. Los resultados visuales son buenos y
estables [5].

2. Materiales y métodos

Hay un hecho irrefutable y es que con una
pupila midtica la profundidad de foco aumenta
y somos capaces de enfocar el objeto en un solo
punto de la retina. Es precisamente en este
fenomeno en el que se basan muchas de las gotas
que se someten a evaluacion en este trabajo. Los
resultados de los ensayos publicados parecen
justificar este mecanismo de accion, pero ;es esto
suficiente para resolver el proceso fisioldgico de
la vista cansada? ; Podria este proceso afectar a la
visién en otras distancias o con distintos grados
de luminosidad? Y, sobre todo, ;resulta seguro
para un uso continuado en humanos?

Es necesario también sefialar que un tamafo
reducido de pupila también tiene sus efectos
adversos ya que, en condiciones nocturnas, la
cantidad de luz que entra en el ojo es mucho
menor por lo que se pierde sensibilidad al
contraste especialmente en la vision de lejos.
Algunos tratamientos proponen la terapia
en un solo ojo para evitar este aspecto, pero
en este caso se sacrifica la estereopsis (vision
en tres dimensiones que es posible gracias al
procesamiento las distintas imagenes que crea
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cada ojo) y por lo tanto la calidad visual también
se ve comprometida.

En la Tabla 1 se recogen las formulaciones
mas conocidas de gotas para la presbicia
desarrolladas hasta fecha de hoy, asi como sus
mecanismos de accion [6].

Tabla 1. Denominacién, composicién y mecanismo de

accion de las “gotas para la presbicia”.

Pasaremos a revisar en profundidad las
diferentes formulaciones de los compuestos
referenciados en la Tabla 1, haciendo especial
énfasis en los principios activos que poseen y en
su efecto en diferentes aspectos de la vision.

» El primer hallazgo al respecto lo hizo el
Dr. Benozzi a comienzos del siglo XXI,
cuando tratando a sus pacientes para otras
patologias con una combinacién de farmacos
(pilocarpina al 1% y diclofenaco al 0,1%)
descubri6 que la capacidad de visién de cerca
se veia enormemente mejorada en individuos
ya présbitas. La Pilocarpina consigue contraer
el MC y el Iris, pero este efecto a largo plazo
produce inflamacién. Para contrarrestar
dicho efecto adverso, se aftade el Diclofenaco,
potente antinflamatorio no esteroideo (AINE),
que reduce tanto la inflamacién como el
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espasmo del MC. La combinacién de estos
dos principios activos hace que se recupere
la vision de cerca sin comprometer la de
lejos. La primera evidencia a este respecto
fue encontrada en el estudio publicado por
Benozzi y colaboradores (2012), donde se
estudiaban los efectos en una muestra de 100
pacientes, a lo largo de 5 afos [7].

Abdelkader y su equipo estudiaron los
efectos de una formulacién que combina
carbacol, potente parasimpaticomimético,
con brimonidina, usado para el tratamiento
del glaucoma. El resultado de la combinaciéon
de ambos, es una potente miosis mantenida.
Se logré6 una mejoria estadisticamente
significativa en la medida de la agudeza visual
cercana en todos los sujetos que recibieron la
combinacién de carbacol 3% y brimonidina al
0,2% en la misma férmula, en comparacién
con aquellos que recibieron formas separadas
de solo carbacol, o brimonidina sola [8].

El Dr. Vejarano y sus colaboradores
disefiaron las conocidas como FOV Tears.
Es de las formulaciones mas completas
como se puede observar en la Tabla 1, y
ademds del efecto midtico conseguido con
preparados anteriores, logra alcanzar una
pseudoacomodaciéon y un tamano variable
de pupila. Esto mejoraria sensiblemente los
efectos adversos mencionados en condiciones
de baja luminosidad (pérdida de contraste). La
pilocarpina estimula el MC y provoca miosis, la
fenilefrina, nefanac y la ferinamina previenen
un excesivo efecto miodtico, un espasmo del
MC, y la hiperemia causada por la pilocarpina.
La nafazolina aumenta el efecto relajante de la
pupila, y el Polietilenglicol ayuda a la tolerancia
de la gota previniendo el escozor que los otros
componentes pueden inducir. En un estudio
realizado en mayo del 2016 [3] se observé la
mejoriaenla AV de cerca en 14 pacientes sin que
la de lejos se viera comprometida. El didmetro
de la pupila se veia moderadamente afectado
lo que permitia una pseudoacomodacion de
manera que su didmetro se reducia con la luz o
aumentaba en ausencia de ella.

El farmaco comercializado con el nombre de
PresbiDrops tiene una formulacion parecida
a las gotas del Dr. Benozzi y, por lo tanto, el
mismo mecanismo de accién. En un estudio
con 81 pacientes [9] se relaciond la disminucion
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del didmetro pupilar de 1 mm con el aumento
de 0.9 D en la potencia de la VC.

La combinacion PrebyPlus atina
un parasimpaticolitico con dos
parasimpaticomiméticos de manera que se
suman miosis y acomodacion. En un estudio
en el que se siguio la evoluciéon de un grupo
de pacientes durante un afio se observd que
la agudeza visual de cerca (AVC) se veia
mejorada en el 90% de los casos (en el test
e Jager pasaban de J4 a J1) sin registrarse
efectos adversos. Si bien no hemos encontrado
publicaciones sobre este estudio por lo que no
quedan demostrados estos resultados [10].

Presbyeyedrops es otra formulacion basada en
la combinacion de un parasimpaticomimético
y un AINE. En un estudio piloto con 15
pacientes [11], los autores aseguran una
mejoria tanto en la AVC (de 0,54 a 0,8) como
enla AVL (de 0,8 a 1,0).

Por su parte, el medicamento PRX-100,
contiene tropicamida que es un agente
antimuscarinico y midiatrico, y aceclidina
que es un agonista muscarinico menos
potente que la pilocarpina y el carbacol. Con
la aceclidina conseguimos el efecto midtico y
con la tropicamida el midiatrico con un efecto
minimo en la acomodacion. Estas gotas acttian
de forma muy rapida (15 minutos después de
su instilacion), y su efecto dura cinco horas
con el tnico inconveniente de la pérdida de
contraste debido a la menor entrada de luz en
la pupila contraida [12].

AGN-190584  (cuya composicion  esta
protegida) y AGN-199201 (oximetazolina)
combinados. Parece ser que este segundo
componente, con efecto midriatico, reduce
los efectos de hiperemia del primero y/o
disminuye su absorcién por lo que el efecto se
prolonga. En un estudio con 65 pacientes [13],
se observo una mejoria de la agudeza visual
de cerca de al menos 2 lineas con el ojo no
dominante.

Liquidvision se compone de aceclidina,
un potente midtico que también es un
gran estimulador de la acomodacion; y de
tropicamida, un ciclopléjico que reduce la
acomodacién. La combinaciéon de ambos
farmacos hace posible la vision de cerca y la
vision de lejos [14].
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* Por dltimo y como método mas novedoso,
encontramos las gotas EV06, cuyo mecanismo
de accion es totalmente diferente al resto de
farmacos analizados. En este caso el objetivo
terapéutico es ablandar el cristalino de manera
que recupere parte de su elasticidad y, por lo
tanto, vuelva a ser capaz de acomodar. Un
estudio de 90 dias de tratamiento realizado
en una muestra de 75 pacientes [15] reflejaba
un aumento de la AVC de 1 a 4 lineas en los
pacientes. El estudio también asegura que
estos efectos se prolongaban en los 10 meses
posteriores al tratamiento (sin necesidad de
instilar mas gotas) aunque posteriormente
decaian.

Como podemos observar, las lineas de
investigacion siguen actualmente abiertas, y no
debemos aceptar este método como uno mas en
la correccion de la presbicia hasta que no esté
cientifica y metodoldgicamente establecidas
tanto la seguridad en su uso como su eficacia
respecto a diversas alternativas terapéuticas
y quirtargicas. Hemos podido constatar que
se requieren mas ensayos clinicos con estos
farmacos, ya que, aunque su mecanismo parece
funcionar (corrige la vista cansada sin uso de
otros medios), hay que demostrar su seguridad,
especialmente en lo que afecta a otras distancias
de trabajo (visién media y lejana); y en el uso
del tratamiento a largo plazo. Asi lo recoge un
ultimo estudio del equipo del Dr. Vejarano y
colaboradores [16], donde concluye que son
necesarios estudios a largo plazo para evaluar
su eficacia, para averiguar si existe tolerancia a
los farmacos, y si el paciente esta satisfecho con
este método.

Por otro lado, los laboratorios Novartis
se encuentran inmersos en el proceso de
comercializar URNS844 (desarrollo de EVO06),
previsto para el ano 2021. Los ensayos clinicos
se encuentran en Fase I-II [17]. El hecho de que
el mecanismo de accion de estas gotas vaya a la
causa del problema (pérdida de elasticidad del
cristalino), hace muy interesante esta linea de
investigacion y desarrollo. Muy recientemente
se ha publicado un nuevo ensayo con 120
pacientes présbitas [18], observandose mejoras
tanto en la agudeza visual de lejos como en la
de cerca.
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3. Resultados

Tras indagar en profundidad sobre este
método correctivo se plantean varias hipdtesis
de partida, por una parte, la hipotesis de si el
tratamiento es efectivo, como tentativamente
parece serlo a raiz de las exiguas publicaciones
cientificas encontradas. Y por otra, si realmente
este tratamiento es seguro a largo plazo.
Son necesarios mas estudios rigurosos y
metodologicamente bien construidos para dar
respuesta a esta pregunta. Actualmente todos
los estudios que abordan esta tematica se
encuentran recogidos en este trabajo. Podriamos
sugerir que los resultados son prometedores,
pero esta técnica se encuentra aun en estadios
muy iniciales.

También seria interesante realizar un estudio
econdmico del tratamiento, y ver si puede
convertirse en una alternativa terapéutica accesible
a la poblacion en general, o por el contrario sélo
podria ser sufragada por pacientes que tengan
un estatus socioeconomico alto, y una renta que
le permita costear dicho tratamiento. Para ser
especificos, el centro médico de la Dra. Benozzi
cobra en la actualidad 1500$ por la primera
consulta, lo que hace dificil a priori que este método
se pueda implantar en todo tipo de familias.

También seria conveniente realizar un andlisis
de como se podria implementar este método en
establecimientos dpticos, sin ver mermadas de
forma significativa sus ventas ya que, debido
al alto coste de implementacidn, es posible que
esta modalidad terapéutica quede excluida
para la mayor parte de la poblacion diana de
este farmaco. Ademas, hay que sefialar que la
legislacion de nuestro pais (Espafia), no permite
vender en los Centros Opticos colirios con
principios activos con accién medicamentosa.
Esto derivaria la veta a las Oficinas de Farmacia
siempre bajo prescripcion médica. Lo que nos
lleva a una segunda cuestidon, ;podria estar
sufragado por el Sistema Nacional de Salud?

También hay que recordar que todas las
formulaciones sometidas a revision se basan
en estimular la acomodacién del cristalino, por
lo que los pacientes operados de cataratas no
pueden beneficiarse de este tratamiento, porque
yano poseen cristalino. Esto deja a un gran grupo
de poblacién sin posibilidad de beneficiarse de
las gotas para la presbicia.
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4. Discusion

Ademas del tratamiento para la presbicia,
algunas gotas como la EV06 (en la actualidad
URNS44), creen que pueden desacelerar o
incluso revertir el proceso de esclerosis nuclear
del cristalino (o catarata nuclear), debido a que
esta patologia se desarrolla mediante los mismos
procesos quimicos que se dan en la presbicia.
EV06 apunta a la causa subyacente del aumento
de la rigidez del cristalino relacionada con la
edad, los enlaces de disulfuro que se forman
entre las proteinas cristalinas dentro de las fibras
de las células del cristalino. Es un profarmaco
que es capaz de penetrar la cornea. Dentro del
ojo, EV06 se descompone en &cido lipoico y
colina, dos sustancias de origen natural. En el
interior del cristalino, el acido lipoico se reduce al
agente activo, el acido dihidrolipoico, un potente
antioxidante que rompe los enlaces disulfuro.
Segtin el Dr. Lindstrom (al mando de los ensayos
con EV06), el reto ahora es conseguir mantener
el farmaco suficientemente en el ojo para que
actue eficazmente en el nuicleo del cristalino [19].
Esto supondria un gran avance médico, aunque
se hacen de nuevo imprescindibles rigurosos
estudios para avalar esta hipotesis.

5. Conclusiones

Se necesitan mas estudios sobre la efectividad y la
seguridad a medio y largo plazo del tratamiento
con gotas para la presbicia. Actualmente no
contamos con datos suficientes para evaluar su
eficacia a largo plazo. Por la documentacién
revisada, estamos ante una linea de investigacion
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Resumen: Objetivo: Describir MESO-PP (Melting solidification printing process) como un nuevo pro-
ceso para obtener formas farmacéuticas solidas (FFS) orales impresas, evitando el uso de solventes y
altas temperaturas, especialmente disefiado para su uso en los puntos de atencién al paciente. Métodos:
Ricobendazol (RBZ), un farmaco cuya disolucién en el ambiente acido del estdémago es un paso crucial
para su absorcidn, fue escogido como farmaco modelo. Se disefiaron dispositivos flotantes, de diferen-
tes formas y tamanos, y se formularon 3 diferentes tintas, todas cargadas al 25% con RBZ y utilizando
excipientes reconocidos como seguros. Gelucire 43/01 y 50/13 fueron utilizados para las tintas liberacion
modificada y polietilenglicol y propilenglicol para la tinta de liberacion inmediata. Para cada una de
las tintas formuladas se realizé una caracterizacion por calorimetria de barrido diferencial (DSC), di-
fractometria de rayos X (DRX), espectroscopia infrarroja (IR), microscopia electrénica de barrido (SEM)
con detector de rayos X (EDS). Los dispositivos gastro-flotantes impresos en 3D fueron estudiados en
términos de propiedades mecanicas (friabilidad-dureza), uniformidad de peso-contenido, capacidad de
flotacion y comportamiento de liberacion. Resultados: Todas las formas flotantes disefiadas pudieron ser
impresas con las tintas formuladas a una temperatura inferior a 50 °C. La técnica mostrd una precision de
un 98% en la obtencién de formas impresas de diferente tamafo. Los espectros IR, los perfiles de DRX y
la microscopia SEM con EDS permitieron observar que el firmaco se mantiene suspendido en las tintas y
que se distribuye en forma homogénea. Los estudios de disolucion permitieron observar la capacidad de
flotacién y caracterizar la velocidad de liberacion del activo en funcion de la tinta utilizada. Conclusion:
Este método es capaz de obtener FFS orales de diferente tamafio, geometria y velocidad de liberacion,
siendo una excelente alternativa para individualizar el tratamiento farmacoldgico.

Abstract: Objective: To describe MESO-PP (Melting solidification printing process) a process capable
of obtaining printed oral solid dosage forms (OSDF) avoiding the use of solvents and high temperatu-
res. This method is specially designed for use at patient care points. Methods: Ricobendazole (RBZ), a
drug whose dissolution in the acidic environment of the stomach is a crucial step in its absorption, was
chosen as the model drug. Floating devices of different shapes and sizes were designed and 3 different
inks were formulated, all 25% loaded with RBZ and using recognized safe excipients. Gelucire 43/01
and 50/13 were used for the modified release inks and Polyethylene glycol and propylene glycol for
the immediate release ink. For each of the formulated inks, a characterization was performed by diffe-
rential scanning calorimetry (DSC), X-ray diffractometry (DRX), Infrared Spectroscopy (IR), Scanning
electron microscopy (SEM) with X-ray detector (EDS). 3D-printed gastro-floating devices were studied
in terms of mechanical properties (friability-hardness), weight-content uniformity, buoyancy, and re-
lease behavior. Results: All the designed floating forms could be printed with the inks formulated at
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a temperature below 50 ° C. The technique showed an accuracy of 98% in obtaining printed forms of
different sizes. IR spectra, XRD profiles and SEM Microscopy with EDS revealed that the drug remains
suspended in the inks and that it is distributed homogeneously. The dissolution studies allowed us to
observe the buoyancy capacity and characterize the release rate of the active as a function of the ink
used. Conclusion: This method is capable of obtaining OSDF of different size, geometry and release
rate, being an excellent alternative to customize pharmacological treatment.

Palabras clave: Impresion 3D, Gastroflotantes, Liberacion modificada, tratamiento personalizado, for-
mulacion farmacéutica. Keywords: 3D printing, gastro-floating, sustained release, Precision Medicine,

Drug Compounding.

1. Introduccion

La manufactura aditiva, mas comunmente
conocida como impresiéon 3D (I3D) se ha
convertido en una herramienta prometedora
en numerosos campos de la produccion. La I3D
permite crear objetos sOlidos a partir de modelos
digitales predisenados, afiadiendo el material
capa por capa hasta lograr la forma alojada
en un archivo digital. Con solo modificar el
archivo, es posible crear estructuras geométricas
diferenciadas en tamafo y forma, usando
exactamente la misma impresora [1].

La introduccion de la I3D como proceso
farmacéutico tiene el potencial de generar un
cambio de paradigma, sobre todo en el campo
de las formas farmacéuticas sélidas (FFS). La
fabricacién convencional es eficiente para la
produccién a gran escala, logrando grandes
lotes de una misma FFS (igual geometria,
tamano y dosis) en un corto proceso de
tiempo. Sin embargo, estos métodos resultan
inflexibles a modificaciones en la dosis u otras
personalizaciones terapéuticas sin cambios
dramaticos en la configuracion del equipamiento
(2, 3].

La 13D, simplifica el proceso de elaboracién
tradicional permitiendo variar los tamanos
y las geometrias de las formas farmacéuticas
pudiéndose incluso combinar materiales de
diferente naturaleza. Las impresoras 3D son
a su vez equipos portétiles, econdémicos y
simples de operar, ya que funcionan mediante
un proceso con elevada automatizacién y
precision. Estas caracteristicas permitirian que
las mismas puedan ser instaladas en los puntos
de atencion al paciente (farmacias u hospitales),
descentralizando el proceso de produccion. Si
bien no pueden igualar la velocidad (producen
60 veces mas lento) ni los costos de los métodos
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de produccién a gran escala, la flexibilidad de
las impresoras 3D permitiria la fabricacién
a demanda, es decir, individualizar los
medicamentos segun las necesidades de cada
paciente [4]. Ademas, las capacidades de las
impresoras 3D (flexibles, automaticas, precisas)
permitiria obtener medicamentos que no son
alcanzables con los métodos que se utilizan
actualmente para la elaboracion personalizada
en farmacias: liberacion modificada, FFS
multicomponente (polypill) y sistema gastro-
retentivos [5 - 7].

Cabedestacarquesehandesarrolladoypatentado
diversos métodos o procesos de impresion 3D
para la produccién de medicamentos. Si bien el
fundamento de laimpresion 3D es el mismo, cada
uno de estos métodos utiliza una impresora 3D
completamente diferente y presenta diferentes
desventajas que conspiran con el uso en sistemas
farmacéuticos.

e Deposicion de gota sobre polvo (DoP). En
esta técnica un liquido aglutinante se deposita
sobre una fina capa de polvo [8]. La posible
contaminacion cruzada, el tamafio de las
impresoras utilizadas y los procedimientos
previos (control de flujo, seleccion/preparacion
del aglutinante) y posteriores (secado) a la
impresion, conspirarian con el uso en lugares
como una farmacia oficinal u hospitalaria.

e Estereolitografia (SLA) [9]. Esta técnica
utiliza polimeros fotopolimerizables, los cuales
no son considerados materiales GRAS. Se
requiere procesos de lavado que aseguren la
eliminacion completa de la pelicula fotocurable
e investigaciones adicionales respecto a su
seguridad.

e Sinterizacion laser selectiva (SLS) [10].
Esta técnica utiliza materiales (en polvo) que
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requieren altas temperaturas y laseres de alta
energia para ser sinterizados. Muchos principios
activos pueden ser degradados o sufrir cambios
polimérficos durante el proceso. Esta técnica
presenta también la desventaja de requerir un
procesamiento posterior a la impresion para
dar un acabado a las piezas y retirar el polvo
restante.

® Modelado por deposicion fundida (FDM) [11].
Este método se basa en la fusion de un filamento
polimérico termoplastico que contiene el farmaco
producido previamente a través de extrusion
de fusién en caliente. Teniendo en cuenta que
esta técnica requiere altas temperaturas durante
la producciéon y la extrusion del filamento, la
misma no es adecuada para medicamentos
termosensibles. La produccion previa del
sistema cargado con el farmaco es una limitante
para la rapida incorporacion de la tecnologia en
la produccién a baja escala.

e La impresion por microjeringa asistida
por presiéon (PAM) utiliza una formulacién
semisolida, que debe tener la propiedad de
formar un objeto 3D. Para alcanzar la viscosidad
adecuada en la formulacién se utilizan solventes
que requieren un prolongado proceso de secado
inmediatamente posterior a la impresion (24 a
48 h) prolongando considerablemente el tiempo
total del proceso [12, 13]. A su vez, la eleccién
de los solventes adquiere complejidad porque
el agua requiere mayor tiempo de secado e
induce problemas de estabilidad (quimica y
microbiana) mientras que el uso de solventes
organicos, si bien facilita el secado, requerira
una determinacion de residuos de acuerdo con
los compendios farmacéuticos [14].

Teniendo en cuenta estas desventajas que limitan
el uso de los procesos precedentes en sistemas
farmacéuticos, en nuestro laboratorio se ha
desarrollado un nuevo método de impresion,
al cual hemos denominado y registrado como
MESO-PP [15] por sus siglas en inglés (Melting
solidification printing process).

2. Materiales y Métodos
2.1. Descripcion detallada del proceso patentado

MESO-PP es un método simple, flexible,
econdémico, adaptable a pequenos lotes de
fabricacién de medicamentos, que permite ser
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adaptados a grupos especiales de pacientes o
geometrias especiales.

El procedimiento wutiliza materiales que
presenten una temperatura de fusion en un
rango entre 40 y 60 °C. Estas tintas se mezclan
en estado solido con el o los principios activos
(farmacos) para dar lugar a un producto sélido
premezclado (PSM) el cual puede utilizarse en
el momento o bien ser almacenado en forma

estable.

Almomento delaimpresién, lamezclasolidaensu
conjunto es calentada, a una temperatura superior
al punto de fusion de la tinta, con una agitacion
continua. Como resultado del calentamiento, la
tinta se funde y el principio activo se incorpora en
forma suspendida o disuelta.

Posteriormente, la tinta con el farmaco cargado
es extruida y depositada en forma controlada en
una superficie de impresion (que puede estar
refrigerada) siguiendo el patrén disenado en el
ordenador para dar una imagen tridimensional
a partir del agregado de material capa a capa.

2.2. Pruebas de concepto

En materia de excipientes, se han utilizado
materiales considerados por las autoridades
sanitarias como GRAS (reconocidos como
generalmente seguros) [16], clasificados en dos
categorias:

e Excipiente para liberaciéon modificada de
farmacos: en esta categoria han sido utilizados los
Gelucires, familia de vehiculos grasos los cuales
son denominados segun su punto de fusién y
balance hidrofilo-lipofilico (LHB acrénimo en
inglés). Para las pruebas de concepto se han
utilizado dos Gelucires: 43/01 y 50/13.

e Excipientes para liberacion inmediata: en
esta categoria se ha utilizado la familia de los
Polietilenglicoles. Para las pruebas de concepto
se ha utilizado PEG 1500. Con el fin de mejorar
la reologia del PEG fundido se agregaron ciertos
porcentajes de propilenglicol (menores al 2.5%).

Las diferentes tintas fueron cargadas al 25%
con ricobendazol (RBZ). Este farmaco, utilizado
como modelo, presenta una biodisponibilidad
erratica como consecuencia de una baja
solubilidad acuosa dependiente del pH [17]. Su
disolucién en el ambiente acido del estémago
es un paso crucial antes de su absorcion en la
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primera parte del duodeno [18]. Por esta razon,
se decidié utilizar como prueba de concepto
diferentes formas flotantes, algo que, si bien
solo es valido en tintas de liberacion controlada,
también nos posibilitaba evaluar la capacidad
del método en relacién a la produccién de una
red tridimensional interna especifica. Todos
los disefios obtenidos en forma STL (formato
de archivo informatico de disefio asistido por
computadora) fueron traducidos a archivos
g-code (lenguaje de impresion estandar utilizado
por las impresoras 3D) con una densidad de
relleno del 40%. Los filamentos de las capas
pares se dispusieron en un angulo de 45 ° con
respecto a los filamentos de las capas irregulares,
lo que dio como resultado una estructura porosa
que permite la flotabilidad del impreso.

Para cada una de las tintas formuladas se
realizé una caracterizacion por calorimetria de
barrido diferencial (DSC), difractometria de
rayos X (DRX), espectroscopia infrarroja (IR),
microscopia electrénica de barrido (SEM) con
detector de rayos X (EDS).

Los dispositivos gastro-flotantes impresos en 3D
fueron estudiados en términos de propiedades

mecanicas (friabilidad-dureza), uniformidad
de peso-contenido, capacidad de flotacién y
comportamiento de liberacion.

3. Resultados y discusion

El proceso de impresion MESO-PP (Figura
1) presenta multiples ventajas respecto a los
otros métodos de impresion 3D entre ellos los
descriptos anteriormente. A saber:

e No utiliza agua ni otro solvente con la
consiguiente mejora en términos de estabilidad
de los farmacos y costos relacionados al proceso
de secado.

e Permite obtener medicamentos sélidos sin
necesidad del uso de altas temperaturas con la
consiguiente mejora en la estabilidad (permite
utilizar la técnica en farmacos termosensibles) y
en costos por la disminucion de la aplicacion de
calor.

e Utiliza materiales seguros, extensamente
empleados en tecnologia farmacéutica (por
ejemplo, polimeros y lipidos) con la ventaja
regulatoria que esto trae aparejado.

Figura 1. MESO-PP: Melting Solidification Printing Process. 1) El ingrediente farmacéutico activo (API) y los excipientes que

componen la tinta se mezclan a temperatura ambiente en estado s6lido. 2) La mezcla sélida se calienta a una temperatura

superior al punto de fusién del excipiente de tinta principal mientras se agita continuamente. 3) La mezcla resultante se

carga en la jeringa para uso inmediato o para solidificar hasta su uso. La jeringa se coloca dentro de un tubo de aleacién

calentado eléctricamente para que la mezcla se estabilice a una temperatura de impresion dptima. 4) La torre vertical de

la impresora se mueve de derecha a izquierda y un piston presiona el émbolo de la jeringa para que la mezcla se deposite

gradualmente en un estado semisolido para finalmente solidificarse a temperatura ambiente. La impresion se realizara

capa por capa hasta que se complete la imagen tridimensional previamente disefiada.

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):52-59.

55



Real JP, Palma SD - Un nuevo método de impresion 3D de medicamentos

e No precisa operaciones o procesos previos
(como la fabricacion de filamentos o tintas)
con la consiguiente ventaja de versatilidad y
potencial uso en fabricacién de medicamentos a
escala reducida (farmacias u hospitales).

e Es un método versatii que permite la
incorporacion del o los activos en el momento
previo a la impresion, pudiendo efectuarse en
una sola etapa.

e Lasimpresoras utilizadas para este método son

equipos portatiles, econdmicos y relativamente
simples de operar, lo que las hace elegibles para
su implementacion en farmacias y puntos de
atencion al paciente (Figura 1).

En las pruebas de concepto de esta técnica, 3
tintas diferentes pudieron ser formuladas e
impresas en una temperatura inferiores a 50 °C
utilizando el método MESO-PP, pudiéndose
incluso realizar un escalado del tamano del
comprimido impreso con una precision del 98%
(Figura 2).

Figura 2. Serie de fotografias de una serie de impresos logrados por el método MESO-PP. a) impresos oblongos enteros

y con un corte transversal obtenidas con Gelucire 43/01. b) Impresos oblongos obtenidos con Tinta rapida (PEG y

propilenglicol). La estructura interna de los impresos puede verse en la transparencia que brinda el PEG cuando se

imprime sin farmaco (izquierda). c), d) y e) impresos obtenidos en diferentes formas y tamafios. f) Correlacion entre el

peso y el volumen tedrico de los impresos cilindricos obtenidos con Gelucire.

Los espectros IR y los perfiles de DRX de las
tintas fueron completamente superponibles con
los correspondientes a las materias primas y
los escaneos por DSC de las tintas cargadas con
farmaco siguieron el mismo comportamiento
que el excipiente solo. Estos resultados indican
que el farmaco (RBZ) no interacciona con la
matriz, sino que se mantiene suspendido en la
misma.

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):52-59.

La microscopia electrénica de barrido (SEM)
permitié observar claramente el ordenamiento
de los filamentos que construyen la estructura
3D, mientras que el analisis complementario con
sonda EDS reveld la distribuciéon homogénea del
farmaco a lo largo de los comprimidos impresos
(Figura 3).
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Figura 3. a) Mapeo de rayos X de EDS que muestra la distribucion electronica de carbono, oxigeno y azufre en la superficie

de un comprimido impreso con PEG. Los colores verde, violeta y azul representan carbono y azufre, respectivamente.

b) Mapeo de rayos X de EDS que muestra la distribucion electréonica solo del azufre (elemento presente inicamente en

el farmaco). c y d) Imagenes SEM de un corte transversal (c) y vista lateral (d) de un comprimido impreso con Gelucire.

Cuando se analizaron los escaneos DSC de
diferentes muestras, fue posible observar que
no hubo cambios significativos tanto en los
termogramas generales como en los picos
endotérmicos. Las tintas siguieron el mismo
comportamiento que el excipiente principal
sin transiciones vitreas o cambios debido a la
presencia de RBZ.

Las formas farmacéuticas impresas cumplieron

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):52-59.

las especificaciones de compendios relativas
a friabilidad, dureza, uniformidad de peso y
contenido [19].

Los estudios de disolucion realizados permitieron
observar la capacidad de flotacién in vitro de
los impresos (tiempo de flotacion de 6 h para
Gelucire 50/13 y mayor a 24 h para Gelucire 43/01)
y caracterizar la velocidad de liberacion del activo
en funcién de la tinta utilizada (Figura 4).
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Figura 4. Test de disolucién de diferentes tintas de ricobendazol al 25% en un medio de HCI 0,1N, Paleta, 50 rpm, 37°C,

900 mL.

En los impresos obtenidos con tintas de Gelucire
50/13, el modelo de Korsmeyer-Peppas [20]
mostré que la erosién o disolucién de la matriz
fue el mecanismo predominante de liberacion
del farmaco, pudiendo a su vez esta matriz que
a aumentar la solubilidad aparente del RBZ en el
medio. La liberacion del farmaco desde la tinta
de Gelucire 43/01 fue practicamente nula (1.5 =
0.5% a las 24 h).

4. Conclusiones

MESO-PP es un método de impresion 3D a
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Resumen: El laboratorio clinico esta siendo una pieza fundamental en la actual pandemia COVID 19,
interviniendo tanto en el diagndstico de la infeccion, detectando el virus SARS-CoV-2 por técnicas
moleculares y serolégicas (RT PCR, anticuerpos IgM, IgG), como en la realizacion de las pruebas
necesarias para el correcto seguimiento, prondstico, y colaboracién en las decisiones terapéuticas.
Asimismo, se han elaborado protocolos de actuacion para futuras epidemias o pandemias. Se ha
incluido una breve introduccion histdrica de la especialidad de Andlisis Clinicos que dé visibilidad a
su caracter multidisciplinar.

Abstract: In the actual pandemic COVID19 the clinical laboratory is acting as a cornerstone, taking
part at the disease diagnose procedure, in the SARS-CoV-2 detection procedure using molecular
and serological techniques (RT PCR, IgM antibodies, IgG),as well as all necessary texts for the right
tracing, diagnose and also collaborate making the right therapeutic decisions. Likewise, some action
protocols are being created to face up future epidemies or pandemics. A short introduction of the
clinical analysis specialty history is being explained to give visibility of the multidisciplinary nature of
this medical specialty.

Palabras clave: Pandemia COVID-19, SARS-CoV-2, laboratorio clinico, fisiopatologia, pruebas
bioquimicas, hematolédgicas e inmunolégicas. Keywords: COVID-19 Pandemic, SARS-CoV-2, clinical
laboratory, pathophysiology, biochemical, hematological and immunological test.

La especialidad de Andlisis Clinicos se la fisiologia especulativa a otra experimental y
inicia cientificamente a finales del siglo XIX: analitica.

el método experimental se incorpord a la
investigacion y al pensamiento médicos a través
de la fisiologia, aprovechando la oportunidad
que para el desarrollo de la ciencia médica
significo la utilizacion de los grandes hospitales
publicos. El francés Francois Magendie, el
britanico Marshall May, el suizo Moritz Schiff y
el aleman Johannes Miiller fueron los pioneros
en esta ciencia y marcaron la transicion desde

La fisiologia experimental del francés Claude
Bernard, recogida en su libro “Introduccién al
estudio de la Medicina Experimental”, tuvo gran
repercusion en Europa y también en Espafia.
Constituy¢ el principal referente de la aplicacion
del desarrollo de los avances en las ciencias
del laboratorio, y su obra fue el estandarte del
movimiento positivista renovador delamedicina
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espanola. Los libros de texto universitarios
de fisiologia de Juan Magaz, José Moreno
Fernandez, Juan Aguilar y Lara, y otros, se
referian a la revolucion metodoldgica impulsada
por Bernard a favor de la experimentacion.

El impacto de la obra de Claude Bernard
desbordd los limites estrictos de la fisiologia
convirtiendo el hospital en el lugar esencial
para la investigacion médica. Los laboratorios
comenzaron a transformar la fisiologia y la
patologia y a dejar su huella también en la
formacion médica. Quienes se dedicaban a la
quimica organica, a la microscopia, a la fisiologia
y a otras disciplinas relacionadas con la medicina
en el siglo XIX, se percibieron que mientras el
hospital era el lugar adecuado para realizar
observaciones, en el laboratorio se efectuaba una
experimentaciéon controlada y sistematica de
éstas, y que debian estudiarse de forma objetiva
por diferentes métodos y técnicas con el fin de
generar nuevos conocimientos

Duranteelsiglo XX, conelimportante crecimiento
experimentado por el conocimiento cientifico,
surgieron numerosas nuevas disciplinas en el
campo de la medicina, entre las que destacamos
la Quimica Biologica o Bioquimica, la histologia,
anatomia patologica, genética, embriologia,
microbiologia... que se engloban dentro del area
de conocimiento que llamamos biomedicina.

La biomedicina aplica todos los principios
de las ciencias mencionadas en la practica
clinica, mediante el estudio e investigacion
de los procesos fisiopatologicos, abordando
tanto las interacciones moleculares como el
funcionamiento  dindmico del organismo.
Todo ello nos ha permitido perfeccionar el
diagnostico precoz de enfermedades con nuevos
biomarcadores de los procesos fisiopatoldgicos,
asi como descubrir nuevas dianas terapéuticas
para el desarrollo de farmacos innovadores.

Podemos constatar que enlas tltimas décadas del
siglo XXy principios del XXI, se toman muchas
medidas diagnosticas y terapéuticas basadas
en la tecnologia biomédica o biotecnologia.
Estamos asistiendo a un cambio en el concepto
de la enfermedad, y en las posibilidades de
conocer los detalles de su etiopatologia, que
nos ha permitido tomar decisiones médicas
impensables hace unos afios.
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En Espaha, se establecieron dos nucleos de
vanguardia, localizados en Madrid y Barcelona.
Ambas universidades fueron el alma mater
de cientificos de primera linea, que serian, en
definitiva, el punto de partida de los grupos de
investigacion que, desde principios del siglo XX,
elevaron el rango de la investigacion fisioldgica
en HEspafia.

El despliegue institucional de la fisiologia
catalana gir6 en torno a August Pi i Sunyer y
sus discipulos Jests Maria Bellido Golferichs
y Rosendo Carrasco Formiguera, todos ellos
protagonistas de una etapa de investigacion
experimental sin precedentes y maestros de una
generacion de grandes fisiologos.

En Madrid, el gran peso de esta labor recayo
sobre todo en la Junta para Ampliaciéon de
Estudios e Investigaciones Cientificas (JAE),
fundada en 1907. Presidida por Ramon y Cajal,
fue un instrumento central de las politicas
regeneracionistas. Bajo la misma inspiraciéon
que la JAE se cred en 1910 la Residencia de
Estudiantes, dirigida desde su fundacion por
Alberto Jiménez Fraud.

Pero debemos evocar que, anteriormente, en
1903, el farmacéutico y profesor de la Facultad
de Farmacia de la Universidad Complutense
de Madrid, José Rodriguez Carracido habia
publicado el libro “Tratado de Quimica
Bioldgica”, pionero de los estudios de bioquimica
en HEspafia.

A partir de 1912 se inicid la creacion de
pequenos laboratorios para la ensefanza
practica universitaria y para la iniciacion a la
investigacion. Estaban ubicados en los sotanos
de la Residencia de Estudiantes. A continuacion,
se fundo el Laboratorio de Serologia y
Bacteriologia, cuyo director fue Paulino Suarez.

En la memoria publicada por la JAE en 1919,
sobre los trabajos e investigaciones realizados
durante el curso 1918-1919, se resalta que
los trabajos de quimica se asociaban y
complementaban a las practicas de laboratorio
de la Facultad de Farmacia. Se realizaban bajo
la direccion de los profesores farmacéuticos José
Rodriguez Carracido y Antonio Madinaveitia.
Eran trabajos de quimica bioldgica dedicados
a estudios de farmacodinamia. Asimismo,
también se impartian cursos breves de andlisis
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clinicos de orina, sangre, heces y otros productos
biologicos.

En este breve recuerdo histoérico de la aportacion
del laboratorio a la medicina, hemos de destacar
la importancia de los descubrimientos en
microbiologia,  parasitologia, inmunologia
y nutricién, y su repercusion en la mejora
del diagndstico bioldgico y del tratamiento
terapéutico de las enfermedades. La ciencia y
la practica médicas basadas en la investigacion
experimental denominada
“medicina de laboratorio”. Al ser una actividad
multidisciplinar, la especialidad fue denominada
“Analisis Clinicos”, y ha sido el origen
historico de otras especialidades relacionadas
con el laboratorio como: Bioquimica Clinica,
Hematologia, Inmunologia, Microbiologia y
Parasitologia, y de otras areas como la Genética.

constituyen la

He tenido el honor de pertenecer a la Comisién
Nacional de Analisis Clinicos del Ministerio de
Sanidad, primero como vocal, después como
secretario, y finalmente como presidente. En
la tltima Guia de Formacién de los Residentes
en la que participé en el afio 2004, definfamos
la especialidad de Andlisis Clinicos como
la especialidad que, desde el profundo
conocimiento de la fisiopatologia humana y de
los métodos de analisis de muestras bioldgicas
de origen humano, tiene como misiéon generar
informaciéon de utilidad para la clinica en los
siguientes aspectos:

a) Distinguir los estados de salud y de
enfermedad.

b) Ayudar al correcto diagnostico de las
enfermedades.

¢) Contribuir al establecimiento del pronéstico
de las mismas.

d) Facilitar el seguimiento clinico.
e) Asegurar la eficacia del tratamiento aplicado.

Por ello, el Especialista en Analisis Clinicos se
integra como un componente fundamental en
el equipo multidisciplinar, que junto al resto
de especialistas clinicos, participa en el proceso
de decision clinica, que afecta a las tareas de
prevencion de la enfermedad, promocién de
la salud y el cuidado del paciente. Por otro
lado, no se entenderia que los profesionales
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del laboratorio clinico permaneciesen aislados
de las grandes lineas de investigacion, cuando
son ellos los que en muchas ocasiones realizan
las determinaciones donde se objetivan los
resultados de las mismas.

Hemos querido realizar esta introduccion para
dar visibilidad al papel que ha llevado a cabo
el laboratorio clinico en la actual pandemia
COVID-19.

La crisis sanitaria y social derivada de la
pandemia COVID-19 ha requerido afrontar
una serie de relevantes retos. Avanzar en el
conocimiento de un virus desconocido hasta
ahora, aplicar los mejores procedimientos para
su diagnostico por el laboratorio y por la clinica,
tratar y prevenir la infeccién, constituyen los
principales desafios cientificos de la actualidad.

Mucho se ha escrito y difundido por las redes
sociales sobre la ingente y heroica labor de todos
los sanitarios, desde el médico asistencial hasta
todo el personal auxiliar. Particularmente he
echado de menos que no se mencione también
a los farmacéuticos, al personal de las farmacias,
y a los veterinarios, sobre todo a nivel estatal,
no asi a nivel autondémico, donde si se ha
reconocido esta actividad sanitaria de primera
linea. Ahi estan nuestros compafieros que han
entregado su vida y/o se han contagiado con
la enfermedad en el ejercicio cotidiano de su
actividad asistencial SANITARIA.

En el periodo de confinamiento han sido
frecuentemente mencionados y popularizados
los test de la PCR y las llamadas técnicas
rapidas de deteccion de anticuerpos, asi como
su significacion diagndstica, cémo y cuando
se debian efectuar, y la falta de reactivos para
realizarlos, reemplazando a otras noticias
habituales, incluso en los programas radiofénicos
audiovisuales deportivos. Sin embargo, con
esta popularizacion se han originado equivocos
y dudas entre el ptiblico que han contribuido,
en ocasiones, a incrementar el desasosiego y la
incertidumbre que produce la situacion actual. En
mi condicién de profesional del laboratorio clinico
quiero contribuir con algunas reflexiones sobre el
papel que aportan las ciencias del laboratorio y
los profesionales que trabajamos en ellas.

Los servicios centrales de los hospitales
(Radiologia, Laboratorios clinicos, Farmacia
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Hospitalaria) son departamentos a los que se le
da poca visibilidad pero que prestan un servicio
sanitario imprescindible para la asistencia
médica clinica.

El laboratorio clinico ha sido utilizado por las
autoridades sanitarias como centro esencial para
la lucha contra la enfermedad COVID-19, dado
que una de las principales recomendaciones de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
ha sido realizar un adecuado cribado de la
poblacion para detectar el alcance real de la
infeccion.

No es el motivo de este articulo explicar la
metodologia de la realizacion de la PCR y de
los test de anticuerpos. Desde el diagnostico
de la infeccién mediante la deteccion del virus
en muestras de vias respiratorias hasta las
pruebas necesarias para el correcto seguimiento,
prondstico y colaboracion en la toma de
decisiones terapéuticas o el conocimiento del
estado de inmunizaciéon de los pacientes, el
laboratorio clinico estd siendo una pieza clave
en el complicado puzle de esta nueva situacion.
Si habitualmente muchas de las decisiones
clinicas estan basadas en la informacion
procedente del laboratorio clinico, este hecho
se ha incrementado en la situacién actual de los
pacientes con COVID 19.

Pero es que, ademas de las pruebas diagnosticas
de la PCR y serologia de anticuerpos, los
profesionales del laboratorio han tenido que
adaptar sus instalaciones a las nuevas demandas
y circunstancias para contribuir y facilitar el
seguimiento clinico y asegurar la eficacia del
tratamiento terapéutico aplicado.

Ante el dramatismo de ver cémo los pacientes
se deterioraban ante sus ojos, los médicos
solicitaban pruebas diagnosticas de todo
tipo que diesen respuesta o explicaran la
fisiopatologia del enfermo; necesitaban datos
analiticos y/o radiologicos que les ayudara para
tomar decisiones terapéuticas. La incertidumbre,
falta de seguridad, de confianza ha generado
inquietud en la actuacion médica. Han tenido
que asumir y probar cualquier terapia que
pudiera ser efectiva, aunque no estuviera
debidamente contrastada su eficacia.

Los laboratorios de urgencia, para dar respuesta
a estas inquietudes han tenido que adaptar
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sus instalaciones para efectuar las pruebas
bioquimicas, inmunoldgicas y hematoldgicas
alteradas en estos pacientes. Sirvan como
ejemplolas alteraciones analiticas mas solicitadas
referidas en el informe de la Vocalia Nacional
de Analisis Clinicos del Consejo General de
Colegios Oficiales de Farmacéuticos.

- Gasometrias, como en todas las neumonias.
Estado acido base arterial: los pacientes
infectados pueden desarrollar de manera subita
insuficiencia respiratoria aguda, por lo que es
importante tener presente las alteraciones en
la gasometria arterial para poder realizar un
correcto diagndstico y tratamiento.

El score SOFA o Sequential Organ Failure
Assesment, es utilizado frecuentemente en las
unidades de cuidados criticos y se calcula en
base a pardmetros analiticos y clinicos.

- Linfopenia: Un recuento linfocitario bajo (<0.4
x 109/L) se asocid de una manera importante al
desarrollo de neumonia grave. (n® neutrofilos/
n? linfocitos >3,13).

- Neutrofilia: El 87% de los pacientes con una
cifra de neutréfilos por encima de 7 x109/L
desarrollaron un peor curso clinico.

- Leucocitosis: El 96% de los pacientes con
recuento leucocitario superior a 10 x109/L
presentaron un cuadro severo

- Dimero D: El 81% de los pacientes con niveles
de dimero D superiores a 1 mg/L presentaron
un cuadro grave de neumonia, valores de mal
pronostico en el momento del ingreso. También
se asocid a la aparicion de complicaciones
tromboticas.

- Proteina C reactiva: Mayores niveles de
proteina C reactiva (>150 mg/L) se relacionan
con desarrollo de neumonia severa.

- Lactato deshidrogenasa (LDH): E1 100% de los
pacientes con neumonia grave presentaron
niveles por encima de 720 U/L.

- Ferritina: Niveles elevados de ferritina (> 2000
ng/mL) se relacionaron con el desarrollo de
sindrome hemofagocitico (SHF).

- Procalcitonina  (PCT): La
es un marcador de utilidad para vigilar la

aparicion de sobreinfeccion bacteriana. Niveles

procalcitonina
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superiores a 0,5 pg/L corresponden a un riesgo
5 veces mayor de infeccion severa.

- Troponina T: Durante la hospitalizaciéon los
pacientes con niveles elevados de TnT tuvieron
mas frecuencia de arritmias malignas que los
que presentaban niveles de TnT normales.

- Interleucina -6: Niveles elevados de IL-6 (>80
pg/mL), se asocian al desarrollo de SHF y a
fallo respiratorio severo.

- Péptidos natriuréticos (BNP, NT-prBNP): La
elevacion de péptidos natriuréticos son un
factor de riesgo de muerte independiente en
pacientes con COVID-19.

- Alanina amino transferasa (ALT): El aumento
de la actividad de la ALT se relaciond con
peor evolucidn, especialmente con niveles
superiores a 40 U/L.

Como venimos refiriendo en este articulo, los
laboratorios de Analisis Clinicos han dado
respuesta a la investigacion de las alteraciones
fisiopatoldgicas de los trastornos organicos
producidos por la pandemia COVID 19,
referidas principalmente a las interacciones
del virus SARS-CoV-2 con el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, con el
inmunitario, asi como con la coagulacion y el
sistema microvascular.

sistema

Los profesionales del laboratorio clinico han
vivido con preocupacion y responsabilidad
esta pandemia, teniendo que adaptar sus
instalaciones para la correcta organizacion de la
demanda asistencial sanitaria. Como manifiestan
los Dres. Bufio (Hospital de la Paz, Madrid)
y Alvaro Gonzélez (Clinica Universitaria de
Navarra), en la nota de prensa de la Sociedad
Espafiola de Quimica Clinica del 24/04/2020, han
tenido que afrontar los retos demandados por la
pandemia COVID-19, han debido aprender a
interpretar los resultados de ciertas magnitudes
en un nuevo contexto clinico como las pruebas de
coagulacioén, con especial mencion al D-dimeros,
o a elaborar perfiles que ayuden a estratificar a
los pacientes explorando biomarcadores de
funcién hepatica, lesion miocardica, inflamaciéon
o infeccion, entre otras.
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Conclusiones

Como conclusion, debemos destacar que los
laboratorios clinicos de urgencia y centrales
han sabido responder con gran celeridad a
los desafios que ha impuesto la pandemia
actual, pero también han aprendido que deben
estar preparados para una nueva epidemia
o pandemia. Para ello, han elaborado unas
recomendaciones que sirvan de referencia a
estas posibles situaciones.

® Revisar los protocolos de seguridad con el
adecuado uso de los equipos de proteccion
individual y adaptarlos a las circunstancias
del laboratorio, con objeto de preservar la
seguridad de los profesionales que trabajan en
los laboratorios clinicos, con especial atencion
a los técnicos de laboratorio.

® Adecuar la organizacién de los servicios
al cambio de actividad. Por un lado, una
parte importante de la actividad habitual
desapareci6 por
las necesidades médicas que no fueran
COVID-19, mientras que por otro lado
aparecid una creciente demanda para atender
a los pacientes de COVID-19. Ello ha obligado
a reajustar circuitos, protocolos y plantillas.

la baja demanda de

¢ Compaginar esta reorganizacion con la ayuda
profesional y logistica a otras ubicaciones del
hospital para multiples tareas, entre las que
destaca la organizacion del laboratorio clinico
de los hospitales de camparfia.

® Poner en marcha nuevas pruebas como la
detecciéon por PCR del virus en muestras
respiratorias, medicién de citocinas, como
la IL-6, o readaptar las carteras de servicios
en los laboratorios de urgencias para medir
magnitudes que ofrezcan valor en la toma
de decisiones clinicas en los pacientes con
COVID-19.

e Formacion en la correcta interpretacion de
resultados. Sigue habiendo una auténtica
explosion de publicaciones donde es
importante seleccionar las mas relevantes.
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Articulo original
Nueva alternativa a la cirugia en la queratopatia neurotrofica.
Formulacion de liposomas deformables de extracto de
membrana amniotica

New alternative to surgery in neurotrophic keratopathy. Formulation of amniotic
membrane extract-loaded deformable liposomes

Rodriguez-Ochoa JL, Arroyo-Garcia CM, Rabasco AM, Gonzalez-Rodriguez ML*

Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica. Universidad de Sevilla. Sevilla. Espana
*Correspondencia: malugoro@us.es

Recibido: 01.07.20; aceptado: 08.07.20

Resumen: El objetivo del presente trabajo de investigacion fue desarrollar nuevas formulaciones de
liposomas deformables de extracto de membrana amnio6tica (EMA), menos agresivas que un trasplante
de placenta para el tratamiento de la queratopatia neurotréfica. Para ello, en primer lugar, se puso
a punto el método de extraccion de las proteinas totales, seguido de la cuantificacion de proteinas
utilizando el método del 4cido bicinconinico (BCA). Las formulaciones de liposomas se elaboraron
mediante la técnica TLE (Thin Layer Evaporation). Para obtener la composicion deseada de las vesiculas,
se realizd un estudio de cribado usando el disefio experimental con una matriz de Taguchi L9, de
cuyos experimentos se evaluaron el tamano, indice de polidispersién (PDI), carga superficial y eficacia
de encapsulacion (EE). Tras establecer las condiciones de extraccion de las proteinas, los resultados
del estudio de cribado mostraron que todos los factores evaluados afectaron a las caracteristicas
fisicoquimicas. La etapa de optimizacién permitié seleccionar como composicion para los estudios
posteriores: desoxicolato sddico (NaDC) como agente deformable, estearilamina como agente de carga
en una cantidad de 0.06 mmol y una dilucién al 75% del EMA. Este estudio ofrece nuevas posibilidades
para mejorar el tratamiento de la queratopatia neurotrofica (QN) mediante el uso de formulaciones no
invasivas.

Abstract: The objective of the present research work was to develop a new formulation of amniotic
membrane extract (EMA)-loaded deformable liposomes. This pharmacological alternative supposses a
less aggressive technology than a placental transplant for the treatment of neurotrophic keratopathy.
Firstly, the total protein extraction method was developed, followed by protein quantification using
the bicinchoninic acid (BCA) method. Liposome formulations were made using the TLE (Thin Layer
Evaporation) technique. To obtain the desired composition of the vesicles, a screening study was
realized using the design of experiments and a Taguchi L9 matrix, whose experiments evaluated the
size, polydispersity index (PDI), surface charge and encapsulation efficiency (EE). After selecting the
suitable conditions for protein extraction, the results of the screening study showed that all the factors
evaluated affected the physicochemical characteristics of vesicles. The optimization stage allowed to
select as composition for subsequent studies: sodium deoxycholate (NaDC) as a deformable agent,
stearylamine as positively-charged agent in an amount of 0.06 mmol and a 75% dilution of the EMA.
This study offers new possibilities to improve the treatment of neurotrophic keratopathy through the
use of non-invasive formulations.
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Palabras clave: queratopatia neurotrdfica, liposoma, membrana amnioética, transfersoma. Keywords:
neurotrophic keratopathy, liposome, amniotic membrane, transfersomet.

1. Introduccion

La queratopatia neurotrdfica es una enfermedad
degenerativa de la cérnea que se caracteriza
por una hipoestesia corneal producida por
un deterioro parcial o total de inervacion del
trigémino. Esta reduccidon en la sensibilidad
corneal, junto a una regeneracion epitelial
reducida constituyen los sellos distintivos
de esta enfermedad y son responsables de la
consiguiente degradacién del epitelio corneal,
que afecta la integridad de la pelicula lagrimal,
el epitelio y el estroma [1]. Aunque no existen
datos oficiales de su prevalencia, se estima que
esta patologia afecta a menos de 5 de cada 10.000
personas [2], por lo que es considerada como
una enfermedad rara.

Hasta el momento, no existe un tratamiento
efectivo para esta enfermedad. Esto supone que
la progresiva degeneracion con la que cursa
puede desembocar en una ceguera permanente
para el paciente. Los objetivos actuales de la
terapéutica se centran en evitar la progresion
del dano ocular, intentando mantener tanto la
estructura como la transparencia de la cdrnea.
Es fundamental, por lo tanto, que se instaure un
tratamiento de forma precoz, ya que una vez que
se ha producido el dafio, la regeneracion corneal
estarla muy comprometida. Dicho tratamiento
varia en funcion del estadio de la enfermedad,
de forma que, en el primer estadio, el objetivo
consiste en prevenir la ruptura epitelial y mejorar
la calidad epitelial mediante lagrimas artificiales,
parches oclusivos y con profilaxis de otras
patologias que comprometan la integridad de
la superficie ocular. En el estadio 2 se promueve
la curacion del defecto corneal con antibidticos
topicos, suero autdlogo o suero de corddén
umbilical. En el tltimo estadio se encuentran los
pacientes que no han respondido a los anteriores
tratamientos, teniendo que recurrir a técnicas
de cirugia como tarsorrafia flap conjuntival o
trasplante de membrana amnidtica.

La membrana amnidtica se compone de
propiedades
antiinflamatorias,

una matriz avascular con
antiangiogénicas y
considerandose eficaz en la regeneracion del

epitelio corneal. Es utilizada en oftalmologia
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para el tratamiento de diversas afecciones, tales
como ulceras corneales, glaucoma, quemaduras,
leucomas, etc, ya que actia inhibiendo la
neovascularizacién y la fibrosis [3]. Ademas, se
harecogido en la literatura que al utilizarla como
sustrato para el cultivo de células epiteliales,
forman una estructura tridimensional que se
asemeja mucho al tejido epitelial de la cornea [4].

Los tratamientos actuales con trasplante de
membrana amnioética consisten en la aplicacién
de un fragmento de ésta sobre la superficie
ocular, el cual suele fijarse a los tejidos
mediante finas suturas, pudiéndose aplicar
como recubrimiento o como injerto. En caso de
existir defecto epitelial tnicamente, sin afectar
al estroma, la membrana amnidtica se utiliza
recubriendo toda la superficie, de manera
que los factores de crecimiento que contiene
hacen que las células del epitelio se empiecen a
regenerar por su parte interna. Sin embargo, en
los casos en que exista una lesiéon mas profunda,
con pérdida de estroma, la membrana se injerta
en la region carente del mismo. En este caso, las
células crecen hasta sustituir dicha membrana,
que se va reabsorbiendo progresivamente. Este
proceso es mas lento y la membrana amnidtica
provoca cierta opacidad, como se aprecia en la
Figura 1, que puede limitar la visién de manera
transitoria.

Figura 1. Tratamiento de tlcera corneal con injerto de

membrana amniotica.

Para evitar los problemas y limitaciones
que suponen los trasplantes con membrana
amniotica, tanto en lo referente a la intervencion

67



Rodriguez-Ochoa JL, Arroyo-Garcia CM, Rabasco AM et al. — Nueva alternativa a la cirugia en la queratopatia...

al paciente como en los efectos indeseables que
producen en ellos, se han desarrollado estudios
en los que se emplean extractos de dicha
membrana, habiéndose ampliado su campo
de aplicacion de la via topica sobre piel [5] a la
via oftalmica, los cuales son incorporados en la
correspondiente forma de administracion para
su aplicacion en mucosa ocular [6].

Los liposomas han recibido una especial
consideracion como sistemas transportadores de
compuestos terapéuticamente activos en la via
oftalmica, debido a sus caracteristicas tnicas,
tales como la capacidad paraincorporar farmacos
hidrofilos e hidréfobos, biocompatibilidad, baja
toxicidad, no activacion del sistema inmune y
dirigir la liberacién de compuestos bioactivos
al sitio de accion [7]. Son estructuras vesiculares
esféricas compuestas de una bicapa lipidica,
uni o multilamelar, que rodea compartimentos
internos acuosos.

Sus propiedades de composicion y estructura
los hacen adecuados para el transporte de
proteinas [8]. Recientemente, se han aplicado
al tratamiento de diversas patologias, como
el cancer de vejiga [9], cicatrices hipertroficas
con papaina [10], infecciones vaginales por
el virus del papiloma humano con interferéon
alfa-2b [11], o para la disolucién de los trombos
mediante administracion del activador tisular
del plasminogeno recombinante [12].

Entre los liposomas, los denominados liposomas
ultradeformables o transfersomas, gracias a la
combinacion de los fosfolipidos con compuestos
activadores del borde en su composicion,
presentan una bicapa que es capaz de moldearse
a temperatura ambiente. Esto les permite
atravesar las membranas biologicas sin llegar a
romperse, evitando la liberacién espontanea de
su contenido [13]. Dichos activadores del borde
que confieren esta actividad tan interesante
son, por lo general, compuestos de naturaleza
tensioactiva. Por tanto, uno de los factores a tener
en cuenta a la hora de trabajar con activadores
del borde es que, superada una determinada
concentracién, conocida como concentracion
micelar critica (CMC), no sélo se agregan al
resto de lipidos formando parte de la estructura
de la bicapa, sino que empiezan a constituir por
si mismos distintos tipos de vesiculas, conocidas
como micelas mixtas (MMs), como demostrd
Schubert (2003) en sus estudios [14].
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Teniendo en cuenta los antecedentes
anteriormente descritos en cuanto a la dificultad
einvasividad del injerto de membrana amnidtica
y las ventajas que ofrecen los liposomas como
sistemas de administraciéon de farmacos por via
oftalmica, el objetivo general del presente trabajo
de investigacion fue desarrollar una formulacion
de liposomas deformables de extracto de
placenta (EMA), para su posterior uso en el
tratamiento de la queratopatia neurotroéfica.

2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

Fosfatidilcolina (FO), bromuro de
didodecildimetilamonio (DDAB), colato
sddico (NaC), colesterol (CH), desoxicolato
sédico (NaDC), polvo de placenta, taurocolato
sddico (NaTC), acido Bicinconinico, estdndar
de ovoalbumina y polvo liofilizado de
gonadotropina coridnica humana se adquirieron
de Sigma-Aldrich (Espafa). Estearilamina
(EA) se obtuvo de Fluka-Biochemika
(Suiza). Hepes (acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico), hidrogeno fosfato
de disodio, dihidrégeno fosfato de sodio,
acetona, cloroformo, metanol y acetonitrilo
fueron proporcionados por Panreac Quimica
(Espafia), siendo los solventes acetona y
cloroformo de calidad analitica y el acetonitrilo
y el metanol de grado HPLC.

2.2. Cuantificacion de las proteinas del extracto
de placenta

La cuantificacion de las proteinas existentes en
el extracto de placenta se llevé a cabo mediante
dos métodos: el método del acido bicinconinico
(BCA) para proteinas totales, y por HPLC para
la gonadotropina coriénica humana (hCG),
proteina presente en el extracto de placenta. Para
conocer qué porcentaje representaba la hCG
(p/p) en el extracto, se cuantificé una muestra
por triplicado por ambos métodos.

El fundamento del método BCA consiste en
la reaccion entre las proteinas presentes en la
muestra, con iones Cu2+ en un medio basico.
Esta reaccion da lugar a iones Cu+ los cuales, al
reaccionar con el BCA dan lugar a un complejo
coloreado purpura cuyo maximo de absorbancia
se encuentra a 562 nm. Este pico de absorbancia
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permiti6 determinar la concentracion de
proteinas mediante espectrofotometria UV-
visible. Para el procedimiento de cuantificacion,
se anadieron 100 pL de muestra y 2 mL de
reactivo previamente preparado (1:50 sulfato
de cobre + 49:50 acido bicinconinico). Las
muestras se incubaron a 37 °C y en agitacion
durante 30 minutos (Ret Basic IKA*-WERKE).
Posteriormente, se midié su absorbancia a
562 nm en un espectrofotometro UV-visible
(Agilent” 8453).

Para cuantificar hCG por HPLC, se siguid el
método descrito por Pithadia et al. (2015) con
ciertas modificaciones [15]. El analisis por
HPLC fue llevado a cabo utilizando un equipo
Hitachi Elite LaChrom. Se utiliz6 una columna
Zorbax SB-C18 (4.6 x 150 mm, 3.5 pm). El flujo
se fijo en 1 mL/min y el volumen de inyecciéon
en 20 pL. La fase movil estaba constituida por
una solucion de tampdn fosfato sddico (pH 7.0,
0.05 mM) y acetonitrilo, en proporcion 87.5:12.5
% v/v. Para la correcta deteccion, se requirid
un tratamiento previo de la hCG. Para ello,
se tomaron 350 pL de muestra a los cuales se
adicionaron 700 pL de acetona. Las muestras se
agitaron en voértex (Atom’ Atomixer) durante
10 min y se centrifugaron a 4000 rpm/4 °C/10
min (Eppendorf Centrifuge 5804 R). Una vez
centrifugadas, se retird el sobrenadante y se
resuspendio la hCG en 200 pL de tampdén Hepes
7.4. Tras ser filtradas las muestras utilizando
filtros de acetato de celulosa (Pierce’ Spin Cups)
adaptados en eppendorf y centrifugadas en las
mismas condiciones, estas fueron trasvasadas a
un vial de HPLC con inserto incorporado para
su posterior cuantificacion.

2.3. Extraccion de las proteinas del polvo de
placenta

Para efectuar el proceso de extraccion de las
proteinas del polvo de placenta, se utilizd
un homogeneizador ultrasonico (Ultrasonic
Processor UP100H) usando como buffer de
homogenizado Hepes pH 7.4, isotonizado con
NaCl 150 mM.

Se realizd por triplicado la extraccién de 40 mg de
polvo de placenta en 2 mL de Hepes, aplicando
el homogenizador durante dos tiempos distintos
(30 s y 60 s) con el fin de comprobar el efecto
del tiempo sobre la eficacia de la extraccion.
Posteriormente, la muestra se centrifugd en dos
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condiciones distintas: 3000 rpm/4°C/10 minutos
y 8000 rpm/4°C/10 minutos para comprobar
qué condiciones permitian la extraccién mas
favorable. Las muestras resultantes fueron
cuantificadas en proteinas totales por el método
BCA.

Una vez seleccionadas las condiciones mas
favorables de extraccién aplicando el test
estadistico t-student, se estandarizé el método y
los sobrenadantes se fueron almacenando en un
nico matraz con el fin de utilizar en todos los
ensayos un extracto con la misma concentracién
de proteinas.

2.4. Elaboracién de los liposomas

Para elaborar los liposomas se empled la técnica
de evaporacion en capa fina o Bangham (TLE,
Thin Layer Evaporation), ampliamente utilizada
por Gonzalez-Rodriguez et al. (2016), con el fin
de obtener una elevada eficacia de encapsulacion
de EMA, asi como buenas caracteristicas fisicas
de las vesiculas [16]. El método requiere la
formacion inicial de una pelicula fina de los
lipidos, la cual es posteriormente hidratada en
condiciones de agitacion y calentamiento a 58
BC (temperatura superior a la temperatura de
transicion de fases de la FC).

2.5. Estudios de caracterizacion
2.5.1. Analisis dimensional

Paraevaluar el tamafio delas vesiculas se recurrid
a la espectroscopia de correlacion fotdnica.
El equipo utilizado fue un Zetasizer Nano ZS
(Malvern Zetasizer), el cual calculo el radio
hidrodinamico (RH) de las particulas, asi como
el indice de polidispersion (PDI). Este ultimo
parametro informa sobre la homogeneidad
o heterogeneidad en tamano de la poblacion
analizada, adquiriendo este ensayo especial
relevancia a la hora de definir la presencia de
MMs por exceso de activador de borde. Las
medidas fueron realizadas por triplicado y se
aplico una dilucion 1:20 v/v.

2.5.2. Carga superficial: potencial zeta

El potencial zeta (C) es una medida de la carga
que rodea a las particulas en suspensién. En
nuestro estudio, dotar a la superficie de los
liposomas de una carga positiva permitiria
mejorar la penetracion y tiempo de permanencia
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en la cornea, al contar esta con una carga
superficial negativa [17, 18]. Ademas, se
evitan los fenémenos de agregacion durante
el almacenamiento. El equipo utilizado fue el
mismo que para la determinacién de tamanos,
asi como la preparacion de las muestras.

2.5.3. Eficacia de encapsulacion

Este parametro refleja la cantidad en porcentaje
de la proteina que se ha internalizado en las
vesiculas. Esta se determino de forma indirecta,
cuantificando la cantidad de proteinas existente
en el medio y teniendo en cuenta la cantidad de
proteina anadida.

Para determinar la fracciéon no encapsulada,
las muestras se sometieron a centrifugaciéon en
condiciones de 8000 rpm/4°C/60 min.

Posteriormente, se retird el sobrenadante y se
cuantifico mediante el método del BCA.

Por diferencia con el total de proteinas
adicionado, queeraconocido porlacuantificacion
del extracto y por el volumen afadido en cada
lote, se determind la fraccién encapsulada y se
representd en forma de porcentaje frente al total
anadido.

2.5.4. Indice de deformabilidad

Uno de los pardmetros mas relevantes a la hora
de caracterizar transfersomas es el indice de
deformabilidad. Para la determinacién de este
factor, se hizo pasar la formulacion optimizada
de liposomas por una serie de poros de didmetro
conocido con el fin de observar la capacidad
de estos de recuperar su forma y tamafio una
vez atravesados, evitando romperse y liberar
el farmaco. Se utilizé como control la misma
formulacion pero en ausencia del activador del
borde.

Para ello, se extruyeron las vesiculas a través
de un filtro de membrana de policarbonato de
800 nm en un extrusor (LIPEX® Thermobarrel
Extruder) bajo flujo de nitrégeno [16]. El ID se
calculé determinando el flujo (J) de la muestra
a través del filtro y la relacion del tamafio
vesicular obtenido y el tamafo del poro. El flujo
se determin6 haciendo pasar la formulacién,
previamente tratada con el filtro de 800 nm, por
uno de 100 nm (rp) aplicando una presién de
290 psi durante 10 minutos, y midiendo el radio
hidrodindmico por DLS (rv). El ensayo se realizé
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por duplicado.

El ID se calculé mediante la siguiente formula:
ID =] x (rv/rp )?

2.5.5. Morfologia

La caracterizacion morfoldgica superficial de
la formulaciéon optimizada de liposomas fue
evaluada mediante un Microscopio Electronico
de Barrido de Alta Resolucion (FEGSEM
HITACHI S-5200), el cual posee un detector
de electrones el cual permite la observacion
de la superficie de la muestra. La muestra fue
previamente tratada diluyendo 500 pL de ésta
en 2,5 mL de tampon Hepes. Posteriormente, se
depositd en un soporte de silicio y se dejo secar al
aire durante una noche. Al dia siguiente fueron
recubiertas con platino mediante sputtering,
con el fin de transformarlas en superficies
conductoras.

2.6. Estabilidad de las proteinas en las
condiciones de trabajo

Debido a la labilidad que presentan las
proteinas cuando son sometidas a determinadas
condiciones de stress, antes de proceder a
desarrollar los ensayos de formulacién, se realiz6
un estudio para evaluar la estabilidad de las
proteinas en las condiciones mas agresivas que
forman parte de la elaboracion y caracterizacion
de los liposomas. Los ensayos incluyeron la
estabilidad frente al tiempo, la temperatura y la
centrifugacion.

2.6.1. Tiempo

Teniendo como referencia el tiempo de estudio
de estabilidad de los liposomas se forma
rutinaria, se cuantific6 una vez por semana
durante un mes la concentracion de proteinas
de las cuatro extracciones realizadas para el
estudio de extraccion detalladas en un apartado
anterior, utilizando el método BCA.

2.6.2. Temperatura

Para estudiar la estabilidad frente a la
temperatura, el método de cuantificacion con
BCA no es valido, ya que tanto la estructura
macromolecular de la proteina como cuatro
especificos (cisteina, cistina,
triptofano y tirosina) son los responsables de
la formacién de color en muestras de proteinas

aminoacidos

cuando son ensayadas con este método. Esto
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implica que, aunque las proteinas se encuentren
desnaturalizadas, el BCA seguira reaccionando
con estos aminoacidos formando el complejo
coloreado.

Por ello, se llevd a cabo la técnica descrita por
Cueto et al. (2003) para la determinacion de
temperatura de desnaturalizacion de proteinas,
mediante Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC Setaram 131) [19].

2.6.3. Centrifugacion

Para evaluar si las proteinas permanecian
estables a las condiciones de centrifugacion
necesarias para hacer precipitar los liposomas
y poder asi cuantificar el sobrenadante en la
determinacion de la eficacia de encapsulacion,
se realizd6 una extraccion, la cual se separo
en dos alicuotas. Una de ellas se cuantifico
inmediatamente por el método BCA vy la otra se
sometid a centrifugacion (8000 rpm/4°C/60 min)
y se cuantificd. Posteriormente, se compararon
los datos obtenidos.

2.7. Disefio y optimizacion de la formulacion de
transfersomas

2.7.1. Determinacion de la CMC del dcido célico

La obtencién de transfersomas requiere la
adicion a la mezcla lipidica de un activador
del borde. En el presente estudio se utilizaron
las siguientes sales biliares: colato Na (NaC)
desoxicolato Na (NaDC) y taurocolato Na
(NaTC).

Para determinar la cantidad maxima de sal biliar
que pudiese incorporarse sin que se superase la
CMC, se llevé a cabo un primer estudio con el
NaC para determinar su CMC y, a partir de ahi,
establecer las concentraciones adecuadas para
su formulacién en liposomas.

Para ello, se prepararon 5 lotes de liposomas
con composiciones fijas de FC (0.11 mmol) y CH
(0.027 mmol) y concentraciones crecientes (3, 6,
12,25y 73.3 mM) de acido cdlico. Posteriormente,
se caracterizaron en cuanto a tamano, PDI y
carga superficial, y se midié la transmitancia
por espectrofotometria UV-visible con el fin de
establecer la concentracién a la cual comienzan
a formarse las micelas. Previamente se hizo un
barrido para determinar la longitud de onda de
maxima transmitancia.

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):66-78.

2.7.2. Aplicacion del disefio experimental a la etapa
de cribado

El objetivo de esta etapa fue determinar
la composicion de los transfersomas que
satisfaciera los criterios de calidad en términos
de tamarfios, PDI, carga superficial y eficacia de
encapsulacion del EMA. Para ello, se aplico la
herramienta estadistica del disefio experimental,
la cual permite acercarnos a la composicion
optima de la formulacién, cribando entre todos
los factores analizados, aquellos que influyeron
significativamente en las respuestas evaluadas.
El estudio se llevo a cabo utilizando el software
DOEpack 2000.

Paraello, se fijaron cuatro factores con tres niveles
cada uno (Tabla 1). Para el estudio se seleccion6
una matriz L9 de Taguchi, generando de esta
forma 9 experimentos, cuyas composiciones se
recogen en la Tabla 2.

Tabla 1. Factores y niveles del estudio.

Factor Niveles

-1 0 +1
Activador del borde (Tipo AB) NaC NaDC  NaTC
Agente de carga (Tipo AC) Ninguno EA DDAB
Cantidad de agente de carga (Q,  0.02 0.04 0.06
mmol)
Concentracion de extracto ([E], 0.125 0.187 0.25
mg/mL)

Tabla 2. Experimentos correspondientes a la matriz
experimental Taguchi L9. TC: taurocolato sédico. C: colato
sédico. DC: desoxicolato sédico. EA: estearilamina. DDAB:

didodecildimetilamonio.

Tipo AB TipoAC  Q(mmol)  [E] (mg/mL)

1 TC Sin 0.02 0.125
2 TC EA 0.04 0.187
3 TC DDAB 0.06 0.25

4 C Sin 0.04 0.25

5 C EA 0.06 0.125
6 C DDAB 0.02 0.187
7 DC Sin 0.06 0.187
8 DC EA 0.02 0.25

9 DC DDAB 0.04 0.125
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Los experimentos se realizaron por duplicado y
las formulaciones se caracterizaron en tamaro,
PD], potencial C y eficacia de encapsulacion.

La evaluacion de los efectos producidos por la
modificacion de las variables se realizé mediante
el analisis de las medias (ANOM), el cual analiza
si las medias de los tratamientos difieren de la
media general.

2.7.3. Optimizacion de la formulacion

Una vez evaluados los resultados obtenidos
en la etapa de cribado, se seleccionaron cuatro
combinaciones para seleccionar de entre ellas la
composicion 6ptima, siendo los factores criticos:
activador de borde (NaC o NaDC) y cantidad de
agente de carga (0.04 o 0.06 mmol). Los factores
de agente de carga utilizado y concentracion
del EMA se fijaron en la etapa de cribado.
Estas cuatro combinaciones se elaboraron por
duplicado y se caracterizaron.

Los objetivos que se plantearon en esta etapa de
optimizacion fue seleccionar la formulacion con
tamano proximo a 800 nm, un PDI minimo, un
potencial C maximo positivo y una eficacia de
encapsulaciéon maxima.

3. Resultados y discusion

3.1. Extraccion y estudio de estabilidad de las
proteinas del polvo de placenta

Antes de proceder a la formulacién de los
liposomas, se realizd6 un estudio basico a las
muestras del extracto con el fin de evaluar la
influencia de distintos factores relacionados con
el proceso de extraccion de las proteinas totales a
partir del polvo de placenta comercial y que han
sido detallados en el apartado de Metodologia.
Estas muestras se evaluaron en cuanto a
proteinas totales durante un periodo de un mes
con el fin de determinar si las condiciones de
extraccion condicionan el mantenimiento de las
concentraciones. En la Figura 2 se puede apreciar
como el aumento del tiempo de centrifugacion
afectd considerablemente a la concentracion
de proteinas extraidas, disminuyéndola. Esto
podria deberse a que este proceso induce la
precipitacion de las proteinas, reduciendo asi la
cantidad solubilizada recuperada [20]. El tiempo
de sonicacién parece afectar en menor medida a
la cantidad extraida.
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Figura 2. Condiciones de extraccion de las muestras
de EMA. 1: 30 s de sonicacién y centrifugacion 3000
rpm/4°C/10 min. 2: 30 s de sonicacién y centrifugacion
8000 rpm/4°C/10 min. 3: 60 s de sonicacién y
centrifugacién 3000 rpm/4°C/10 min. 4: 60 s de sonicacion
y centrifugacion 8000 rpm/4°C/10 min. Los valores
medios fueron estadisticamente diferentes comparados

con el experimento 1 (* P<0.0001).

A la vista de los resultados obtenidos, las
condiciones de extraccion se fijaron 30 segundos
de sonicacion seguidos de centrifugacion a 3000
rpm/4°C/ 10 min.

A continuacion, se llevd a cabo un estudio de
recuperacion de las proteinas totales de las
muestras, las cuales fueron sometidas a las
condiciones propias del proceso de elaboracion
de liposomas, tanto de temperatura (en la
obtencién de los liposomas) como de tiempo
de centrifugacion (para la determinacién de la
eficacia de encapsulacion de las proteinas en
las muestras). Los resultados obtenidos sobre
el efecto de la temperatura se muestran a partir
de los termogramas correspondientes a las
muestras de extracto de placenta control (A)
y tras ser sometida a 80°C durante 30 min (B),
como se recoge en la figura 3.

Figura 3. Termogramas obtenidos por DSC de la
muestra del polvo de placenta. (A) Sin someterla
a ningun tipo de tratamiento. (B) Sometida a bafo
maria a 80 °C durante 30 minutos.

En la figura 3A se pueden observar varios picos
en el rango de temperaturas entre 70 y 75°C
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aproximadamente, que pueden identificarse con
los picos tipicos de la desnaturalizaciéon de las
proteinas [19]. Sin embargo, en la figura 3B no
aparecen estos picos al encontrarse las proteinas
ya desnaturalizadas.

Dado que en el proceso de elaboraciéon de los
liposomas por TLE la temperatura maxima
que se requiere es de 58°C [16], el método seria
adecuado para trabajar con proteinas.

3.2. Determinacion de la concentracion micelar
critica (CMC) del acido cdlico

Este estudio se planted con idea de determinar
la cantidad de activador del borde (sal biliar) a
usar en la elaboracion de los liposomas, tal que
se asegurara su incorporacién en la bicapa y se
evitara la formacion de micelas.

Para ello, se llevd a cabo la determinacion de
la transmitancia de las muestras con diferente

concentracion, en el espectrofotometro,

estableciéndose el maximo en 657 nm. A partir de
ahi, se determind el porcentaje de transmitancia
de cada uno de los lotes a esa longitud de
onda. Los resultados obtenidos mostraron un
incremento del valor de transmitancia a medida
que aumento la cantidad del colato (Figura 4).
Ello puede deberse a la formacién de micelas
que, al tener un menor tamano que los liposomas,
interfieren menos en el paso de la luz [21].

Asimismo, cuando se evaluaron los tamanos
de las muestras coloidales por espectroscopia
de correlacién foténica, se pudo observar
como a concentraciones mayores de 6 mM
(correspondiente a L2), deja de obtenerse una
unica poblacion (Fig. 4A), detectandose al menos
dos poblaciones distintas en los lotes elaborados
con una concentracién de NaC de 12 mM o
mayor, como se recoge en la Figura 4B. Ello se
debe a que al superarse la CMC aparecen las
MMs, las cuales poseen tamafnios muy dispersos
[14].

Figura 4. Representacion de los radios hidrodinamicos (RH, nm) de los lotes ensayados y valores de transmitancia (%)

obtenidos. En la parte superior se esquematiza la organizacién de las moléculas de activador del borde alrededor de

la concentracion micelar critica (CMC): por debajo de la CMC, mondmeros; Por encima de la CMC, el activador del

borde se encuentra formando micelas. A) Diagrama DLS ilustrativo de lotes con una concentracion inferior a 6 mM. B)

Diagrama DLS ilustrativo de lotes con una concentracién superior a 6 mM.
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A la vista de los resultados obtenidos, se fijo en
6 mM la concentracién de activador del borde,
la cual formara parte de la composicion de los
distintos lotes de liposomas. Esta concentracion
permitia la incorporacion de la sal biliar en la
bicapa sin formacion de MMs.

3.3. Influencia de los factores variables en la
formulacion

Una vez seleccionada la cantidad de sal biliar
a incorporar en la formulaciéon, se continud
el trabajo evaluando la influencia que
determinados factores de formulaciéon podrian
afectar a las caracteristicas de o0s sistemas

coloidales obtenidos.

Tabla 3. Caracteristicas de los lotes ensayados en el screening.

Como se muestra en la secciéon de metodologia,
se seleccionaron cuatro factores a tres niveles
(Tabla 1), cuya matriz experimental correspondio
a una L9 Taguchi (Tabla 2). Los resultados de
caracterizacion de las formulaciones elaboradas
se recogen en la Tabla 3.

La caracterizacion de todos los lotes fue posible,
a excepcion de los experimentos 3 y 9, como se
muestra en la parte inferior de la tabla, los cuales
presentaron problemas de poseer numerosas
poblaciones de tamafio, desestabilizacion
de las muestras y dificultad en el proceso de
centrifugacion [22].

RH (nm) PDI Z(mV) EE (%)
1 634.9 +136.8 0.384 +0.0016 -9.66+£0.91 41.48 +10.97
2 1415.0 +50.9 0.220 + 0.0026 +2650+0 68.78 +5.74
3 578.6 +2.3 0.536 +0.016 +24.05+1.34 - -
4 908.7 £22.7 0.229 + 0.069 -9.03+0.64 58.60 +5.78
5 1156.8 +447.2 0.355 +£0.187 +28.05+1.34 27.11+13.23
6 1332.5 +89.8 0.206 +0.001 +13.05+1.34 64.06 +8.47
7 1067.0 £ 8.5 0.152 +0.057 -8.61 +£0.96 58.68 +4.29

8 1992.0 + 647.5 0.050 £0.018 +12.47 £ 6.70 81.86 +2.60

9 564.85 +137.8 0.580 +0.073 +12.00 +3.12 - -
1 2 3 4 6 7 8 9

Con el fin de analizar la influencia de los
factores de formulacion sobre las respuestas de
caracterizacion evaluadas, se aplicd el Disefio
de Experimentos y se utilizaron los graficos
ANOM vy el anadlisis de la varianza. Para ello, se
establecieron los limites de confianza, superior
(UDL) e inferior (LDL), los cuales determinaran
la influencia significativa de cada factor en la
respuesta evaluada.
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3.3.1. Influencia en el potencial C

Los valores de carga superficial de los liposomas
en las diferentes formulaciones oscilaron entre
-9.66 y +28.05 mV.

Con el fin de visualizar graficamente el efecto
de los factores sobre esta respuesta, a titulo de
ejemplo se exponen dos graficos ANOM, uno
con efecto significativo y otro sin él (Figura
5A y 5B, respectivamente). Para el resto de
variables, el procedimiento seria similar.
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Figura 5. Graficas ANOM del potencial zeta respecto a:
A) cantidad del agente de carga y B) concentracion de

proteinas totales.

Se obtuvo la existencia de diferencia significativa
entre la ausencia de agente portador de carga
positiva a las vesiculas y la presencia de estos
compuestos (p<0.001; F 28.8 (-1 v +1) y F 202.8
(-1+1 v 0), siendo la EA el lipido que aportd
mayores valores
se aprecia con claridad en la figura 5A una
relacion lineal entre la cantidad de agente de
carga anadida y el potencial (, como también
observaron Carridn et al. (1997) [23].

de potencial. Asimismo,

Con respecto a la concentracion de proteinas,
no existieron diferencias significativas entre los
niveles ensayados (Figura 5B).

3.3.2. Influencia sobre el tamaiio y la polidispersion

Las formulaciones desarrolladas tuvieron
tamanos que oscilaron entre 565 y 1992 nm,
aproximadamente, con PDI
entre 0.05 y 0.58. Estos valores tan dispersos
se justificaron por la presencia simultanea en

algunos lotes de liposomas y micelas.

comprendidos

Los factores que contribuyeron de forma
significativa en el tamafio fueron el activador del
borde, obteniendo vesiculas de menor tamano
al usar NaTC. En cambio, no se observaron
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diferencias significativas entre NaC y NaDC.
Este resultado puede deberse a la formacion
de MMs de NaTC, como se pudo comprobar
al obtener valores de PDI muy elevados, en
concordancia con otros estudios [14].

Por otra parte, el agente de carga que influyd
de forma mas significativa en el tamafo fue EA,
obteniéndose con ésta el mayor tamano (p<0.001,
F 24.63 (-1,+1 v 0). La rigidez de esta molécula
en comparacion con la naturaleza tensioactiva
DDAB puede contribuir a la obtencion de
vesiculas de mayor tamafio al interponerse en la
bicapa [13].

Lacantidad de agente de carga y la concentracion
de proteinas no influyeron significativamente
en los valores de tamafio obtenidos, si bien
respecto a la concentracién de proteinas, el nivel
intermedio (0.187 mg/mL) fue el que proporciond
un menor PDI de forma significativa.

3.3.3. Influencia sobre la eficacia de encapsulacion

Los valores obtenidos en los experimentos
ensayados oscilaron entre 27.11 y 81.86 % de
proteina.

La EA mostro ser el agente de carga mas
indicado al presentar mayores valores de
encapsulacion (p<0.001, F 36.48 (-1 v +1); F
27.67 (-1,#1 v 0). Sin embargo, el resultado mas
revelador fue la obtencién de una relacién lineal
inversa entre la cantidad de agente de carga y
la eficacia de encapsulaciéon obtenida (p<0.001,
F 54.88 (-1 v +1)). Por otro lado, se observé que
NaTC proporcioné el menor valor de farmaco
encapsulado de forma significativa y que no
existieron diferencias entre NaC y NaDC.
Finalmente, el nivel intermedio de concentracion
de proteinas fue el que presenté un mayor valor
de este parametro (p<0.001, F 33.78 (-1 v+1) y F
51.68 (-1,+1 v 0)).

3.4. Optimizacion de la formulacion

Los resultados del cribado permitieron fijar
algunos factores de formulaciéon: EA como
agente de carga superficial, ya que este lipido
permitié obtener los mejores resultados en PDI,
potencial {y eficacia de encapsulacion; asimismo,
la concentracion de proteinas se fijo en 0.187 mg/
mL. Sin embargo, fueron necesarios ensayos
adicionales para dilucidar el comportamiento
de las formulaciones en funcién del activador
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del borde y la concentracion del agente de carga.
Se descartaron NaTC y la cantidad de agente
de carga 0.02 mmol en base a los resultados del
apartado anterior.

En esta etapa, se realizo una bateria de cuatro
experimentos con las distintas combinaciones de
NaCy NaDC, a 0.04 y 0.06 mmol de EA.

Los resultados de caracterizacién obtenidos
(Tabla 4) mostraron la presencia de MMs en
las formulaciones A y B, haciéndose patente
este hecho por la distribuciéon de tamafios y
los valores de PDI elevados, motivo por el cual
estos lotes fueron descartados. Se fijo, por tanto,
NaDC como activador del borde.

Tabla 4. Caracteristicas de los lotes elaborados en la
etapa de optimizaciéon. A: NaC y 0.04 mmol. B: NaC y
0.06 mmol. C: NaDC y 0.04 mmol. D: NaDC y 0.06 mmol.

RH (nm) PDI {(mV) EE (%)

A 596.9+108.8 0.468+0.187 +25.06+3.37  76.64+2.47

B 598.2+58.8 0.357+0.147  +28.50+3.75  59.67+29.58
C 879.5+£169.7 0.268+0.086 +21.50+3.56  76.83+22.24
D 813.9+52.1 0.093+£0.033  +26.95+2.90 75.44+7.23

Como quedd patente en el estudio ANOM, al
aumentar la cantidad de agente de carga, el
potencial C obtenido aumenta de forma lineal,
como ya afirmaron Villasmil-Sanchez et al.
(2010) [24]. Esto, junto a que los resultados de
encapsulacion en ambos lotes fueron similares,
hicieron que la cantidad afiadida en los lotes
definitivos fuese el nivel mas alto, 0.06 mmol.

Por tanto, la composicion definitiva de la
formulacion se fijo como sigue. Los componentes
de la bicapa fueron: FC (0.11 mmol), CH (0.027
mmol), NaDC (0.018 mmol) y EA (0.06 mmol). La
fase acuosa de los liposomas estuvo compuesta
del EMA (0.187 mg/mL) disuelta en tampdn
Hepes pH 7.4.

En las microfotografias tomadas mediante
FEGSEM (Figura 6) se pudo apreciar la
morfologia de los sistemas lipidicos obtenidos,
confirmando su naturaleza vesicular. Ademas,
la elasticidad conferida por el activador del
borde les permite atravesar diametros de poro
mucho menores que sus propios radios. A nivel
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bioldgico, esto se traduciria en su capacidad para
atravesar las membranas bioldgicas reduciendo
el riesgo de romperse, liberando el farmaco
encapsulado durante el proceso de penetracion
[25]. El valor de ID obtenido para la formulacion
optimizada fue de 4.38 + 0.4, mientras que la
formulacion control sin NaDC presentd un
valor de 1.98 + 0.1, lo que demuestra la elevada
flexibilidad de las vesiculas obtenidas.

Figura 6. Microfotografias obtenidas por FEGSEM de la

formulacién optimizada.

4. Conclusiones

La determinacién de las condiciones optimas
de trabajo para el extracto de polvo de placenta
asegurd que las condiciones de elaboracion de
los liposomas no afectasen a su integridad.

Mediante la aplicacion del disefio experimental,
se pudo alcanzar una composicion &ptima
para la formulacion de liposomas deformables,
fisicoquimicas
apropiadas para una futura administracion
oftalmica. No obstante, estos estudios han de
complementarse con otros relacionados con el
comportamiento biofarmacéutico del farmaco
en las formulaciones.

con unas caracteristicas
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Escorbuto o la enfermedad de los nautas. Aportacion de los
navegantes espafioles a su conocimiento y tratamiento

Scurvy or the disease of the navigators. Contribution of spanish navigators to
their knowledge and treatment

Herrera J

Fundacion Farmacéutica Avenzoar. Sevilla. Espana
Correspondencia: jherreracarranzat@yahoo.es

Recibido: 24.06.20; aceptado: 04.07.20

Resumen: En el presente trabajo se analiza el papel jugado por algunos navegantes esparfioles en el cono-
cimiento y, especialmente, el tratamiento del escorbuto en las largas rutas transoceanicas. Tratamientos
siempre con frutas citricas, naranjas y limones. Se comenta el caso especial del capitan Sebastian Vizcaino,
mediante la administracion de una frutilla (xocohuitzles) en la isla de Mactan. También los importantes
navegantes Antonio de Ulloa, en las conversaciones con sus tres hijos, y el insigne médico cirujano Pedro
M? Gonzalez, en la expedicién de Alejandro Malaspina. La primera expedicion de muy largo recorrido
libre de escorbuto. Por tltimo, el médico renacentista sevillano Agustin Farfan, el primero en preparar y
recomendar tempranamente un medicamento elaborado con naranjas y limones, en 1592.

Abstract: This paper discusses the role played by some spanish navigators in knowledge and, es-
pecially, treatment against scurvy on long transoceanic routes. Treatments always with citrus fruits,
oranges and lemons. The spatial case of captain Sebastidn Vizcaino is discussed, administering a small
fruit (xocohuitzles) on the island of Mactan. Also the important navigators Antonio de Ulloa, in the
conversations with his three sons, and the distinguished surgeon Pedro M? Gonzalez on the expedi-
tion of Alejandro Malaspina. The first expedition of very long-haul navigation free of scurvy. Finally,
the sevillian renaissaance physician Agustin Farfan, the first to prepare and recommend early a drug
made with oranges and lemons, in 1592.

Palabras clave: escorbuto, navegantes espafnoles, tratamiento. Keywords: Scurvy, spanish navigators,

treatment.

El escorbuto recibié distintos nombres, todos travesias, también a lo largo de la Historia
ellos muy indicativos de la severidad de su los hombres de los ejércitos, las poblaciones
padecimiento, por parte de los navegantes, sitiadas por el enemigo, las migraciones que
espanoles y portugueses, de la Era de los parecian no tener fin, etc., fueron sometidos a
Descubrimientos  Geograficos y  siglos los azotes de algo parecido a un mal desatado
posteriores: el terrible mal, la peste de los por los dioses enfurecidos. Empero, hay que
mares, la peste de las naos, el mal de Loanda reconocer que los navegantes lo sufrieron con
(para los portugueses), etc. Sin embargo, inusitado rigor y virulencia. Al menos, asi
el escorbuto no fue privativo de los nautas nos lo contaron en nuestra etapa escolar y la
embarcados durante largas, o muy largas, investigacion histdrica lo confirma.
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Siento la oportunidad, o conveniencia, de escribir
sobre esta materia en el tiempo actual en el que
se conmemora el V Centenario de la Primera
Vuelta al Mundo (1519 - 1522), aquella gesta
protagonizada por dos hombres (sin olvidar
los intrépidos tripulantes) que gravitan en lo
mas alto de la Historia Universal: Fernando de
Magallanes y Juan Sebastian Elcano. El primero
portugués al servicio de la corona espafiola y
el segundo quien capitane6 la efeméride de la
Primera Vuelta al Mundo. Empero, en justicia,
como digo: acompafados, desde la partida de la
orilla del Guadalquivir (puerto de Mulas), por
mas de 200 intrépidos héroes, muchos anénimos.
Bien entendido, que la Vuelta al Mundo fue
una consecuencia de la expedicion ideada por
Magallanes a las Islas de la Especias.

Y el escorbuto se hizo presente durante las largas
travesias oceanicas, cobrandose muchas vidas.
El testimonio de Antonio Pigafetta, sobresaliente
que acompaniaba a Magallanes en la nave
Trinidad, la capitana, en la primera parte de tan
excepcional gesta maritima, asi lo acredita: “Pero
por encima de todas las penalidades, esta era la
peor: que les crecia a algunos las encias sobre los
dientes -asi los superiores como los inferiores
de la boca-, hasta que de ningtin modo les era
posible comer: que morian de esta enfermedad”.
Tomado de la Cronica del primer viaje alrededor
del mundo que escribié. Pigaffetta fue uno de
los 18 superviviente que llegaron a Sevilla con el
cargamento de clavo, a bordo de la nao Victoria.

Otro testimonio de la misma época (Era de los
Descubrimientos Geograficos) lo ofrece Andrés
de Urdaneta (famoso por la acertada propuesta
del tornaviaje de Filipinas a Acapulco o Ruta de
Urdaneta), con ocasion de la expedicion de Fray
Garcia Jofré de Loaysa (se descubrié el Cabo
de Hornos, “el acabamiento de tierras”), en la
que, por cierto, murid Juan Sebastian Elcano de
escorbuto: “Toda esta gente que fallecié (unos 30
desde la salida al océano) murio de crecerse las
encias en tanta cantidad que no podian comer
ninguna cosa y mas de un dolor de pechos con
esto; yo vi sacar aun hombre tanto grosor de carne
en las encias como un dedo, y otro dia tenerlas
crecidas como si no hubiera sacado nada”.

Con relacion a esta efeméride maritima,
ordenada por Carlos I, que se llevd a cabo entre
1525 y 1536, el hispanista Stanley G. Payne (365
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momentos claves de la Historia de Espaiia,
Espasa, 2016), describe la dramatica situacion a
bordo: “Con la llegada del verano, el escorbuto
comenzd a hacer mella en los tripulantes hasta
que sus efectos se volvieron devastadores, (...)".
Y prosigue el hispanista refiriéndose a Toribio
Alonso de Zalazar, elegido nuevo capitan
general, tras la muerte de Loaysa: “..., pues al
poco de tomar el mando ya mostraba signos de
padecer el escorbuto. En algiin punto del océano
entre las Marianas y las Molucas, dos semanas
después del descubrimiento (atolén de Bokak),
el joven capitan muri¢”, cuando contaba unos
treinta afios de edad.

Un navegante espafol, extremefo u onubense,
capitan Sebastidn Vizcaino, con ocasion de
una expedicidon exploratoria por la costa oeste
de California (1602), al mando de tres naves,
describié por vez primera detalladamente la
enfermedad y su primer tratamiento efectivo,
al contraer el escorbuto parte de la tripulacion
y recobrar la salud en nueve dias, cuando
desembarcaron en la isla de Mazatlan. He aqui
“... cobraron todos salud
y fuerzas y se levantaron de las camas, de suerte
que cuando salieron las naos del puerto ya
podian acudir a marear las velas y a gobernar el
navio y hacer sus guardias como antes. (...), no

su testimonio escrito:

hubo medicinas, ni drogas de botica, ni recetas,
ni medicamentos de médicos y si algtin remedio
hubo, fue el refresco de las comidas frescas y
comer de una frutilla que se halld en estas islas
y los naturales de alli llaman xocohuitzles”
(parecida a una manzana pequena y oblonga).

Figura 1. Capitan Sebastian Vizcaino. Explorador de la
costa de California (1602).
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Brillante pagina espafola que contribuyd,
sin duda,
enfermedad de los navegantes y su tratamiento.
El secreto contenido en la frutilla: vitamina C
(acido ascorbico). Aquellos intrépidos marinos
desconocian las propiedades antiescorbtiticas
de la ‘milagrosa’ vitaminas y tardaria aun largo
tiempo hasta su aplicacion médica con base
cientifica.

al conocimiento de esta temida

En la Era de los Descubrimientos, y tomando
como base las alimenticias
embarcadas en la Armada de la Especiaria al
mando de Fernando de Magallanes, segun los
documentos custodiados en el Archivo General
de Indias de Sevilla, se ofrece el siguiente listado
de productos:

provisiones

Bizcocho, vino, aceite, vinagre, pescado seco,
bastina seca, tocinos afiejos, habas, garbanzos,
lentejas, harina, ajos, quesos, miel, almendras,
anchoas, sardinas blanca, pasas, ciruelas pasas,
higos, azucar, carne de membrillo, alcaparras,
mostaza, arroz y sal. También algunos animales
de carne: aves, vacas, puercos. Y agua que
debian renovar en los sucesivos desembarcos,
siempre que las condiciones geograficas fueran
favorables (rios, arroyos, embalses).

Tres cuestiones merecen comentarios: 1) se
comprueba en el listado que no hay muchos
productos de origen vegetal y, ademas, los
pocos embarcados (ciruelas, higos), con posible
contenido de vitamina C, muy dificiles de
conservar durante la travesia; 2) interesante, para
algunos historiadores, es la presencia de carne
de membrillo (fuente muy dudosa de vitamina
C), aunque ésta privativa para los mandos de
las naos (capitanes, maestres, pilotos); y 3) en
numerosas ocasiones los alimentos tenian que
se racionados (también el agua), por orden
de la méaxima autoridad de la expedicion,
Magallanes. Bajo estas condiciones el escorbuto
se convirtio en el padecimiento mas sufrido por
los navegantes y el que mas muerte causo.

Desde finales del siglo XIX se sospechaba que el
escorbuto era una enfermedad carencial causada
por la falta de algiin componente nutricional, que
poco tiempo después, se identificaria como la
vitamina C (acido ascdrbico), aunque el recorrido
fue, comoseaprecia, muy largo, demasiadolargo,
hasta alcanzar la feliz conclusion cientifica. En
efecto, es generalmente aceptado que el médico
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(cirujano) escocés, James Lind, (Edimburgo,
1716), enrolado temporalmente en la Armada
britanica (Royal Navy), inicié el camino para
la curacion definitiva del escorbuto. Destinado
entre 1746 y 1747 en el buque Salisbury, tuvo
que hacer frente a la virulencia del escorbuto
en parte de los tripulantes. Concretamente
tratd a 12 enfermos: “... todos tenian las encias
podridas, manchas en la piel, lasitud y debilidad
de las rodillas,...”. Fue claro el diagndstico de
escorbuto.

Tomo la decision de hacer una distribucion
de 6 parejas y a cada una de ellas suministrd
suplemento
diferente para comprobar sus efectos: 1) Un
cuarto de galon de sidra tres veces al dia; 2)
Dos cucharadas de vinagre tres veces al dia; 3)
Media pinta de agua de mar; 4) 25 gotas de elixir
de vitriolo tres veces al dia; 5) Semilla de nuez
moscada tres veces al dia y una mezcla de ajo,

diariamente  un alimenticio

semilla de mostaza, balsamo del Pert y resina
de mirra; y 6) Dos naranjas y un limén al dia.
Resultado: la pareja de enfermos de escorbuto
que habia recibido el suplemente de los citricos
experimento una valorable mejoria.

Lind se retir6 de la marina en 1748, ejercid
la medicina y realizd una tesis acerca de las
enfermedades venéreas, aunque también tuvo
tiempo para escribir su obra Tratado sobre
la naturaleza, las causas y la curacion del
escorbuto, publicada en 1753. Murié en 1794.
El disefio de su estudio antiescorbutico esta
considerado como una aproximacién al primer
ensayo clinico de la Historia de la Medicina. No
obstante, el Almirantazgo britanico no ordend
el abastecimiento de sus buques con naranjas
y limones hasta 1795, un afio después de su
fallecimiento.

Y ahora es de justicia relatar resumidamente los
antecedentes en el conocimiento y tratamiento
delescorbuto por parte denavegantesy sanitarios
espafioles. Ya se ha expuesto el caso memorable
del capitan Sebastian Vizcaino, con ocasion de su
expedicion por las costas de California en 1602.
Ahora, en primer lugar, analicemos el empefio
del Almirante sevillano Antonio de Ulloa (1716-
1795), descubridor del platino y mucho mas,
coetaneo del escocés James Lind. de California
en 1602. Ahora, en primer lugar, analicemos el
empefio del Almirante sevillano Antonio de
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Ulloa (1716-1795), descubridor del platino y
mucho mas, coetaneo del escocés James Lind.

Figura 2. Documento Conversacion de Ulloa con sus tres

hijos en servicio de la marina (titulo abreviado).

Se conserva un abultado titulado
Conversaciones de Ulloa con sus tres hijos en
servicio de la marina (titulo corto), en el que hace

referencia extensa al escorbuto y su incidencia

texto,

entre los navegantes que le acompafiaron en
sus travesias oceanicas. Pues bien, durante el
segundo viaje (1758) que realizd6 a América
el Almirante ilustrado hispalense, a bordo
del buque San Rafael, recomienda, con pleno
convencimiento, la administracién de zumo de
limén puro como preventivo antiescorbutico.
Asi queda recogido en las Conversaciones:

“Parece que el uso del agrio de limén y el
aguardiente, en las cantidades que se han dicho,
debian ser repugnantes al tomarlos, y producir
efectos nocivos a la salud (...); pero no es ast:
el limén bebido como si fuese agua por los
escorbuticos, les es tan grato al paladar, que no
quedan satisfechos con la porcién de una racion,
0 la quarta parte de un quartillo que les daba;
(...); y en que continuando esto todo el tiempo
que durd la navegacion, no solo no se debilitaron
sus estomagos, sino es que los mantuvieron
robustos hasta llegar a puerto”.

Por tanto, tal como sostiene, y con razon, el
profesor Orozco Acuaviva: “... es la primera vez
que en la literatura se encuentra el uso de liméon

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):79-84.

puro como terapéutica especifica del escorbuto”.
Recordemos que la Royal Navy no lo hizo hasta
1795.

Caso especial es la expedicion capitaneada por
Alejandro Malaspina (1789-1794), una proeza de
intento de circunnavegacion con fines cientificos
(historia natural, cartografia, astronomia,
hidrologia, medicina, etc.), politicos, econdmicos
y sociales, auspiciada por el rey ilustrado Carlos
III, algo posterior a las misiones maritimas del
Salisbury y los tratamientos antiescorbtticos del
médico-cirujano escocés James Lind.

Destinado en una de las corbetas (Atrevida y
Descubierta) de Malaspina viajo el médico-
ciryjano, de la Real Armada, nacido en Osuna
(Sevilla), Pedro Maria Gonzalez Gutiérrez (1760-
1839), autor de un notable y afamado tratado
de medicina e higiene naval, editado en Madrid
(1805), titulado Tratado de las enfermedades
de la gente de la mar (titulo corto). Contd con
la colaboracion de Francisco Flores Moreno,
ambos formados en el prestigiado Real Colegio
de Cirugia de Cadiz. No es el lugar de hacer
una diseccién, ni siquiera abreviada, del libro
aludido, pero si mencionar que el capitulo
séptimo estd dedicado a analizar las causas
remotas del escorbuto, su descripcién médica
y su tratamiento que, el cirujano Pedro Maria
Gonzalez, lo fundamenta (jy acierta!) en la
ingestion de frutas, entre ellas naranjas y
limones, y verduras, en la dieta habitual de
oficiales y tripulacién.

Figura 3. Tratado de las enfermedades de la gente de mar
(titulo abreviado) de Pedro Maria Gonzalez. Imprenta

Real de Madrid, 1805.
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Tres hechos, relacionados con el tratamiento del
escorbuto, son determinantes enlaextraordinaria
y singular aportacion de Pedro M? Gonzalez:

1.- Como oficial médico
la expedicion ordendé el embarque de
“abundante acopio de zumo de naranjas y
limén” (citricos muy ricos en vitamina C).

responsable de

2.- Dejo escrito en su libro: “Y afiadimos de
nuestra propia experiencia haber curado el
escorbuto en las islas Marianas con solo el
uso de las verdolagas” (rica en vitamina C).

3.- Al finalizar su amplisimo y brillante estudio
sobre el ‘mal de los navegantes’, firma
la siguiente conclusion: “Por ultimo, el
escorbuto es una enfermedad que jamas se
cura radicalmente durante la navegacion, y
su exterminio estd reservado para los ayres
de tierra, o mas bien para el uso de los
vegetales recientes” presencia de vitamina
Q).

Gonzalez  recomendd  diversas  dietas
antiescorbuticasdurantelaslarguisimastravesias
oceanicas, aunque Unicamente se transcribe una
de ellas, que puede resultar incluso curiosa, pero
cuya formula es basicamente antiescorbutica:
“Tampoco debe olvidarse el gazpacho (negrita
del autor), composicidén nacional muy apropiada
para el escorbuto y a la que el pueblo espafiol

vive acostumbrado”.

Como afirmé en 1935 Gregorio Marafion
(conferencia pronunciada en el Museo Naval
de Madrid), refiriéndose al escorbuto: “...,
aquellos marineros moribundos, (...), se ponian
teatralmente buenos, sin mas que tomar frutas
frescas, o, como dice Gonzalez, verdolagas
(cualquier verdura). Este gran médico recuerda
con orgullo que la primera descripcion exacta
de la enfermedad, (...), la describié un espanol,
no médico, el capitan Sebastian Vizcaino, que en
1602 hizo un viaje de exploracion a la costa oeste
de California”.

La ambiciosa expedicion de Malaspina esta
considerada como la primera que no tuvo bajas
por escorbuto, gracias a la visiéon, conocimiento
y buen hacer del ursaonense Pedro Maria
Gonzalez, oficial médico responsable. Y conviene
recordarlo. Y convine saberlo.

Para concluir este sucinto analisis del temible
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mal (y sufrimiento) de los marineros durante
siglos, desde la perspectiva de la aportacion
de algunos navegantes espanoles, volvamos la
vista de nuevo a la Era de los Descubrimientos
Geograficos (siglo XVI) y, concretamente, a un
médico sevillano: Pedro Garcia Farfan, mas
conocido por Fray Agustin Farfan, nombre
tomado tras abrazar, al enviudar, la orden de los
agustinos. Nacio en la ciudad hispalense en torno
a 1532, estudio medicina en las universidades de
Alcala y Sevilla. Ejercié la medicina en su ciudad
natal y Nueva Espana, a donde se trasladd con
su familia en 1557. Murié en México en 1604.

Figura 4. Tratado breve de Medicina, y todas las
enfermedades (titulo abreviado) de Agustin Farfan.
Editado en México (Nueva Espana), en 1592.

Lo mas destacado de su obra es la autoria del
Tratado breve de anathomia y chirugia, y de
algunas enfermedades que mas comunmente
suelen haver en esta Nueva Espafia, editada
en México (1579), como una primera version.
No obstante, es mas conocida la segunda
version de la misma (1592): Tratado breve
de medicina, y de todas las enfermedades
(titulo corto), bastante mas elaborada. Con
todo, nuestro interés se focaliza en el asunto
médico y farmacoldgico del escorbuto y, a este
respecto, Juan Esteva de Sagrera manifiesta
en un articulo (2006): “ El uso sistematico de
citricos por la marina britanica tuvo varios
antecesores renacentistas, aunque se trataba de
observaciones esporadicas. En 1569, Sebastian
Vizcaino, explorador del Pacifico, al tocar tierra
en México, ordend que proporcionaran a sus
hombres alimentos frescos, entre ellos papayas,
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platanos, naranjas, limones, calabacin y bayas.
A los 10 dias su tripulacion, diezmada por
el escorbuto, se habia restablecido. En 1592,
Agustin Farfan, fraile boticario, recomendaba el
empleo de un medicamento con medio limoén y
media naranja amarga, con un poco de alumbre
quemado”.

Comprobamos que hace referencia a Vizcaino,
citado mas arriba, y al fraile sevillano Farfan,
médico, no boticario, aunque si fue ‘visitador
de boticas’. También es cierto que en aquella
época renacentista los médicos conocian y
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Resumen: Objetivos: Con este trabajo queremos asentar los fundamentos que permitan establecer
sinergias entre las redes aerobiologicas y la farmacia comunitaria, permitiendo que la informacién
aerobiologica redunde en beneficio de la calidad de vida del paciente polinico, mediante los servicios
farmacéuticos profesionales. Métodos: Se describe el método de muestreo aerobioldgico y de
identificacion y recuento de los palinomorfos presentes en el bioaerosol. Se ha realizado una revisién
bibliografica en la web of Science y en MedPlus con los descriptores alergia, aerobiologia, farmacia
comunitaria, atenciéon farmacéutica y analizado el contenido de las publicaciones recuperadas.
Resultados: Se presentan las integrales anuales del polen (IAP) para los tipos polinicos mayoritarios de
los puntos de muestreo de Cartagena, Murcia y Lorca (REAREMUR) y las medias semanales de los tipos
polinicos Artemisia en las tres ciudades, Amaranthaceae en Cartagena y Murcia y Casuarina en Murcia.
Se ha revisado la bibliografia recuperada con los descriptores definidos encontrando practicamente
inexistentes los trabajos en los que se utilice la informacién aerobiologica dentro de los servicios de la
farmacia comunitaria. Conclusiones: La evitacion de la exposicion al alérgeno es la medida preventiva
mas eficaz para el enfermo polinico, que demanda el acceso a la informacién aerobiologica que le
permita emprender las acciones que mejoren su calidad de vida. La Farmacia comunitaria debe
tomar la iniciativa e incluir en su practica el conocimiento y difusioén de la informacion aerobiologica,
obtenida, como en el caso de la Region de Murcia, con la colaboracion del conjunto de la profesion
representada por el Colegio.

Abstract: Objectives: This work aims to ground future synergies between the aerobiological networks
and the community pharmacy, by providing aerobiological information that will benefit the quality
of life of pollen-allergic patients, through professional pharmaceutical services. Methods: This work
describes the method of aerobiological sampling and the identification and counting of palinomorphs
present in the bioaerosol. A bibliographic review was carried out on the Web of Science and in MedPlus
with the descriptors allergy, aerobiology, community pharmacy, pharmaceutical care, together with
the study of some recovered publications. Results: This work shows the annual integrals of pollen
(IAP) for the major pollen types of the sampling points of Cartagena, Murcia and Lorca (REAREMUR).
It also depicts the weekly averages of Artemisia in the three cities, Amaranthaceae in Cartagena and
Murcia and Casuarina in Murcia. It reviews the bibliography recovered under the defined descriptors,
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finding that seldom has the aerobiological information been used within the community pharmacy
services. Conclusions: The avoidance of allergen exposure is the most effective preventive measure for
the allergic patient. Thereby, patients need access to aerobiological information so that they can take
actions to improve their quality of life. The Community Pharmacy must take the initiative and include
in its practice the knowledge and dissemination of aerobiological information obtained, as in the case
of the Region of Murcia, with the collaboration of the entire profession represented by the College.

Palabras clave: Aerobiologia, polinosis, farmacia comunitaria. Keywords: Aerobiology, pollinosis,

community pharmacy

1. Introduccion

La aerobiologia es una disciplina cientifica que,
en la amplitud del término, se dedica al estudio
de las particulas bidticas presentes en el aerosol
atmosférico, las sustancias que pueden emitir
los organismos vivos a la atmosfera y los efectos
que los agentes atmosféricos puedan tener sobre
ellos [1]. Cuantitativamente, el mayor niimero
de grupos de investigacion que trabajan en
aerobiologia en nuestro pais centran su estudio
en la caracterizacion del contenido en granos de
polen y esporas en el aerosol atmosférico.

Estas particulas de origen natural producen
sobre los individuos sensibles una enfermedad
alérgica, denominada polinosis, que es una
reaccién de hipersensibilidad tipo I, mediada
por IgE que desarrollan las personas atopicas.
Esta patologia cursa principalmente con rinitis,
conjuntivitis, o las dos a la vez (rinoconjuntivitis)
y puede dar lugar a la aparicién de asma alérgico

[2].

La alergia no se puede curar, pero hay tres
abordajes terapéuticos principales: el primero
y de gran importancia, es la evitacion de la
exposicion; el segundo, reducir la sintomatologia
con medicamentos; y el tercero, lainmunoterapia
especifica [3]. Es aqui donde consideramos
fundamental la involucracion de la farmacia
comunitaria debido a que estd en la primera
linea de la labor asistencial, por su proximidad,
disponibilidad y confianza conseguida dia a dia
en el trato con el paciente.

El farmacéutico recibe consultas de pacientes
que presentan sintomas que pueden o no
tener diagnosticada la alergia al polen. Ambas
situaciones requieren la derivacion al médico,
en el caso de los pacientes diagnosticados, para
evaluarlaeficaciay cumplimiento del tratamiento
y en el caso de pacientes no diagnosticados
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para su valoracién. La primera actuacién del
farmacéutico es dar a conocer las medidas
higiénico-sanitarias adecuadas que permitan
un mayor control ambiental del entorno del
paciente, y por tanto reducir la exposicion a los
alérgenos causantes: evitar salir a la calle en las
horas con mayor carga alergénica, disponer de
filtros adecuados de aire acondicionado, tender
la ropa en el interior para evitar que se adhiera
polen, mantener una adecuada higiene de los
utensilios personales y del mobiliario de la casa,
evitar las tapicerias, alfombras o moquetas [4].

Frecuentemente, se confunden sus sintomas
con los de un resfriado comtn o gripe, y por
este motivo el paciente se dirige a la farmacia,
incluso antes de acudir al médico. La presencia
de episodios con estornudos muy intensos es
altamente sugerente de una rinitis alérgica, asi
como una rinorrea acuosa e intensa que no llega
a producir obstruccién. Entre los elementos
diferenciales mas claros para la rinitis alérgica
esta la presencia de un picor nasal muy intenso
y conjuntivitis, mientras que en las formas
infecciosas es frecuente la existencia de malestar
general y cefalea [5].

Una vez establecido el cuadro de rinitis
alérgica, y no existiendo ningun factor que
haga recomendable la remisién del paciente
al médico, ninos menores de dos afios con
sintomas de rinitis alérgica, ancianos afectados
por patologias embarazadas,
madres lactantes, pacientes con cardiopatias
o broncopatias, pacientes que refieran disnea,
sibilancias, opresion en el térax dolor de
cabeza o de oidos, secrecién nasal u ocular de
tipo purulento fiebre o tos persistentes [6], el
farmacéutico empleara el servicio profesional
farmacéutico de indicacién farmacéutica que
consiste en aconsejar medicamentos que no
requieran prescripcion médica para tratar esos

sistémicas,
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sintomas y permitir al paciente desarrollar una
vida normal.

El tratamiento farmacologico se basa en la
utilizaciéon de agentes vasoactivos, capaces
(descongestivos
adrenérgicos), asi como farmacos activos para
prevenir o controlar la respuesta alérgica del
paciente
antialérgicos e inmunoterapia) [7].

de reducir la rinorrea

(antihistaminicos, corticosteroides,

Esta es una enfermedad que frecuentemente
es debilitante,
importante en la calidad de vida, y que tiene
como consecuencia la pérdida de un importante
numero de horas bien, en edades tempranas, de

produciendo un impacto

formacién personal o, en adultos, de trabajo, lo
que acarrea grandes costes economicos, al margen
de los ligados a su diagnostico y tratamiento. La
Asociacion Europea de Alergia e Inmunologia
Clinica estima que el asma y la rinitis alérgica
son responsables de la pérdida anual de mas
de 100 millones de dias de trabajo y asistencia a
los centros docentes, con unos costes indirectos
evitables en la UE que oscilan entre los 55 mil
millones y 151 mil millones de euros anuales,
con un ahorro estimado si se realiza un buen
tratamiento de 142 mil millones de euros/ano [8].

En cuanto a su prevalencia en Espana, segun el
informe Alergoldgica 2015 [9], en el 79,3% de los
pacientes con rinitis y conjuntivitis su origen en
alérgico. Con unos porcentajes de alergia del
70,8% a granos de polen cifra que muestra un
importante aumento con respecto a la edicion de
alergologica de 2005, y que oscila entre el 96,3%
de la Comunidad de Castilla La Mancha y el
16% de las Islas Canarias (situandose la Region
de Murcia en un 74,5%) y el 7,6% a hongos. Se
puede destacar que el 42,2% de los enfermos con
rinitis y conjuntivitis presentan sensibilizacion
Unicamente a granos de polen, mientras que
solo a hongos tan solo el 0,9%. En relacion con el
asma, el 82,2% es asma alérgica, con un 65,6% de
pruebas cutaneas positivas a extractos de granos
de polen y un 10,1% a hongos. El tipo polinico
que causa una mayor sensibilizacién en nuestro
pais es el de gramineas, seguido del de Oleg,
especies de Cupressus, Platanus y Salsola.

La vigilancia de redes aerobiologicas genera
una informacion imprescindible para evitar
la exposicién al alérgeno, en el diagnostico
etioldgico correcto y, por tanto, para incrementar
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la eficacia de la tercera de las estrategias de
abordaje de la enfermedad, la inmunoterapia.
La inmunoterapia especifica subcutanea esta
indicada en cuadros graves de rinitis alérgica,
que cursa con sintomas muy intensos o
asociados a otros sintomas respiratorios (disnea,
sibilancias), y siempre que las pruebas alérgicas
demuestran que existe sensibilidad a un alérgeno
y la exposicion al alérgeno es inevitable. En
ninos se acepta el inicio de la inmunoterapia a
partir de los cinco afos [7].

La alta variabilidad espacial y temporal en los
niveles de palinomorfos en el bioaerosol lleva
asociada la necesidad de realizar un seguimiento
en diversas localizaciones y mantener operativa
la actividad a lo largo de los afios, para generar
una informacion util y eficaz para lo fines
perseguidos.

Las redes de vigilancia aerobioldgica determinan
de modo cualitativo, tipos polinicos y fungicos
diferenciados, y cuantitativo, concentracion
volumétrica de cada uno de ellos, como media
diaria a lo largo del afio. Esta informacion
es suministrada por diversas vias tanto a los
especialistas en alergia e inmunologia clinica
como a la sociedad en general, con el fin de
que puedan llegar hasta el enfermo alérgico.
En muchas Comunidades Auténomas existen
redes aerobiologicas, la mayor parte de ellas
fruto del esfuerzo de grupos de investigacion.
Las Comunidades Auténomas de Madrid y el
Pais Vasco disponen de redes financiadas por
sus propios Gobiernos autonémicos, dotadas
de personal propio. En las de las Comunidades
Auténomas de Galicia, Castilla y Ledn y Castilla-
La Mancha los grupos de investigacion tienen
convenios con los Gobiernos Autonémicos que
financian por periodos de tiempo programados
los estudios aerobioldgicos. Que los autores
conozcamos, el Colegio de Farmacéuticos de
Zaragoza financia los estudios aerobiologicos
en esa ciudad, y el Colegio de Farmacéuticos
de la Region de Murcia viene colaborando
con el grupo de investigacion Aerobiologia
y Toxicologia Ambiental de la Universidad
Politécnica de Cartagena y desde el afo 2008,
con la creacién de la Red Aerobioldgica de
la Region de Murcia (REAREMUR) da en su
pagina web la informaciéon aerobiologica de
los puntos de muestreo ubicados en Cartagena,
Murcia y Lorca, ademas de financiar el traslado
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de los captadores desde los laboratorios sitos en
Cartagena hasta los Hospitales Reina Sofia de
Murcia y Rafael Méndez de Lorca, y viceversa,
en los que personal de los Servicios de Alergia e
Inmunologia Clinica se encargan de la toma de
muestras en esas dos ciudades. En el afio 2019
se ha suscrito un Convenio de Colaboracién con
el Ayuntamiento de Murcia para los estudios
aerobiologicos en esa ciudad.

El objetivo de este trabajo es promover las bases
que permitan avanzar en el establecimiento
de sinergias entre las redes aerobiologicas
y la farmacia comunitaria, optimizando la
informacion que producimos para la mejora de la
calidad de vida del paciente alérgico, utilizando
para ello una herramienta tan importante como
es la atencion farmacéutica, que desde nuestro
punto de vista no esta siendo aprovechada
en la medida de lo posible para esta finalidad.
Como paso previo a nuestra propuesta, vamos
a describir la informacién que suministramos en
REAREMUR y cémo se produce, informacion
esencial para conseguir la adhesion de la
farmacia comunitaria a este proyecto.

2. Materiales y Métodos
2.1. Muestreo aerobioldgico

Los muestreos en REAREMUR se realizan con un
captador tipo Hirst, modelo VPPS 2000 Lanzoni
s.rl, Italia. Un equipo volumétrico de impacto
activoen el que unabomba de aspiracion calibrada
a un flujo de 0,1667 L/s (10 L/min), atraviesa la
boca de entrada del captador (una rendija de 14
x 2 mm). El aire es obligado a desviarse de su
trayectoria, y se encuentra en su camino con el
cabezal de muestreo, por lo que las particulas
que superan el punto de corte del equipo no son
capaces de adaptarse al cambio en la direccion del
flujo del aire y chocan con el cabezal, en el que se
encuentra una cinta de polipropileno recubierta
con una silicona adhesiva, por lo que las
particulas quedan adheridas. El cabezal dispone
de un mecanismo de relojeria que permite su
movimiento a una velocidad de 2 mm/h (48 mm/
dia), teniendo capacidad para recoger la muestra
de modo consecutivo durante 7 dias. En el cambio
de cabezal es necesario comprobar el flujo de
entrada, y, caso necesario, proceder a su ajuste.
El conjunto esta montado sobre una pieza movil,
orientable mediante una veleta, por lo que la boca
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de muestreo siempre se encuentra a favor del
viento. Las caracteristicas del muestreador han
sido recogidas en la norma EN 16868: 2019[10].

El cabezal es retirado al finalizar el periodo de
muestreo y sustituido por un nuevo cabezal.
Para los cambios de cabezal, se dispone de
recipientes especificos que permiten mantener
su integridad antes y después del muestreo.

2.2. Preparacion de la muestra para el andlisis

La manipulaciéon del cabezal de muestreo
se realiza en una campana de flujo laminar
Telstar AV-100. La cinta es retirada del cabezal
y colocada sobre una regleta de corte, provista
de marcas horarias, que permite dividir la
cinta en segmentos de 48 mm correspondientes
a cada dia de muestreo. Los segmentos
diarios son montados sobre portaobjetos con
glicerogelatina y cubiertos con cubreobjetos y
glicerogelatina fuchsinada. Tras un periodo de
reposo suficiente para que los palinomorfos
absorban la tincidn, las muestras son analizadas
al microscopio optico, leyendo la longitud
completa de cuatro transectos horizontales, a
unos aumentos que permitan la lectura de una
superficie igual o mayor del 10% del total de
la superficie de muestreo diario. Disponemos
de dos microscopios un Olympus BH-2 y un
Zeiss Axioskop 2 Plus, provistos de dptica Plan
Acromatica. Los recuentos los realizamos con
objetivo 50x inmersion y ocular 10x, utilizando
el objetivo de 100x para una mejor identificacion.
En ambos equipos la lectura de cuatro transectos
horizontales
especificada.

permite cubrir la superficie

2.3. Identificacion de los tipos polinicos y
fiingicos

La correcta identificacion de los distintos
palinomorfosrequiere de personal especializado,
bien formado en las caracteristicas morfoldgicas
de los diferentes taxones polinicos y fingicos
y en el manejo de las claves de identificacién
y material grafico. Ademas, se dispone de una
palinoteca de referencia en la que los granos
de polen de plantas debidamente clasificadas
por expertos botdnicos se preparan en las
condiciones del muestreo aerobiologico.

Las caracteristicas morfologicas mas importantes
son numero y tipo de aperturas, ornamentacion,
tamano, unidades, forma, etc.
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Los recuentos se centran en la caracterizacion
de los tipos polinicos y fangicos (por acuerdo
en el seno de la Red Espanola de Aerobiologia
[11] se centran en los tipos Alternaria,
Cladosporiun  cladosporioides 'y Cladosporium
herbarum), y su cuantificaciéon. Una vez se
dispone del recuento, se aplica el algoritmo
desarrollado para cada microscopio y se
calcula la concentracion de cada palinomorfo
en granos/m? la suma de todos los tipos
polinicos en un dia la denominamos polen
total. Para la difusién se elaboran dos tipos
de informacién, una en la que se utiliza una
escala o umbrales de informacion, mejor
adaptada para el publico en general, y los
datos cuantitativos obtenidos, informacién que
se suministra a los profesionales sanitarios. La
base de datos aerobioldgica es fundida con una
base de datos meteoroldgica obtenida de la
AEMET para cada punto de muestreo, para las
investigaciones propias del grupo de trabajo.

2.4. La Red Aerobiolégica de la Region de Murcia

Aunque nuestro objetivo es poder disponer de
un captador en cada una de las IX areas de salud
de la Comunidad Autéonoma de la Region de
Murcia, disponemos de tres puntos de muestreo
situados en las ciudades de Cartagena, Murcia y
Lorca. Los estudios aerobiolégicos en Cartagena
se iniciaron a finales de la década de los afios
80 del pasado siglo como consecuencia de los
brotes de asma epidémico que se padecieron
en la ciudad en los anos 1987 y 1988. En el afio
1993 con la creacién de la Red Espafola de
Aerobiologia se instald el captador Lanzoni que
hemos descrito, por lo que se dispone de datos
de esta ciudad desde el 21 de marzo de ese afio
hasta la actualidad. El 17 de junio de 2009 se
iniciaron los muestreos en la ciudad de Murcia 'y
el 19 de febrero de 2010 los muestreos en Lorca.

En cuanto a las caracteristicas de las tres
ciudades:

Cartagena

Es la capital de la Comarca natural denominada
Campo de Cartagena, con alrededor de 400000
habitantes en una superficie de unos 1850 km?.
El Municipio de Cartagena tiene una extension
de 558,3 km? (Ayuntamiento de Cartagena 2013)
y una poblacion de 215 418 habitantes en 2019
(Ayuntamiento de Cartagena 2020). La ciudad, a
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orillas del mediterraneo, se encuentra situada al
nivel del mar.

Lorca

Capital de la Comarca del Alto Guadalentin,
con una poblacion de unos 142 000 habitantes
y una superficie de 2071,8 km? El Municipio
de Lorca tiene una superficie de 1675,3 km?, el
segundo municipio en extensién de Espafia,
y una poblacién de 94 404 habitantes en 2019,
estd situada a 353 masl (Ayuntamiento de Lorca
2020).

Murcia

Es la capital de la Region de Murcia y de su area
metropolitana, con una superficie de 1183,4
km? y una poblacién de unos 625000 habitantes.
El Municipio de Murcia tiene una superficie de
886 km? y una poblacion de 463258 en 2019,
situada a 43 masl.

Las tres ciudades conforman practicamente
los vértices de un tridangulo isdsceles, con una
distancia entre Lorca y Cartagena de 61,1 km y
de Lorca a Murcia de 61,8 km; la distancia entre
Cartagena y Murcia es de 42,2 km. La ciudad mas
situada al oeste es Lorca, Murcia la que se sittia
mas al norte y Cartagena mas al sur y al este.

Los datos aeropalinolégicos diarios obtenidos
en las tres ciudades son suministrados
Colegio  Oficial de
Farmacéuticos de la Region de Murcia, en un
formato pensado para el enfermo alérgico,
interpretable  (https://nuevaweb.
cofrm.com/aerobiologia/). A los servicios de
alergia e inmunologia clinica de los Hospitales
Universitarios de Santa Lucia (Cartagena),
Reina Sofia (Murcia) y Rafael Méndez (Lorca)
y a las Asociacion AlergoMurcia. Los datos de
Cartagena y Murcia son suministrados al Comité
de Aerobiologia de la Sociedad Espafiola de
Alergia e Inmunologia Clinica que los publica en
su web (https://www.polenes.com/). Los datos
de Cartagena se aportan a la base de datos de la
Red Espanola de Aerobiologia, rama técnica dela
Asociacion Espanola de Aerobiologia, que tiene

semanalmente  al

facilmente

su Centro Coordinador en la Universidad de
Cordoba, y que a su vez vuelca esta informacion
en la Red Europea de Aeroalérgenos, con sede en
Viena (https://ean.polleninfo.eu/Ean/ y https://
www. polleninfo.orgy/).
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2.5. Atencion farmacéutica

Se ha realizado una revision bibliografica en la
web of Science y en MedPlus con los descriptores
alergia, aerobiologia, farmacia comunitaria,
atencion farmacéutica y analizado el contenido
de las publicaciones recuperadas.

3. Resultados y discusion

3.1. Rasgos aerobioldgicos principales de las
ciudades de Cartagena, Murcia y Lorca

Se han identificado un total de 63 tipos
polinicos en la Region de Murcia (en Cartagena
52 y en Murcia y Lorca 59) y hasta 88 tipos

fangicos diferentes. La media del polen total
anual acumulado (Integral anual del polen,
IAP) en el periodo 2010-2019 es para Cartagena
de 16332 granos/m? de 25459 granos/m® para
Murcia y de 23343 granos/m® para Lorca.

Consideramos que en la Region de Murcia 17 tipos
polinicos son mayoritarios por superar la media
de los valores anuales acumulados (IAP) el valor
de 100 granos/m?® en alguna de las tres ciudades.
La figura 1 recoge el valor medio del IAP en el
periodo 2010-2019 para estos tipos polinicos
mayoritarios, en la figura la se muestran los diez
tipos polinicos que superan en alguna de las tres
ciudades una media del IAP de 1000 granos/m? la
figura 1b los siete que no alcanzan ese valor.

Figura 1. Media del periodo 2010-2019 del indice polinico anual de los tipos polinicos mayoritarios en la Region de

Murcia. A) Tipos polinicos con media del IAP > 1000 granos/m? en una de las tres ciudades; B) Tipos polinicos con media

del IAP <1000 granos/m® en una de las tres ciudades
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En la tabla 1 se recogen los valores minimos y polinicos y el polen total, junto con el o los afios
maximos del IAP para cada uno de los tipos en los que se ha alcanzado ese valor.

Tabla 1. Valores minimos y maximos de la integral anual del polen (IAP) para los tipos polinicos mayoritarios en
Cartagena, Murcia y Lorca, y los afios en los que se han producido.

Cartagena
Tipo polinico IAPmin Ano IAPmin TAPmax Ano TAPmax
granos/m® granos/m’
Amaranthaceae 1558 2018 3719 2010
Artemisia 261 2013 778 2018
Brassicaeae 22 2010 190 2019
Casuarina 35 2011 183 2019
Cupressaceae 1291 2016 4456 2011
Morus 50 2010 450 2018
Myrtaceae - 2011 73 2019
Olea 999 2014 3853 2010
Quercus 784 2011 2477 2012
Palmae 210 2014 495 2011
Pinus 379 2017/2019 1706 2010
Plantago 70 2014 384 2010
Platanus 443 2017/2019 2747 2018
Poaceae 404 2014 1492 2013
Urticaeae 924 2016 2425 2011
Rumex 34 2014 173 2010
Zygophyllum 169 2014 496 2017/2019
Total 10140 2014 19302 2010
Murcia
Tipo polinico IAPmin Ano IAPmin IAPmax Ano TAPmax
granos/m?® granos/m?®

Amaranthaceae 978 2013 3038 2019
Artemisia 265 2013 1344 2019
Brassicaceae 51 2016 316 2019
Casuarina 2239 2016 7548 2019
Cupressaceae 2287 2016 9694 2011
Morus 145 2014 977 2019
Myrtaceae 27 2018 92 2011
Olea 1410 2016 4623 2019
Quercus 526 2013 3743 2019
Palmae 635 2010 1510 2019
Pinus 590 2013 3592 2010
Plantago 57 2016 244 2010
Platanus 823 2014 3558 2019
Poaceae 646 2016 1218 2019
Rumex 14 2014 103 2010
Urticaeae 1047 2014 2597 2011
Zygophyllum 127 2013 447 2019
Total 14795 2016 39768 2019
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Lorca
Tipo polinico IAPmin Ao IAPmin IAPmax Afo JAPmax
granos/m?® granos/m?
Amaranthaceae 742 2016 4374 2019
Artemisia 491 2015 5762 2011
Brassicaceae 48 2016 262 2019
Casuarina 20 2010 98 2019
Cupressaceae 1475 2016 9450 2011
Morus 64 2016 703 2019
Myrtaceae 32 2016 276 2019
Olea 953 2016 8669 2010
Quercus 339 2016 5467 2019
Palmae 47 2016 187 2019
Pinus 634 2017 3721 2011
Plantago 32 2016 383 2010
Poaceae 252 2016 2321 2013
Rumex 27 2016 188 2010
Urticaeae 347 2016 1533 2011
Platanus 93 2013 1123 2019
Zygophyllum 85 2016 709 2019
Total 6975 2016 37998 2011

Estos tipos polinicos suponen en Cartagena el
95,9% del polen total (rango 95,1% en 2019 al
96,9% en 2010); el 96,9% en Murcia (rango 96,2%
en 2012 al 97,4% en 2013) y el 96,1% en Lorca
(rango 94,3% en 2018 al 97,0% el 2010).

La figura 2 muestra para las ciudades de
Cartagena, Lorca y Murcia la media semanal del

periodo 2010 a 2019 del tipo polinico Artemisia.
La figura 3 para la ciudad de Cartagena y este
periodo la media semanal del tipo polinico
Amaranthaceae y del polen total. La figura 4
muestra para la ciudad de Murcia, para este
periodo, la media semanal del tipo polinico
Casuarina y la del polen total.

Figura 2. Media semanal del tipo polinico Artemisia, granos/m?, en el periodo 2010-2019 en Cartagena, Murcia y Lorca.
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Figura 3. Media semanal en el periodo 2010-2019 del tipo polinico Amaranthaceae en Cartagena y Murcia y del polen
total en Cartagena, granos/m°.

Figura 4. Media semanal en el periodo 2010-2019 del tipo polinico Casuarina y del polen total, granos/m?® en Murcia.

3.2. Aerobiologia y atencion farmacéutica care” y “community pharmacy” combinados
con “allergy”; “aerobiology” o “pollen”, el
numero de documentos recuperados se recogen
en la tabla 2.

Se ha realizado una busqueda bibliografica en
“web of science” y en “MedPlus” (1 de julio de
2020), con las palabras clave “pharmaceutical

Tabla 2. Documentos recuperados en la web of science con las palabras clave “pharmaceutical care” y “community
pharmacy” mas “allergy” o “aerobiology” o “pollen”.

“and”
Palabras clave allergy aerobiology pollen
WOS | PUBMED | WOS | PUBMED | WOS | PUBMED | WOS | PUBMED
pharmaceutical care 55994 198880 2243 3134 2 2 48 39
community pharmacy | 15501 30586 428 718 0 0 3 12
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4. Discusion

A pesar de la proximidad de las tres ciudades,
los resultados mostrados ponen en evidencia
la gran variabilidad espacial y temporal de
los datos. La ciudad de Cartagena presenta la
menor riqueza en tipos polinicos, asi como las
menores concentraciones totales. En Murcia y
Lorca coinciden el numero de tipos polinicos
identificados, siendo la media del polen total en
el periodo considerado mayor en Murcia que
en Lorca. De modo arbitrario consideramos que
los tipos polinicos mayoritarios en la Regién de
Murcia son aquellos que superan el IPA de 100
granos/m?® en alguna de las tres ciudades [12], asi
resultan 17 tipos polinicos, para todos ellos se han
descrito capacidad sensibilizante o de producir
reacciones cruzadas. De ellos, 10 alcanzan en
alguna de las ciudades IAP > 1000 granos/m?®
(Figura 1a), y 7 no alcanzan este valor (Figura 1b).
La variabilidad tanto espacial como temporal
queda claramente reflejada en los valores medios
(Figura 1), maximos y minimos (Tabla 1) de los
IAP. Ademas, el perfil aerobioldgico es diferente
en cada una de las ciudades. Asi (Figura 1a)
Artemisia, tipo polinico muy alergénico, es mas
abundante en Lorca que en Murcia o Cartagena;
el tipo polinico Amaranthaceae, también muy
alergénico, el segundo causante de polinosis en
la Region de Murcia, abunda mas en Cartagena
y Lorca que en Murcia; Casuarina, planta
ornamental abundante en Murcia, referida como
alergénica en algunos estudios, se presenta
intensamente en la ciudad de Murcia, mientras
que es practicamente testimonial en Cartagena
y Lorca; Olea, el tipo polinico que presenta una
mayor prevalencia entre los enfermos polinicos
en la Regién de Murcia, es mds abundante en
Lorca, presentando los valores mas bajos en
Cartagena; Pinus tiene un grano de polen que
por su tamano es considerado poco alergénico,
sin embargo ha sido referenciado como agente
causal de polinosis en algunos estudios [13].
Las mayores concentraciones se encuentran en
Lorca y Murcia; Platanus, el polen del platano
de sombra, planta ornamental muy utilizada
en jardines y alamedas, es mds abundante en
Murcia y la ciudad con valores medios menores
de IAP es Lorca; el tipo polinico Poaceae, el
tipo polinico mas alergénico en el conjunto
de nuestro pais, se encuentra en mayores
concentraciones en Lorca, que en Murcia y
Cartagena; algo similar ocurre con el polen de
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Quercus, este tipo polinico presenta una menor
capacidad de sensibilizacién, pero no se puede
descartar su implicacién en algunos casos de
polinosis, en cuanto a las Urticaceae, Cartagena
y Murcia presentan concentraciones mayores
que la ciudad de Lorca.

Las mayores concentraciones medias para
el tipo polinico Brassicaceae (Figura 1b), se
han alcanzado en Lorca, seguido de Murcia y
Cartagena, también alergénico [14]; para Morus
es Murcia la que presenta los mayores valores,
y Cartagena los menores; el tipo polinico
Myrtaceae es mas abundante en Lorca, la ciudad
con menores concentraciones es Cartagena; en
Murcia abunda el polen de Palmae (Arecaceae),
las palmeras, utilizadas como ornamentales,
siendo Lorca al ciudad en la que estan peor
representadas; Plantago es mas abundante en
Lorca, y las menores concentraciones medias se
encuentran en Murcia; Rumex alcanza valores
medios en el periodo estudiado similares en
Cartagena y Lorca, mayores que en Murcia;
finalmente, Zygophyllum es mdas abundante en
Lorca, seguido de Cartagena y Murcia, este
tipo polinico fue definido como alergénico por
nuestro grupo de trabajo, que lo identifico por
primera vez en el bioaerosol atmosférico [15].

Sise analiza el comportamiento alo largo del afo,
también tenemos diferencias muy destacables
entre los puntos de muestreo, hemos recogido
tres ejemplos que puedan ilustrar la importancia
del conocimiento por parte del farmacéutico de
la aerobologia local en relacién con su actividad
asistencial. El primero, Artemisia (Figura 2),
se puede observar que la media semanal del
periodo estudiado presenta cuatro picos. Esta
planta tiene una floracion “estio autumnal
tardia”. Sin embargo, en la Region de Murcia
tiene un pico claramente invernal, esto es debido
a la presencia de un endemismo la Artemisia
barrelieri [16], estando presente en las tres
ciudades, aunque es en Lorca en donde alcanza
los registros mas altos. Ante sintomatologia
compatible con polinosis a principios de afio, en
la Region de Murcia hay que pensar no solo en
la presencia de Cupressaceae, sino también en la
de Artemisia y derivar al médico.

El segundo caso que describimos es el de las
Amaranthaceae (Figura 3), que en nuestra
Region presentan dos picos diferenciados, uno
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en primavera y el otro en verano-otoho. Hay
que destacar la importancia de este segundo
pico en la ciudad de Cartagena, mas intenso
que el primero, con otro hecho importante,
que es practicamente el unico tipo polinico
presente en ese momento. El paciente alérgico
con prueba cutanea positiva a este tipo polinico,
que no presente sintomas en verano-otofio
en nuestra Region, con una alta probabilidad
esta manifestando una reaccion cruzada [17].
Informar al paciente de esta segunda floracion
permitira que adopte las medidas adecuadas,
contribuyendo a su mejor calidad de vida.

Casuarina es abundante en la ciudad de Murcia
(Figura 4), su floraciéon ocurre en otofio, al
finalizar la floracién de las Amaranthaceae, en
ese momento en el bioaerosol de la ciudad es
también practicamente el Unico tipo polinico
presente. Otro factor que tener en consideracion
ante manifestaciones alérgicas compatibles con
polinosis en esta época del afio en la ciudad de
Murcia.

Teniendo en cuenta que entre los cinco problemas
de salud por los que mas se realizan consultas en
las farmacias se encuentran las alergias (17,3%),
ocupando el tercer lugar tras los resfriados y
las erosiones cutaneas [18], parece de especial
interés difundir los datos aerobioldgicos entre
el colectivo de los profesionales de la farmacia
comunitaria, disefhando en colaboracion con el
Centro de Informacién del Medicamento del
COFRM un sistema de informacion que permita
orientar a los enfermos. Derivando hacia la
atencién médica o dando recomendaciones sobre
la evitacion del alérgeno, medidas preventivas
tendentes a evitar la aparicion de los sintomas y
mejorando asi su calidad de vida.

En la bibliografia recuperada (Tabla 2) la mayor
parte de los trabajos se centran en la posible
reaccion alérgica a los medicamentos, sin entrar
en el papel que los servicios profesionales
farmacéuticos puedan aportar en la mejora de
la calidad de vida del paciente polinico. Aspecto
que desde nuestro punto de vista es muy
importante. Que los pacientes dispongan de
informacion sobre el contenido polinico en cada
momento es util para conseguir este objetivo y
en esta labor de divulgacion debe encontrarse
la farmacia
alérgicos se preguntan por qué es tan accesible
la informaciéon meteorolégica y no ocurre lo

comunitaria. Los enfermos
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mismo con la informacién aerobiologica [19].
Quizas éste sea el principal problema de los
afectados por la alergia al polen: la ausencia
de informaciéon completa y oportuna, asi
podemos leer [19] “Con una mayor y mds correcta
informacién podriamos adelantar nuestra visita al
especialista, seriamos menos vulnerables a la presion
ambiental y podriamos adoptar con mayor éxito
medidas preventivas” demanda de los enfermos
que debe ser, en nuestra opinion, recogida por
la farmacia comunitaria e incorporada en la
practica profesional diaria.

En el contexto actual de la pandemia ocasionada
por el SARS-CoV-2 aun es mas relevante el papel
de la oficina de farmacia a la hora de diferenciar
los sintomas de estas dos patologias.

5. Conclusiones

La evitacion del alérgeno es la mejor
medida preventiva en la minimizaciéon de la
sintomatologia alérgica, el conocimiento de la
aerobiologia local permite poner en marcha
medidas preventivas o paliativas tendentes a le
mejora de la calidad de vida de los pacientes
polinicos. En la farmacia comunitaria los
pilares fundamentales son la promocién de
la salud, la prevencién de la enfermedad y el
uso racional. de medicamentos, tres aspectos
esenciales que pueden cubrirse con una
correcta educacién sanitaria de los pacientes
con polinosis, puesto que desde ésta se podria
informar de las condiciones aerobiologicas del
momento y la forma de actuar mas adecuada
para cada paciente en funcion de los alérgenos
de tal forma que se promueva la salud
previniendo la aparicién de la sintomatologia
de la enfermedad y evitando asi un excesivo
paciente.  Identificando
relacionadas con enfermedad

tratamiento  del
situaciones
alérgica que puedan ser desconocidas por el
enfermo al producirse en periodos de tiempo
no usuales en otras localizaciones, derivando
al médico, mejorando el diagndstico de la
enfermedad.

Consideramos que la Farmacia comunitaria
debe tomar la iniciativa e incorporar entre
profesional
estandarizado relacionado con la informacién
de la red aerobioldgica que permita un control
de su patologia y mejore su calidad de vida.

sus actuaciones un servicio
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Resumen: En fecha de 12 de abril de 2020 se firmd el manifiesto “Conocer el pasado es predecir el
futuro”, en el que se reivindicaba el papel de la historia de las enfermedades en escenarios como el
de la covid-19 y los que estan por venir, planteando la obligatoriedad de estas ensefianzas en todos
los programas docentes de Ciencias de la Salud y transmitiéndose asi al Ministro de Universidades.
Abordando las tres pandemias que han resultado mas letales: peste, viruela y gripe, tratamos de poner
en valor la importancia de esta plataforma de asesoramiento recién constituida a fecha de edicion de
este articulo, y que tiene la finalidad de ser util a la sociedad en esta nueva pandemia de covid-19. El
tiempo, como siempre, nos dira si los valores que aporta son tomados en consideracion o no.

Abstract: On April 12, 2020, the manifesto “Knowing the past is signed predict the future”, in which
the role of the history of diseases was claimed in scenarios such as that of covid-19 and those that are
to come. We propose that these teachings should be compulsory in Health Sciences teaching programs
and we have transmitted it to the minister of universities. Addressing the three pandemics that have
been most lethal: plague, smallpox and influenza, we try to highlight the importance of this newly for-
med advisory platform as of the date of publication of this article, and which is intended to be useful
to society in this new pandemy covid-19. Time, as always, will tell us whether the values it contributes
are taken into consideration or not.

Palabras clave: historia; enfermedades; plataforma de asesoramiento, pandemias. Keywords: history;
diseases; advice platform, pandemics.

Decia Miguel de Cervantes Saavedra que “la
historia, émula del tiempo, depdsito de las acciones,
testigo de lo pasado, ejemplo y aviso de lo presente y
advertencia del porvenir”.

1. Introduccion

En fecha de 12 de abril de 2020 se firmo el
manifiesto “Conocer el pasado es predecir el futuro”,
en el que se reivindicaba, en palabras de uno
de sus principales propulsores Anton Erkoreka

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):98-105.

junto con Joan March, el papel de la historia de
las enfermedades en escenarios como el de la
covid-19 y los que estan por venir, planteando la
obligatoriedad de estas ensefianzas en todos los
programas docentes de Ciencias de la Salud y
transmitiéndose asi al Ministro de Universidades.

Es un momento clave, continua Anton Erkoreka,
tanto para prestigiar como para aprovechar
los conocimientos acerca de la Historia de las
Enfermedades a las que nos dedicamos desde
hace anos.
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Este manifiesto, del cual somos componentes
los tres firmantes de este articulo, puede pasar
desapercibido y no ser tenido en cuenta. De
ahi que, en estas lineas, tratamos de poner en
valor la importancia de esta plataforma recién
constituida a fecha de edicion de este articulo.

2. Método

Primeramente, la heuristica; entendida como
la busqueda de fuentes documentales. Tras lo
cual, aunando las fuentes primarias con una
bibliografia secundaria, proporcionamos la
contextualizacion.

El analisis y la reflexion posterior nos lleva a la
confeccion del discurso narrativo y conclusiones.

3. Resultados y discusion

Si en la toma de decisiones por parte de los
politicos se tuvieran en cuenta la visién de los
Historiadores de la Ciencia, se podrian obtener
perfiles de comportamiento de las pandemias
atiles a la sociedad. En caso contrario, este sera
el documento que demuestre que se obviaron las
aportaciones que la historia nos ensena.

El manifiesto, que es firmado por las personas
y sociedades descritas al final de esta carta,
literalmente, expresa:

CONOCER EL PASADO ES PREDECIR
EL FUTURO

Los historiadores e historiadoras de Ciencias
de la Salud abajo firmantes nos constituimos:

En plataforma de asesoramiento permanente
a las autoridades administrativas y sanitarias.

En un momento tan delicado para la salud de la
humanidad, hemos notado en las declaraciones
de las autoridades de todos los niveles e incluso
en las de algunos expertos en epidemiologia,
una falta de conocimiento de lo que han sido
las pandemias a lo largo de la historia, incluso
de las del siglo XX.

Convencidos, como estamos, de que conocer
en profundidad el pasado, sumado a los
conocimientos adquiridos en las circunstancias
actuales, nos han de ayudar a analizar mejor
el presente y prepararnos para no repetir en el
futuro los errores recientes.

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):98-105.

PROPONEMOS

Establecer en cada estado de la Unién Europea,
un grupo de investigacion permanente
sobre el origen, desarrollo, finalizacion y
consecuencias de lo que han sido las epidemias
y las pandemias a lo largo de la historia.

Integrar en todos los equipos de epidemiologia
del Estado y de las Comunidades Auténomas,
historiadores de las ciencias de la salud
especializados en estudios sobre historia de las
enfermedades y demografia historica.

Introducir un capitulo de epidemiologia
historica en la asignatura de historia de la
medicina en los planes de estudio de todas las
Facultades de Medicina y Ciencias de la Salud.

Para canalizar la reivindicacion proponemos
la creacion de una pdgina web/blog oficial de
la plataforma y la creacion de un Comité de
Enlace que comience a revindicar ante las
instituciones académicas y de gobierno estas
tres propuestas iniciales y que mantenga, de
forma dindmica, la relacion entre todos los
historiadores e historiadoras de las Ciencias
de la Salud, asi como las entidades y grupos
de trabajo que nos sumamos a esta plataforma:

Palma y Bilbao, 12 de abril de 2020.
Firmantes:

Joan  March. Doctor en  Farmacia.
Coordinador del Grupo de Investigacion de
Historia de la Salud de la Universidad de
las Islas Baleares. Anton Erkoreka. Doctor
en Medicina. Director del Museo Vasco de
Historia de la Medicina y la Ciencia (UPV/
EHU). José Luis Peset. Doctor en medicina.
Profesor de Investigacién del Instituto de
Investigaciones Cientificas. Jubilado. Rafael
Sanz. Doctor en Medicina. Profesor asociado
de Historia de ln Medicina de la Universidad
Europea de Madrid

Berta Paz. Profesora. Doctora e Fisioterapia.
Titular de Historia de la Fisioterapia de
la Universitat de les llles Balears. Josep
Bernabeu. Doctor en Medicina. Catedrditico
de Historia de la Ciencia de la Universitat
d’ Alacant. Miquel Marin. Doctor en
Historia. Director de la Fundacion Endesa.
Antoni Contreras. Licenciado en Medicina.
Especialista en historia de las enfermedades.
Jaume Marti Martorell. Licenciado en
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Medicina. Doctorando en Historia de la
Medicina. Josep Lluis Barona. Doctor
en Medicina. Catedrdtico de Historia de
la Ciencia de la Universitat de Valencia.
Joan Maria Pujadas-Mora. Doctora de
Historia. Investigadora del Centre d’Estudis
Demografics de Catalunya. Pere Salas.
Licenciado en Historia. Profesor asociado de
Historia Contempordnia de la Universitat de
les Illes Balears. Miquel Roca. Doctor en
Medicina. Decano de la Facultad de Medicina
de las Islas Baleares

Isabel Moll. Doctoraen Historia. Catedrdtica
emérita de Historin Contempordnea de la
Universitat de les Illes Balears. Manel
Herrera. Licenciado en Medicina. Doctor en
Historia Contempordnea. Joaquim Boronat.
Licenciado en Medicina. Doctor en Historia
de la Medicina. Agustin Ceba. Licenciado en
Fisica. Doctorando en Historia de la Fisica.
Jaume Mercant. Licenciado en Medicina.
Doctor en Historia de la Medicina. Josu
Hernando. Doctor en Historia. Profesor
Facultad de Medicina (UPV/EHU). José
Ramon Gurpegui. Doctor en Medicina.
Profesor Facultad de Medicina (UPV/EHU).
Aitor Anduaga. Doctor en Fisica y en
Historia. Ikerbasque. Investigador del Museo
Vasco de Historia de la Medicina (UPV/EHU).
Aritz Ipifia. Doctor en Historia. Profesor
Facultad de Medicina (UPV/EHU). Begoiia
Madarieta. Historiadora. Museo Vasco de
Historia de la Medicina (UPV/EHU). Kepa
Lizarraga. Doctor en Medicina. Investigador
del Museo Vasco de Historia de la Medicina
(UPV/EHU). Ricardo Franco. Doctor en
Medicina. Presidente de la Academia de
Medicina de Bilbao. Enrique Aramburu.
Doctor en Farmacia. Director del Museo
Farmacia  Aramburu. Javier Garaizar.
Doctor en Medicina. Profesor de la Facultad
de Farmacia (UPV/EHU). Oscar Martinez
Azumendi. Doctor en Medicina. Academia de
Ciencias Médicas de Bilbao. Francisco Luis
Dehesa. Doctor en Veterinaria. Academia de
Ciencias Médicas de Bilbao. Iiiaki Markez.
Doctor en Medicina. Academia de Ciencias
Meédicas de Bilbao. Luis Pacheco. Doctor
en Medicina. Academia de Ciencias Médicas
de Bilbao. Antoni Payeras. Doctor en
Medicina. Profesor asociado en Introduccion
e Historia de la Medicina de la Universitat de
les Illes Balears. Adridn Hugo Aguinalde.
Especialista en Salud Publica. Ministerio
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de Sanidad. Gloria Gallego. Doctora en
Humanidades y Ciencias Sociales. Profesora
colaboradora de Historia de la Enfermeria de
la Universitat de les Illes Balears.

Josep Batllo. Doctor en Fisica. Investigador
de Ulnstitut Cartografic i Geologic de
Catalunya. Isabel Porras. Doctora en
Medicina. Catedrdtica acreditada de Historia
de la Medicina de la Universidad de Castilla la
Mancha. Antonio Ramos Carrillo. Director
del Museo de Historia de la Farmacia. Profesor
de Historia de la Farmacia. Universidad de
Sevilla. Francisco Gonzdlez Lara. Profesor
de Historia de la Farmacia. Universidad de
Sevilla. Esteban Moreno Toral. Profesor
Historia de la Farmacia. Universidad de
Sevilla. Cecilio J. Venegas Fito. Presidente
del Colegio Oficial de Farmacéuticos de
Badajoz.

Entidades y Sociedades firmantes:

Grup d’Investigacié d’Historia de la
Salut - Universitat de les Illes Balears.
Medikuniza eta Zienizia Historiaren
Euskal Museoa / Museo Vasco de Historia
de la Medicina y de la Ciencia (UPV/
EHU). Museo de Historia de la Farmacia
de Sevilla. Academia de Ciencias Médicas
de Bilbao.

Asociacion Vasca de Historia de la
Veterinaria. Sociedad de Docentes
Universitarios de Historia de la Farmacia
de Espaiia.

En fecha de 2 de mayo de 2020, Joan March y
Anton FErkoreka enviaron a Manuel Castells
Olivan, Ministro de Universidades, una
carta en la que se le hacian llegar, en nombre
de los firmantes del documento, nuestras
reivindicaciones como investigadores y docentes
de diversas disciplinas que venimos trabajando
en el ambito del estudio del desarrollo de las
enfermedades a lo largo de la historia. En la
carta se expresa que:

Las reivindicaciones las hacemos partiendo de la
premisa que nuestros conocimientos adquiridos
por la atenta observacion de como han tenido
lugar las agrandes epidemias desde la antigiiedad
hasta nuestros dias pueden ser 1itiles para
mejorar la forma de afrontar la actual pandemia,
covid-19, pero también y especialmente, las que
se irdn produciendo en el futuro.
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Consecuentemente 'y conscientes de la
organizacion competencial del Estado y que
por lo tanto la atencién efectiva a nuestras
peticiones deberd ser llevada a cabo por muy
diversas estancias y organismos del conjunto
del Estado hemos querido hacerlas llegar a Vd.
en primera instancia, al ser la persona que al
encontrarse en la ctipula de la organizacion
Académica tiene una vision privilegiada de
como funcionan las cosas en su conjunto.

Si estd bajo su jurisdiccion, los contenidos de
la asignatura de Historia de la Medicina en el
Grado de Medicina y de otras Ciencias de la
Salud que deberian de contemplar siempre un
capitulo de “historia de las enfermedades”. El
contenido de este capitulo puede dar a todos
los futuros médicos y profesionales sanitarios
conocimientos de cémo se originan las
enfermedades infecciosas, como se expanden
y de los sistemas que se han empleado
histéricamente para acabar con ellas.

Por este motivo, y para darle mds razones
por las cuales deberian ser tenidas en cuenta
nuestras peticiones, le solicitamos que una
delegacion de los firmantes del documento
reivindicativo pueda reunirse con Vd. en la
fecha que considere oportuna.

Quedamos pues a su entera disposicion para
cualquier aclaracién a lo expuesto y a la espera
de poder hacerlo cuando su disponibilidad y
las circunstancias excepcionales que estanos
viviendo lo permitan.

Esta carta recibid la consecuente respuesta, algo
tenue pero entendible, por parte del Ministro
de Universidades Manuel Castells, en la que
propiciaba su colaboracién a través de una
entrevista, si bien advirtiendo que los planes de
estudio los cambian las universidades a través
de un proceso de modificacion que, si fuere
sustancial, ha de tener la evaluacion positiva de
la agencia de calidad correspondiente, porlo que
era competencia de las mismas universidades y
de las agencias de evaluacion autonémicas y/o
estatal que del Ministerio directamente.

Durante las epidemias y como hemos podido
comprobar en los dias que se escriben estas
lineas, junio de 2020, la preocupacion por la
salud se vuelve prioritaria, al tiempo, en todos
los miembros de una comunidad, de una nacién
o de todo el mundo. Esa extraordinaria alarma
ante la muerte produce no solo cataclismos

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):98-105.

sociales, econdémicos y politicos, sino también
el afloramiento de toda la falta de madurez
personal, convertida ahora en colectiva: el
resquebrajamiento de las estructuras sociales,
religiosas o morales, prejuiciadas o no; el
retorno a situaciones menos evolucionadas del
desarrollo sentimental e intelectual y un extremo
desorden, olvidado tan pronto desaparecen.

Existe un elemento comtn durante el desarrollo
de las pandemias en la historia de la humanidad:
la preocupacion social por la salud y, sobre
todo, el miedo a la muerte. Ello ademas conlleva
aparejadas situaciones de crisis demograficas,
econdmicas y sociales. Cuando la enfermedad
epidémica se extiende a muchos paises hablamos
técnicamente de pandemia.

En tiempos pretéritos las pandemias duraban
mas tiempo que en los tiempos contemporaneos
debido a que las comunicaciones no permitian
viajes tan rdpidos como en la actualidad. Con
ello, ahora la propagacion es muy veloz pero, por
fortuna, la duracion de la pandemia disminuye.
El estado de crisis y de alarma, en especial por
la letalidad, provocaban un gran pénico social.
Hasta el punto que se abandonaban las zonas de
aglomeraciones, en especial grandes ciudades,
para vivir en el campo [1].

Todo ello es debido a que las pandemias
pueden matar mas que las guerras. Ha ocurrido
durante siglos y es debido a que la enfermedad
que aparece en un entorno geografico se nutre
de la ausencia de inmunidad adquirida de la
poblacion. Se estima que solo en el siglo XVI
murieron 70 millones de indigenas americanos
al contraer enfermedades portadas por los
conquistadores  europeos. Los diferentes
patdgenos (virus, bacterias, hongos, protozoos,
helmintos, ...) generan una amplia gama de
enfermedades de diverso prondstico. Ademas,
no sera hasta la segunda mitad del siglo XIX
cuando comienzan a descubrirse los agentes
patdgenos que provocaban estas enfermedades
mortales, entre otros con las aportaciones de
cientificos como Koch o Pasteur. Descubierta
la etiologia era mas facil luchar contra la
enfermedad. La Medicina y la Farmacia aunaron
esfuerzos y los tratamientos pasaron de ser
paliativos a tener eficacia terapéutica [2]. Pero
no ha sido facil, ni siquiera recientemente. Sirva
de ejemplo que de la pandemia de gripe de 1918-
19, la mas catastréfica de la humanidad en la que
se estima que murieron entre 50 y 100 millones
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de personas (unos 60 millones son las fuentes
mas fiables), no se supo del origen virico hasta
1931, once anos después, pues se creia que era
un bacilo, y de hecho no se aisld el virus hasta
dos afios mas tarde, y no hubo una vacuna hasta
la década de 1940. Si a eso le afiadimos que atin
no existian los antibidticos, los resultados de
mortalidad en esta pandemia triplicaron al de
fallecidos de la Primera Guerra Mundial, que
fueron hechos casi coetaneos [3].

Pero las cifras son siempre relativas ya que
es necesario comparar los fallecidos en cada
pandemia con la poblacion de ese momento.
Cada enfermedad ha dominado las grandes
edades de la humanidad. Asien la Edad Antigua
y en la Edad Media son muchas las pandemias
que se han producido, pero es la de peste la
mas mortifera de todas, aunque también hay
descritas de viruela o lepra.

Enla Edad Moderna (finales del siglo XV a finales
del XVIII) sigue siendo la peste protagonista,
pero comparte este papel con la viruela, en
especial durante el siglo de las luces, y en menor
medida con las fiebres tercianas o paludicas.

En la Edad Contemporanea (siglo XIX a la
actualidad) destacan la fiebre amarilla, la
tuberculosis, y de manera muy especial el cdlera
durante el XIX (en Espafia hubo cuatro brotes
entre 1833 y 1885), la gripe durante el XX, y la de
la covid-19 en el XXIL.

Vamos a abordar las tres que han resultado mas
letales: peste, viruela y gripe.

PESTE NEGRA

La peste es una enfermedad producida por la
bacteria Yersinia pestis. Tiene dos variedades: la
bubdnica producida por la picadura de pulgas
infectadas conlabacteria procedente deroedores;
y la neumonica transmitida por via respiratoria.
Se han descrito varias pandemias, entre ellas
la llamada Peste Antonina desde el afio 165 de
nuestra era hasta el 180, estimandose que mato
a 5 millones de personas; o la llamada Plaga de
Justiniano, del 541 al 561, en varios brotes, que
provocé unos 30 millones de muertes.

Pero la mas mortifera fue la llamada Peste Negra,
entre el 1347 y el 1353. Se calculan en unos 50-75
millones las personas fallecidas en el Mundo, de
ellas unos 25 millones en Europa lo que suponia
casi la mitad de su poblacion. Proveniente de
Asia, llegd a Europa por las rutas comerciales
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afectando primero a puertos italianos para
extenderse rapidamente por el continente. Los
grandes estragos los provocaba especialmente
en ciudades portuarias o muy comerciales y
populosas [4].

Hubo enla Edad Moderna casos mas localizados.
Destacamos como principales los de la peste de
Sevilla (1649), Londres (1665), Marsella (1720), o
Viena (1769).

VIRUELA

El virus Variola virus es el responsable de esta
enfermedad, que erradicada del planeta desde
1977, hizo estragos en la humanidad durante
siglos, siendo especialmente dramatica en
América desde la conquista y en Europa en el
siglo XVIIL. Desde entonces ha sido mitigada
gracias a la vacunacion descubierta por Jenner
en 1796, lo que permitié reducir de manera
importante el numero de contagiados. Otro
hecho resenable fue la expedicion del médico
alicantino Balmis realizada en 1803. Una de las
secuelas mas importantes en los que superan la
enfermedad es la ceguera que se da en un 30%
de los casos [5].

GRIPE ESPANOLA

No hay duda que la pandemia de gripe de 1918-
1919 constituye, en términos de fallecimientos,
el mayor impacto demografico que ha sufrido la
humanidad por su distribucién mundial y sobre
todo por la rapidez con que se produjo.

Las causas de tan alta mortalidad han sido
discutidas a lo largo de los afios, no existiendo
ninguna explicaciéon convincente. Se han
esgrimido hipdtesis tales como las condiciones
higiénico-sanitarias producidas por la guerra,
pero la mortalidad fue similar en zonas que no
estuvieron comprometidas en ella. Otra teoria
aboga por la cooperacion entre la infeccion viral
y una sobreinfeccion bacteriana. Una tercera
habla de una respuesta inmune masiva, ante la
presencia de antigenos nuevos. En fin, podemos
concluir que situaciones similares a la segunda
y tercera hipotesis se han producido en otras
epidemias, sin las consecuencias fatales de la
gripe del afo 18.

La pandemia de 1918-19 promovidé numerosas
investigaciones [6]. Muchas de ellas se
centraron en el posible factor etioldgico del H.
influenzae, pero los estudios mds importantes
fueron los anatomopatoldgicos de Winternitz
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y cols. [7] y los del Departamento Médico de
las Fuerzas Armadas, en que describieron que
la caracteristica clave desde el punto de vista
patolégico fue una extensa hialinizacion y
necrosis de todas las superficies endoteliales,
desde la trdquea hasta el parénquima pulmonar

8.

En cuanto a la etiologia del proceso, la
observaciéon mas certera fue la de S. Koen, un
veterinario, responsable del control del cdlera
porcino en lowa. En el otofio de 1918 y la
primavera de 1919 realizé unas observaciones
de gran trascendencia al describir la intima
relacion entre la enfermedad en los cerdos y en
el hombre, escribiendo:

“La similitud de la epidemia entre
las personas y los cerdos es tan grande, las
descripciones tan frecuentes, que un brote en
la familia va seguido de otro entre los cerdos
y viceversa, mostrando una coincidencia tal
que sugiere una estrecha relacion entre los dos
procesos”.

Un avance importante, que demuestra siempre
la necesidad de un equipo multidisciplinar
fue conseguido por Richard Shope, también
veterinario del Instituto Rockefeller de
Investigacion Médica, al demostrar que la
gripe del cerdo estaba producida por un virus,
actuando en sinergia con Haemophilus influenzae.
En 1930 fue capaz de transmitir la enfermedad
de cerdo a cerdo a través de exudados filtrados,
procedentes de cerdos que padecian la
enfermedad.

El virus de la gripe espafiola, o de 1918, es el
AHINI1. Esta considerado el abuelo de los virus
dela gripey se replicaba 50 veces mas rapido que
los virus actuales de la gripe. De forma injusta se
denominé gripe espafiola porque Espania, al ser
un pais neutral en la primera Guerra Mundial,
no ocultd, a diferencia de la censura militar de
los contendientes en la guerra, la informacion
sobre la pandemia dando detalles de su contagio,
evolucion y muertes y parecid por ello que habia
numerosos casos a diferencia de otros paises [9].

Enrealidad, la epidemia de gripe de 1918 aparece
en un pequeno condado (Haskell) del estado
norteamericano de Kansas donde un médico
constatd un brote muy virulento de gripe. El
médico que refirid estos sintomas fue Loring
Miner el 30 de marzo de 1918 y solicité consejo
y ayuda al servicio de salud (U.S. Public Health
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Service), que no le ayudé de ninguna forma, y solo
se limit6é a publicar en el boletin, dias después,
la existencia de 18 casos de gripe severa con tres
muertes [10]. Puede que la gripe existiera meses
antes, como de hecho se publica ahora con la
covid-19. El problema de base en todo esto es la
burocracia y lo que tardan las administraciones
publicas en reaccionar de modo acertado ante
un caso de grave riesgo para la salud social [11].
A partir de estos datos se constata que marines
norteamericanos la introducen en el verano de
1918 en el puerto francés de Brest, y de ahi se
extendi6 por todo el planeta [12]. El momento
mas dramatico se produjo a finales de octubre-
principios de noviembre de 1918 [13], con
otro rebrote en febrero de 1919 (figura 1). Ese
segundo rebrote a los 4 meses es el que postulan
autoridades sanitarias y algunos medios de
comunicacion para pensar que la covid-19 tendra
un rebrote en los meses proximos. No obstante,
la clave esta en la gravedad y capacidad de
mutacién del virus, la prevencién generalizada,
y los tratamientos adecuados antes de conseguir
la vacuna efectiva. Los medios actuales, un siglo
después, deben ser mas efectivos si se atiende el
problema con prontitud y se asume estrictamente
en el contexto sanitario.

Figura 1. Muertes de gripe (1918-19).

Las siguientes pandemias de gripe del siglo
XX fueron comparativamente mas veniales.
La de 1957 o gripe asiatica (producida por el
virus AH2N2), la gripe de 1968 de Hong-Kong
(AH3N2) y ya en el XXI la de 2009 (AH3N2).

A mayor abundamiento sobre cuestiones locales
de la gripe espanola, es recomendable consultar
la obra de Anton Erkoreka La pandemia de gripe
espaiiola en el Pais Vasco (1918-1919) [14].
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4. Conclusiones

Podemos decir que, con respecto a casos
anteriores, hemos avanzado enormemente en un
siglo. Hemos sido capaces de detectar, describir
y secuenciar el genoma del virus, que consiste en
un coronavirus de ARN con 30000 pares de bases
perfectamente conocidas hoy dia; y anticipar
(aunque no todo lo eficiente que hubiera sido
deseable) la primera onda epidémica mediante
mecanismos observacionales y predictivos
muy certeros. Al ser el genoma del virus
[15] perfectamente conocido, a la vez que se
desataba su propagacion, se ha conseguido
minimizar en la mayoria de los paises, de un
modo notable, el impacto y coste en vidas, aun
con el riesgo evidente de paralizar la economia
y desencadenar una profunda crisis social y
politica. Algunos estudios han publicado que
haber tomado medidas 10 dias antes hubiera
reducido hasta la mitad las consecuencias de
contagio y muerte. Y es que, a veces, cuestiones
politicas y/o econdmicas tienen mds peso que el
interés sanitario. Pero también es fécil decir qué
hubiera sido lo correcto sabiendo certeramente
las consecuencias.

La Farmacia tiene un papel esencial y clave
en las pandemias. Estos procesos afloran
cada cierto tiempo, y ponen en el tablero la
viabilidad de la existencia humana y nuestras
interrelaciones como especie y como individuos
sociales. Los descubrimientos farmacéuticos de
los ultimos siglos, entre ellos los antibidticos,
juegan un papel importante en los tratamientos,
en especial por las patologias concomitantes.
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